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Résumé

Le réseau dopaminergique nigro-strié, qui est un@posante des noyaux gris centraux
(NGC), est léesé dans de nombreuses encéphalopatif@egboliques et dégénératives de
I'enfant parmi lesquelles on compte des altératidunsnétabolisme du cuivre ou du fer, des
aciduries organiques, des anomalies du cycle déd’au des atteintes mitochondriales. Parmi
'ensemble des maladies avec altération des NG@5 nous sommes intéressés aux maladies
mitochondriales en raison de données de la litiGgagui attestent du réle central de la
mitochondrie dans la neurodégénérescence au caudgvkloppement et du vieillissement.
L’implication d'une défaillance mitochondriale esinsi établie dans la pathologie des
maladies d’Alzheimer, de Parkinson et d’Hunting&trde la sclérose latérale amyotrophique.
Nous avons plus particulierement centré notre ésutele syndrome de Leigh (SL) qui
constitue la maladie mitochondriale la plus frédaerhez I'enfant. Nous avons ainsi dans un
premier temps généré un modéle de SL de I'enfaert tnsouris C57BL/6J a 35 jours de vie
par utilisation du MPTP, un toxique qui inhibe lentgplexe I mitochondrial. Nous avons
ensuite recherché un éventuel effet neuroprotectesiantiépileptiques (AE) dans ce modele
pharmacologique. Notre intérét pour les AE décaluefait qu'ils inhibent certains canaux
ioniques ATP-dépendants. lls favorisent donc uredgipe d’ATP et pourraient ainsi remettre
en adéquation la consommation énergétique cekudaiec les capacités de production d’ATP
diminuées en période de stress métabolique. Cerédinpourraient €également promouvoir un
environnement protecteur pour les neurones enrralsdeur effet anti glutamatergique, pro
GABAergique et stabilisateur de membrane. Les AdS@ntent enfin une pharmacocinétique
et un profil de tolérance trés favorable chez Bemf Nous avons ainsi prouvé I'effet
neuroprotecteur de la lamotrigine dans notre modide SL de I'enfant. Cet effet
neuroprotecteur est probablement expliqué par |#iphcité des voies d’action de cette
molécule : diminution du stress oxydatif, inhibitide la microglie, augmentation du GABA,
blocage des canaux sodium et potassium voltageadépés, stimulation de la production de
BDNF et inhibition directe de la formation du paorgtochondrial. Notre étude étant centrée
sur la sensibilité des NGC au stress énergétiques avons enfin souhaité mieux caractériser
le métabolisme du glucose et du phosphate au seaiette structure. Nous avons donc réalisé
un marquage par immunofluorescence du transporteurglucose de type 1 et des
transporteurs du phosphate inorganique de type2leat utilisant des ligands extracellulaires
spécifiques dérivés de rétrovirus.

Mots clefs : mitochondrie, neurodégénérescence, RIRT P, antiépileptiques, lamotrigine



Résumeé en anglais

The nigro-striatal network is part of the basal gjemy which are involved in motricity,
learning, and emotions. This network is affectedseveral metabolic and degenerative
encephalopathies in childhood, including iron ammbper metabolism disorders, organic
acidurias, urea cycle deficits, and mitochondriakdses. Among all these encephalopathies,
we focused on mitochondrial diseases given allddwa from the literature which underline
the pivotal role of mitochondria in neurodegenemati A mitochondrial failure is well
established in stroke, Alzheimer’s disease, Padkiissdisease, Huntington’s disease and
amyotrophic lateral sclerosis. We specifically cedtour work on Leigh syndrome (LS),
which represents one of the most frequent mitochahdisorders in childhood. We first
generated a childhood LS model in C57BL/6J miced®s old) through MPTP intoxication,
which inhibits the mitochondrial complex | in thespiratory chain. We then evaluated the
potential neuroprotective effect of anti convulsaAC) in this model. Our interest for AC
arises from the fact that they inhibit several Adépendent ion channels. Such properties
promote ATP sparing and therefore provide an oppdst to adapt the cellular energy
consumption to the limited ATP availability durirtige energetic distress. Some AC could
also promote a protective environment for neuransesthey exhibit anti glutamatergic, pro-
GABAergic and membrane stabilization propertiesstlya AC are well tolerated in humans
even in early childhood. We proved that lamotrigs@europrotective in our LS model. This
neuroprotective effect might rely on lamotrigine Itiple and synergistic actions: oxidative
stress lowering, microglial inhibition, GABA increg sodium and potassium voltage-
dependent channels inhibition, BDNF up regulationtochondrial pore direct inhibition.
Since our study is focused on the basal gangliailsdity to energetic stress, we studied the
glucose and phosphate metabolism in this strucWeethus performed immunofluorescence
staining for the glucose transporter type 1 andpihesphate transporter type 1 and 2 using
specific extracellular ligands derived from retrorges.

Keywords: mitochondrion, neurodegeneration, MPTIPRAanti convulsants, lamotrigine
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|. INTRODUCTION GENERALE

La premiere partie de ce travail a pour but d'eifdr les différentes notions anatomiques,
biochimiques, pharmacologiques, moléculaires etsiopathologiqgues nécessaires a la
compréhension de la problématique développée davartie expérimentale de cette thése.
Nous décrirons, en premier lieu, les noyaux grisitreeix (NGC) et le systéme
dopaminergique qui s’établit au sein de ces noyalotre intérét pour les NGC découle de
leur atteinte spécifigue au cours de nombreusesepbiadopathies métaboliques et
dégénératives de I'enfant. Au sein de I'ensembkerdeladies avec altération des NGC, nous
nous sommes centrés sur I'étude des maladies roitdciales et, plus particulierement, en
raison de sa fréquence sur le syndrome de Leighd® nous détaillerons.

De nombreux résultats expérimentaux soulignentfimt ke réle central de la mitochondrie
dans l'apparition et I'évolution des maladies ne@genératives. Nous préciserons ces
aspects dans un second temps de l'introduction.

Le développement d’un modeéle valide de SL nous &dtmiionc utile chez I'enfant afin de
pouvoir tester I'efficacité de diverses stratéglesneuroprotection. Nous avons eu recours au
1-méthyl-4-phényl-1, 2, 3, 6 tétrahydropyridine (M® dont les propriétés pharmacologiques
seront explicitées dans un troisieme temps. Pasakes de neuroprotection existants, nous
décrirons enfin, dans un quatrieme et dernier tetepsette partie introductive, les arguments

gui nous ont amené a retenir les antiépileptigoesnse molécules candidates.

A. Les noyaux gris centraux et la neurotransmissiodopaminergique

Ce premier chapitre a pour but de décrire I'anatoeti la physiopathologie du systeme
dopaminergique impliqué dans les maladies dégéwésaavec atteinte des NGC tel que le

SL.
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1. Anatomie et organisation fonctionnelle des naygis centraux

Les noyaux gris centraux sont une structure imgkgdans le contréle de la posture et des
mouvements du corps et dans les processus cogigifgorentissage et de régulation des
émotions (Afiki, 2003 ; Graybiel et al, 1994).

Les NGC sont constitués de plusieurs structures toamgquement proches et
fonctionnellement interconnectées nommées striafoonstitué du noyau caudé et du
putamen), pallidum, noyau sub thalamique et substawire (SN), divisée en SN pars

compacta et SN pars reticulata (Fig. 1).

= inhibition

stimulation

[coned] ———
1

striatum

N —_re ‘. D2 récepteursD1
‘\“ :f \
xS . .
v pallidum %Iamu;
& ! externe
| ’ ‘ SN pars
3 ‘ compactg
"jb e noyau sub
thalamique

[

SN pars reticulata

pallidum interne

Figure 1 : Anatomie et organisation fonctionnelle ds noyaux gris centrauXd’apres H.Fourni€)
Schéma d’une coupe frontale de cerveau humain migsaales NGC.

Les NGC sont constitués du striatunmy( etputamel), duthalamusdu pallidum

(interneet ), du noyau sub thalamique et de la SN.

Le fonctionnement des NGC implique l'interventioe divers neurotransmetteurs parmi
lesquels le glutamate, le GABA et la dopamine ([PMpra et al, 2008). Nous nous sommes
intéresseés plus particulierement au sein des NG@seau dopaminergique nigro-strié (cf
chapitre ii) 2)) qui relie la SN au striatum. Les®gme dopaminergique exerce en effet une

modulation du contrdle moteur, participe aux phéeoes d’apprentissage, de régulation des

11



eémotions et a un réle neurodéveloppemental (Snhidl 003). Le réseau nigro-strié est lésé
dans de nombreuses encéphalopathies métaboliqdégéiératives de I'enfant par altération
du métabolisme du cuivre, du fer, ou du métabolismergétique mitochondrial par exemple
(Saudubray et Charpentier, 1995).

Le réseau nigro-strié est constitué par les aft@@emopaminergiques émises de la substance
noire pars compacta vers le striatum qui émet @@ des efférences pour la SN pars
reticulata. On distingue deux principales voiesctmmnelles : 1)d voie trans striatale directe
(SN pars compact® striatum—> SN pars reticulata) qui active le cortex par débition des noyaux

de sortie, tandis que 2) la voie indirecte trandglBmique (SN pars compactx striatum >

pallidum externe> noyau sub thalamigue® SN pars reticulata) I'inhibe, permettant la teraigon et

la modulation du mouvement (Graybiel et al, 1994).

2. La neurotransmission dopaminergique

I. Principales voies de neurotransmission dopargigae

Le systéeme dopaminergique des mammiféres et dgeuosiqui inclue les NGC comprend en
plus de la voie nigro-striée deux autres voies aragnommeées voie tubéro-infundibulaire et
voie méso-cortico-limbique, elle-méme divisée erevuoéso-corticale et voie méso-limbique
(Fig. 2)

Les neurones de la voie tubéro-infundibulaire ar lcorps cellulaires dans les noyaux
arqués et se projettent sur I'hypophyse ou ils rébent la sécrétion de prolactine par les
cellules lactotropes. Les neurones de la voie mégniée ont comme vu précédemment leur
corps cellulaires dans la SN, projettent sur leatstm et exercent principalement des
fonctions de régulation motrice.

La voie méso-cortico-limbique émerge quand a ele2dnoyaux. Les axones issus du

tegmentum ou aire tegmentale ventrale (ATV) innervie cortex frontal et le systeme

12



limbique (septum, amygdale). Les axones issus damn@ccumbens (NA) innervent le
thalamus, le striatum, le mésencéphale et égalePddnt afin de permettre un rétrocontrdle
par le NA des influx qu’il recoit de I'ATV. La voienéso-corticale est impliquée dans le
controle des fonctions cognitives et de l'appressiie tandis que la voie méso-limbique
constitue le réseau anatomique a l'origine des wibesl affectives et des phénoménes de

récompense (Lindvall et al, 1984).

C ar /7

am

Figure 2 : Les principales voies dopaminergigues dsysteme nerveux central des mammiféres
(d'apreés Lindvall et Bjorklund, 1984).
A. voie nigro-striée, B. voie méso-cortico-limbigeeC. voie tubéro-infundibulaire.
Abréviations : a, noyau accumbens; ar, noyau afg@g;bulbe olfactif; CCA, cortex cingulaire anténg
CE, cortex entorhinal; cp, noyau caudé-putamen;, CBffex préfrontal; em, éminence médiane; hl,
noyau latéral de I'habénula; Ic, locus cceruleus@ylgroupe mésencéphalique dopaminergique; NA,

noyau amygdalien; pi, cortex piriforme; sl, noyaptsl latéral et tu, tubercule olfactif.
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ii. Réles physiopathologiques du systéme dopamigeegy
La DA présente au niveau des NGC et du réseau-stgep constitue I'un des principaux
neuromédiateurs du systéme nerveux central (SNCjamon de I'importance et de la
multiplicité des phénomeénes physiopathologiques disguelles elle est impliquée.
La DA exerce en premier lieu un réle central aursodu développement du SNC. Des
expériences d’intoxication prénatale a la cocame éntraine une augmentation de la DA
cérébrale) ont ainsi permis de prouver I'apparitibenomalies de développement du cortex
telles gu'une croissance dendritique aberrante ift. et al, 1997). Ces anomalies sont
prédominantes au niveau des zones riches en af&&afopaminergiques et rares dans les
zones innervées en majorité par des terminaisorsosénergiques et noradrénergiques
(Jones et al, 1996).
Sur le plan physiologique, la DA régule a la fo@mmne vu antérieurement des fonctions
motrices par la voie nigro-striée et des fonctioognitives par la voie méso-cortico-limbique.
Une altération du métabolisme dopaminergique estcamse dans diverses affections
neurologiques telles que la maladie de Parkinsoam@hi et Lozano, 2003), l'autisme
(Makkonen et al, 2008), le syndrome d’hyperactivdtéec déficit attentionnel (Tripp et

Winckens, 2008) ou la schizophrénie (Murray e2a08).

iii. Biosynthése, stockage et libération de la dopee

La DA ne passe pas la barriere hémato encéphaliGeeneurotransmetteur est donc
synthétisén situ au niveau des corps cellulaires et des terminaisgnaptiques des neurones
dopaminergiques. Le précurseur de la DA est lsstgeoqui est elle-méme synthétisée a partir
de la phénylalanine par action de la phénylalahydroxylase. La tyrosine est convertie en
dihydroxyphénylalanine ou L-DOPA par la tyrosinedhyxylase (TH) qui représente

I'enzyme limitante de la synthése de la DA (Fig. 33 TH est une enzyme cytosolique qui
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nécessite comme cofacteurs de la tétrahydroptétesemolécules d’oxygene et de fer. La L-

DOPA est enfin transformée en DA par I'action d®tpa décarboxylase (Siegel et al, 2005).

3-OMD

MAO + AD
COMT COI\(

TYROSINE — DOPA —— DOPAMINE
TH DD

AD +
DOPAC COMT

Figure 3 : Biosynthése et catabolisme de la dopangn
AD = Aldéhyde déshydrogénase, COMT = Catéchol NGEthyl — Transférase,

DD = DOPA décarboxylase, MAO = Monoamine oxydade,=Ttyrosine hydroxylase.

La DA nouvellement synthétisée est de localisatimytoplasmique. Cette DA peut
secondairement étre stockée au sein de deux tgpesdsitules via le transporteur vésiculaire
des monoamines VMAT?2. Le premier type de vésicalseprésenté par 20% des vésicules
présynaptiques qui contiennent de la DA nouvelldnsymthétisée (comme dans le pool
cytoplasmique) et qui sera relarguée préféerentredlg. Le deuxieme type de vésicules est
représenté par des veésicules non disponibles paurelargage immédiat (Kapatos et
Zigmond, 1977).

La libération de la DA peut s’effectuer soit parphiénomeéne calcium-dépendant, soit par un
phénomene calcium indépendant. Dans la modalitéiucal dépendante la dépolarisation
neuronale induit I'entrée d’ions calcium puis |&déiation de la DA par exocytose des
vésicules de stockage (Kelly, 1993). Dans la mé@laalcium indépendante, il survient un
transport reverse au niveau du transporteur depardine (DAT) qui assure normalement la

recapture de la DA depuis la fente synaptique @le2001).
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iv. Catabolisme de la dopamine

Le métabolisme de la DA est réalisé soit par lesigamine oxydase A et B, soit par la
catéchol-O-méthyl transférase. Les MAO-A et -B doctlisées au niveau de la membrane
externe mitochondriale des neurones et des celjjlildes respectivement. La COMT est une
enzyme extracellulaire associée a la membrane nelero La DA présente dans la
terminaison présynaptique est métabolisée par la OMA neuronale en acide
dihydroxyphénylacétique (Dopac). Le Dopac est dastiansformé par la COMT dans la
fente synaptique en acide homovanilique (HVA). L& résente dans la fente synaptique est
qguand a elle transformée par la COMT en 3-méthaaytine, elle-méme transformée par la
MAO-B gliale en HVA. Les taux de Dopac rendent amsgjoritairement compte de l'activité
métabolique cellulaire alors que I'HVA refléte latabolisme de la DA libérée dans la fente

synaptique.
Neurone-présynaptique

tyrosine

TH

L-DOPA

¢ DDC

2K* i dégradatio
dopantine im':' DOPAC 9 S DOPAC
3Na* ’
Pompe N¢#/K* ATP ., vésicule de COMT
stockage
HVA

ibératior

fente ° a
- '
A/ récepteu
réponse cellulaire dopaminergique

post synaptique

Neurone post-synaptique

Figure 4 : Schéma d'une synapse dopaminergique
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v. Recapture et régulation du métabolisme dopamiqee

La dopamine libérée dans la fente synaptique esiptée a 80% par son transporteur
membranaire DAT, qui contréle ainsi I'intensitdaturée d’action de la DA dans la synapse.
Le DAT représente ainsi un marqueur moléculairet iétude donne un reflet assez fidele du
métabolisme dopaminergiquevivo.

Le DAT est une protéine membranaire présynaptiqeemposée de 12 segments
transmembranaires dont les extrémités N et C talesnsont intra-cytoplasmiques. La
séquence de 620 acides aminés du DAT est trésrgénspuisque le DAT humain possede
98% de similitude avec celui du rat (Giros et &892) ce qui souligne le réle probablement
majeur de cette molécule au cours du développententtransport par le DAT est un
cotransport NaCl' consommateur d’énergie apportée par le gradienbdeentration en ions

Na’ et K" généré par la pompe NK* ATPase.

Nous avons donc décrit dans ce chapitre la strei@tite fonctionnement des NGC qui sont
lésés au cours de nombreuses encéphalopathiesotighiab et dégénératives de I'enfant. Au
sein de I'ensemble des maladies avec altérationNd&S, nous nous sommes centrés sur
I'étude des maladies mitochondriales. Nous rapp®ie donc a ce stade certains éléments de

la physiologie mitochondriale.

B. Le métabolisme énergétique mitochondrial

Ce deuxieme chapitre a pour but d’expliciter lauctire de la chaine respiratoire (CR)
mitochondriale et du pore mitochondrial, de défiainotion de mort cellulaire programmée
par apoptose et de montrer le réle central de Koamondrie dans les phénoménes de
neurodégénérescence aussi bien chez I'adulte as dawieillissement que chez I'enfant au

cours du développement.
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1. Structure de la chaine respiratoire mitoch@ieri

Le fonctionnement enzymatique cellulaire en paliecule fonctionnement des canaux
ioniques ATP-dépendants tel que le DAT requiert’éieergie essentiellement extraite des
molécules d’adénosine triphosphate (ATP). L'ATPmsiduit a 90% par le cycle de Krebs et
par la phosphorylation oxydative mitochondriale aveau de la chaine respiratoire (CR),
constituée de cing complexes enchassés dans lanareeninterne mitochondriale (Fig.5he:

complexe | ou NADH CoQ oxydoréductase, le compléxeu succinate deshydrogénase, le
complexe Il ou coenzyme Q cytochrome C oxydoréagest le complexe IV ou cytochrome

C oxydaseet le complexe V ou ATPase (Berg et @620

COMPLEX ]

Internve b ane MHADH D reductane

space @

.....

A

Matrix ; a -
== = —.. Cylochmame ¢
ZNADH Anr A @)~
+ (HY)

Figure 5 : Schéma de la chaine respiratoire mitochmriale

2. Pore mitochondrial (mitochondrial permeabilitgrtsition pore)
Le pore mitochondrial (TP) est une structure muitéculaire qui permet le transfert du
calcium de la matrice mitochondriale vers le cytoke dogme établi depuis plusieurs années
a propos de la structure du TP est qu'il résulteda I'assemblage de trois molécules
principales : le canal ionique voltage dépendarDAZ), I'adénine nucléotide translocase
(ANT) et la cyclophiline D (Fig. 6). Le VDAC comperait deux conductances calciques,

ANT serait responsable de l'ouverture-fermeture pore par utilisation d’ATP et la
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cyclophiline D aurait un réle de stabilisation cmmhationnelle. Mais cette notion a été
remise en cause réecemment par I'étude de souriskkmat pour ces différents constituants et

la nature exacte du TP reste donc a détermineag2oka et al, 2008).

Resting Stress
& OIS and oxidative stross
# Increased Ca'" concentration
* Mistalded mitoehandrial protein

Apoptosis
Cytersol Ca
e
Hﬁ'_}i",_ e T e | = Cytochrems ¢
| = -
QM ——, = i P I
(_PBRA [HK} B |
VDAL T | 8 k.
= = =
MM ANT [cK) ‘
Cyclo D L TE
Pare opening
» LAYm
o LATP
Matrix v RO

Figure 6 : Schéma du pore mitochondrial (mitochondial permeability transition pore)

(d’aprés Abou-Sleiman, 2006)

De nombreuses hypothéses concernant le fonctiomtaneTP sont également a confirmer,
mais son implication dans la mort cellulaire etsteess oxydatif est aujourd’hui prouvée
(Crompton, 1999). Le stress oxydatif secondair @irhinution du contenu cellulaire en ATP
entrainerait le maintien du TP en conformation otevgd’ou une surcharge calcique
cytosolique) et provoquerait la destruction de knmrane externe mitochondriale (d’ou la

libération du cytochrome C intra mitochondrial).sCa#eux phénomeénes déclencheraient le
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phénomene d’apoptose. La charge calcique entrdt@aarelle-méme I'ouverture du TP, le
phénomene deviendrait rapidement irréversible, pmpres en cas de restauration du contenu

cellulaire en ATP.

3. Voies d’apoptose caspases-dépendante et caspdépsndante
L’apoptose ou mort cellulaire programmeée est uncgseus physiologique au cours du
développement, mais également observé en pathabgiarticulierement dans les maladies
neurodégénératives (Friedlander, 2003). L'apoptosst caractérisee sur le plan
morphologique par la formation de corps apoptosquée cytoplasme et le noyau se
condensent, les mitochondries et la chromatinerétgnt et I'acide désoxyribonucléique
(ADN) est clivé. Deux voies distinctes conduiselfibpoptose : une voie caspase-dépendante
et une voie caspase-indépendante (Fig. 7).
La voie caspase-dépendante peut étre activée fh@redis stimuli : diminution des facteurs
neurotrophiques, suractivation des récepteurs mlat@rgiques, stress oxydatif, altération de
'ADN. Le stimulus initial active la libération denolécules telles que JNK et p53 qui
induisent I'expression et la translocation mitoathdale des facteurs pro apoptotiques Bax et
Bak. Le stress oxydatif active également I'ouvertdu pore mitochondrial d’ou la libération
massive de cytochrome C qui se lie a Apaf 1 et grlacaspase 9 pour constituer
'apoptosome. La procaspase 9 est alors clivéeaspase 9 qui active la caspase 3, d’ou
I'initiation du processus apoptotique (Li, 2008).
La mise en jeu de la voie caspase-indépendantesezstndaire a la suractivation des
récepteurs glutamatergiques : I'enzyme NAD-dépetadBARP1 est activée et déclenche la
libération des molécules pro apoptotiqgues AlF elomnicléase G depuis la mitochondrie (au
lieu du cytochrome C dans la voie caspase-dépesda#iF se transloque alors dans le noyau

et déclenche la fragmentation de ’'ADN (Van LooQ2Q Yu, 2003).
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Figure 7 : Apoptose dépendante de la mitochondrie

(d’aprés Friedlander, 2003)

4. Etapes réversibles de la cascade Iésionneitehundriale
Une déficience de la synthése d’ATP par la CR a poaséquence une souffrance cellulaire,
encore réversible a un stade initial, mais qui aidement déclencher I'apoptose par une
triple voie : peroxidation lipidique par stress dajif, activation de la voie AMP kinase,
dérégulation calcique et excitotoxicité par ouvertdu pore mitochondrial (Brini, 2003).
L’inhibition de la CR entraine en premier lieu langse d’ion superoxyde qui s'associe au

monoxyde d’azote (NO) produit par les cellules wgtiales pour constituer le peroxynitrite a
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I'origine de la peroxydation lipidique. Le NO estoduit aprés activation de la forme
inductible de son enzyme de synthese nommée Nhasmt(Schulz et al. 1997). Le NO
stimule par ailleurs la libération de calcium atpatu réticulum endoplasmique et déclenche
donc I'ouverture du pore mitochondrial (Jacobsoalgf002). Enfin les complexes de la CR
sont eux-mémes oxydés d’'ou une aggravation derkenca énergétique et l'irréversibilité
rapide du phénoméne (Jacobson et al, 2005).

La défaillance énergétique peut aussi déclenchgrhémomene d’apoptose direct médié par
la voie de 'AMP kinase. L’AMP kinase est un semnseéu statut énergétique cellulaire activé
par 'augmentation du rapport AMP/ATP suite a lmigiution d’ATP. La phosphorylation de
’AMP kinase permet en cas de stress énergétiqueodge durée de bloquer les processus
consommateurs d’ATP est d’activer les voies de ypetddn d’ATP indépendantes de la
mitochondrie pour tenter de normaliser le rappoMPXATP. En cas de persistance du
manque d’ATP, la libération de facteurs apoptotigse produit et la cellule entre en apoptose
(Shaw et al, 2004).

La carence énergétique entraine enfin I'apoptoseipgphénomene de dérégulation calcique
et d’excitotoxicité glutamatergique. La libératialu calcium intra mitochondrial dans le
cytosol par ouverture du pore mitochondrial estoemcréversible au stade immédiat
(« immediate C& deregulation »), mais évolue secondairement verstade irréversible
(« delayed C& deregulation ») (Nicholls et al, 2003). La dépisiaion neuronale partielle
par manque d’énergie entraine par ailleurs unehamge en glutamate extracellulaire et
I'activation des récepteurs NMDA. L’'association des deux phénoménes pathologiques
déclenche le processus d’apoptose.

Ces éléments soulignent l'intrication majeure déf@méntes voies pathologiques qui ménent
toutes a l'apoptose. Les premiéres étapes de hdnlsede ces réactions sont supposées

réversibles et les axes développés en neuropmteaeposent sur cette réversibilité
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potentielle. La lutte conjointe contre I'accumutetti de calcium, de glutamate et de NO
permettrait ainsi de prévenir les lésions cellesiconsécutives a la défaillance énergétique
mitochondriale. La prise en compte de la coexigedes deux types de mort cellulaire

caspase-dépendante et caspase-indépendante sémbie plart nécessaire.

inhibition de la chaine respiratoire mitochondriale +~
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Figure 8 : Cascade lésionnelle mitochondriale

5. Pathologies neuro dégénératives de I'adulte
La dépense énergétique intense des neurones eddpandance au glucose explique gu'ils
constituent une cible privilégiée en cas de stmgtabolique par défaillance de la CR
mitochondriale (Beal, 1995). Le SNC est en parigridensible au stress oxydatif en raison de

sa consommation élevée en oxygene, de sa densitéaceles gras polyinsaturés
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membranaires, de ses capacités anti oxydantegdaibt d’un stock ferreux important dans
certaines régions (Rego et Oliveira, 2003).

L’implication d’'une défaillance mitochondriale esinsi établie dans la pathologie des
accidents vasculaires cérébraux ou meédullairesnddadies d’Alzheimer, de Parkinson et
d’Huntington et de la sclérose latérale amyotropéidpour revue, Mattson et al, 2008).
L’existence d’un splicing alternatif (en faveur desformes de plus petite taille) secondaire a
la carence en ATP a été récemment démontrée dansiogieéle animal de défaillance
mitochondriale par intoxication au paraquat (Mahaoai et al, 2007). La survenue des
maladies dégénératives a un age avanceé est égalermpdiguée par I'altération du génome
mitochondrial : le fonctionnement de la CR mitoctieale diminue, le contenu en calcium
intracellulaire augmente (Squier et Bigelow, 2080)a susceptibilité du pore au calcium est
majorée (Mather et Rotenberg, 2000).

Dans le cas de la maladie d’Alzheimer, plusieursntso attestent de ['altération
mitochondriale : le métabolisme énergétique cétghesuré par tomographie par émission de
positons (TEP) est réduit (Mosconi et al, 2008)l'eictivité du complexe Il de la CR est
diminuée (Maurer et al, 2000). Ces atteintes setaecondaires a la surcharge en pegfiide
amyloide (A) qui augmente la production de radicaux libresyidue la production d’ATP et
déclenche un stress calcique chez des neuronadteredHashimoto et al, 2003). Le peptide
AP déclenche également I'apoptose caspase-déper({@amtes et al, 2005).

Dans le cas de la maladie de Huntington, I'étuddigleées de souris mutantes a permis
d’établir que le trafficking des protéines mitocdanles est altéré (Chang et al, 2006)et que
les mitochondries se dépolarisent pour une chaalpigoe moindre (Panov et al, 2002), avec
une ouverture du pore par conséquent plus facito@Cet al, 2004). Enfin les neurones

mutants ont une sensibilité augmentée a I'exciioitex(Fernandes et al, 2007).
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Dans le cas de la maladie de Parkinson, le rbléadaitochondrie semble central. Une
diminution du complexe | de la CR est ainsi présastiez les patients atteints de la forme
sporadique de cette maladie (Swerdlow et al, 1996 )surexpression dans des neurones en
culture de la protéine-synucléine (protéine qui entre dans la constituties corps de Léwy
accumulés dans les neurones altérés) majore ks girgydatif (Hsu et al, 2000) et augmente
la vulnérabilité cellulaire a I'apoptose caspaspeaiélante (Tanaka et al, 2001). Dans
certaines formes de maladie de Parkinson généfmuéeation des genes parkin et PINK1),
I'implication de la mitochondrie est également détnée. Les souris avec mutation du géene
parkin ont ainsi une diminution des complexes Mete la CR (Palacino et al, 2004). Les
souris knock out pour le géne PINK1 ont des mitochi@s de morphologie anormale et dont

la dépolarisation est aberrante (Exner et al, 2007)

6. Les encéphalopathies métaboliques et degénesaterI'enfant
i. Clinique des maladies avec atteinte des NGC thefant

Une atteinte des NGC est également en cause darsel encéphalopathies métaboliques et
dégénératives de I'enfant. Parmi celles-ci, on denges anomalies du métabolisme du fer,
du cuivre, des aciduries organiques, des anom@dliey/cle de l'urée, différents déficits de la
CR mitochondriale et le SL. lls sont égalementdésé cas d’hypoxie-ischémie en période
périnatale chez un enfant a terme.
Comme nous l'avons vu antérieurement, les NGC soptigués dans le contréle de la
posture et des mouvements du corps et dans lesgsug cognitifs d’apprentissage. L’atteinte
des NGC se traduit en conséquence cliniquementiparatteinte motrice et une régression
cérébrale. Le phénotype moteur inclue le plus sauwme dystonie, des mouvements
anormaux de type choréo athétosiques ou balliques,ataxie, une hypotonie axiale avec

hypertonie périphérique, un syndrome parkinsoniéminas et al, 2004).
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L’atteinte spécifigue des NGC est également débexteadiologiguement par scanner ou
imagerie par résonance magnétigue (IRM). Ainsi, sdale cas des maladies
neurodégénératives avec accumulation intra céeeldeafer, la surcharge en fer se traduit par

une réduction du signal en séquence IRM T2, T2AIR et diffusion (Kurian et al, 2008)

ii. Le syndrome de Leigh
Nous nous sommes plus spécifiquement intéresséscgamavail au SL. Le SL est la maladie
mitochondriale la plus frequente, avec une préwaezstimée de 2,05 enfants pour 10000,
tandis que la prévalence des maladies mitochoerdridhns leur ensemble est estimée entre
7,5 et 8,7 enfants pour 10000 (Castro-Gago ef0a@lbR Ce syndrome a éteé initialement décrit
comme une encéphalomyélite nécrosante subaigu®uuisson ou de I'enfant. Ses criteres
diagnostiques incluent aujourd’hui une atteintenitdge et motrice progressive avec retard
mental, hypotonie, mouvements anormaux, dégénéresceu tronc cérébral (TC) et des
NGC et souvent augmentation du taux de lactate dasang et/ou dans le liquide céphalo
rachidien (Bernier et al, 2002).
Les lésions radiologiques mettent typiquement edeéce des anomalies de signal du TC et
des NGC a un stade précoce, suivi d’'une nécroseN@ss (Piao et al, 2006, Schiff et al,
2006). Yang et al ont ainsi pratiqué une IRM chBzpétients avec SL. Cinquante huit soit
90% des sujets avaient des lésions nécrotiquestsgoes des NGC, du thalamus et de TC.
La nécrose avec perte neuronale a été confirmééptopsie (Yang et al, 2006).
Le SL est secondaire a un déficit de productiomefgie dans la mitochondrie, par déficit en
pyruvate deshydrogénase, déficit en pyruvate cathee, ou déficit en complexe de la CR.
Parmi ces déficits en complexe de la CR, les coxegléet IV (cf. schéma Fig. 5) sont le plus

fréguemment atteints (Malfatti et al, 2007, Leboale2007).
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Figure 9: IRM d’un patient présentant un syndrome ¢k Leigh

L’'IRM met évidence des anomalies de signal a typgmbsignal T1 et hypersignal T2 au
niveau des putamen, globus pallidus, noyaux caetémlamus, sans effet de masse.
Cet aspect est évocateur de syndrome de Leighpeaisaussi s’observer dans l'acidémie

meéthylmalonique, la maladie de Wilson, le syndratittallervorden-Spatz

et différentes intoxications (méthanol, CO, cyajure

lii. Susceptibilité des NGC au cours du développem

Les NGC semblent donc présenter une susceptip#itBculiére a la souffrance énergétique
d’origine mitochondriale. La défaillance mitochorade a été prouvée chez 'lhomme dans
différentes maladies avec atteinte des NGC. Dagadede I'acidémie méthylmalonique, des
dérivés de l'acide méthylmalonique en exces (pmogi€oEnzyme A, 2-méthylcitrate et
malonate en particulier) inhiberaient de maniemesgique la CR mitochondriale et le cycle
de Krebs et seraient & I'origine des lésions dbuggallidus (Kolker et al, 2003).

La défaillance énergétique mitochondriale constétitde pivot de ces différentes maladies,
mais doit étre interprétée en tenant compte desacations neurones-astrocytes (cf. llic), de la
maturation du SNC en développement, du terraintggreet de facteurs environnementaux

(Strauss et Morton, 2003).
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De multiples éléments interviendraient ainsi paedieiment dans l'altération des NGC et en
particulier du striatum et expliquerait I'atteirige-dépendante :
1.La demande métabolique cérébrale est élevéet (skfguin et production d’ATP) et
augmente durant les trois premiéres années dedio@, une susceptibilité a la
deéfaillance énergétique.
2.L'expression des récepteurs NMDA est majorée rdusdéveloppement cérébral et
facilite le déclenchement d’une réaction excitogoe.
3.Les facteurs pro apoptotiques, tel que Bcl-xlntsebondamment exprimés afin de
permettre la synaptogenese et contribue a la suevdiune apoptose en cas de stress
cellulaire.
4.’atteinte conjointe des astrocytes altére leai@lisme du potassium, du glutamate et
de la dopamine et entraine la libération de NO.
Les NGC constituent donc une cible commune ausen lehez [I'adulte durant le
vieillissement que chez I'enfant durant le dévekppnt. L’établissement d’'un modéle de
lésion des NGC secondaire a une souffrance éngugeti’'origine mitochondriale nous a

donc paru justifié.

C.Le MPTP

1. Métabolisme du MPTP
Le tableau constitué lors d’'une défaillance derfadpction énergétique mitochondriale peut
étre mimé par l'utilisation d’inhibiteurs des corapés mitochondriaux. Il existe au-dela de la
susceptibilité globale des NGC une susceptibikgionale mise en évidence par l'utilisation
de différentes toxines. Le MPTP et la roténone (ghibent le complexe 1) lesent ainsi les
neurones dopaminergiques de la SN, tandis quedé&aanalonique ou l'acide 3 nitro-

propionique (3NP) (qui inhibent le complexe Il)das les neurones épineux du noyau caudé
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et du putamen (Bonsi P et al, 2006). Nous avonsschuutiliser le MPTP afin de tenter de
développer un modele murin de SL par déficit enmene | de la CR mitochondriale.

Le MPTP a été isolé a la fin des années 1970 damsalogue synthétique de I'héroine apres
constatation de nombreux cas de syndromes parkersohez des toxicomanes (Langston et
al, 1983). Son utilisation dans des modeles anindmuxnaladie de Parkinson s’est ensuite
généralisée durant les années 1990, avant mémia quepriété d’inhibition mitochondriale
du MPTP ne soit connue.

Le MPTP administré chez I'animal par voie intraifgéréale (ip) est hautement lipophile et
traverse la barriere hémato-encéphalique (BHEgtitant. Il est transformé en un premier
métabolite nommé MPDP+ par action de la MAO-B areau des astrocytes, puis le MPDP+
est supposé s’auto oxyder en un métabolite actifmé MPP+. Le MPP+ est une molécule
polaire qui ne peut donc pas diffuser liborementravers des membranes. Le MPP+ se lie au
DAT pour lequel il présente une haute affinité oe explique la sélectivité du MPTP envers
les neurones dopaminergiques (Bezard et al, 12@9MPP+ peut ensuite soit rester dans le
cytoplasme et interagir avec différentes enzymais &re concentré dans la mitochondrie ou
il inhibe majoritairement le complexe | de la clehespiratoire mais aussi les complexes |l
et IV (Mizuno et al, 1987).

La cellule nerveuse peut lutter contre 'accumolatdu MPP+ par deux mécanismes : elle
peut le stocker dans des synaptosomes par transderie transporteur vésiculaire des
monoamines VMAT2 ou le dégrader en un métabolaetihnommé nor MPTP par action du

cytochrome P450 (Upadhya et al, 2001).

2. Influence de I'age et de la lignée sur la neaxigité du MPTP
Il est important de noter que la sensibilité dweagsnigro-strié a la neurotoxicité du MPTP est

dépendante de la lignée de souris utilisée etalgeldes animaux. La sensibilité augmente
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progressivement entre 2 et 24 mois pour ensuitgagrliser. Cette dépendance a I'age serait
liée, selon les auteurs, a 'augmentation conteaiperdu taux de MAO-B (Irwin et al,
1992), a une activation microgliale plus marquéezda souris adulte (Sugama et al, 2003) a
une production accrue de radicaux libres (Ali et18194), ou encore a I'accumulation de
lésions de 'ADN mitochondrial (Mandavilli et alpQ0).

La lignée de souris la plus couramment utilisédae§&57BL/6J en raison de sa sensibilité au
MPTP. Cette susceptibilité serait liee au profilmommologique particulier de cette lignée
(profil Th1l) avec production de diverses cytokiapses intoxication par le MPTR¢10, IL-
12(p40), IL-13, IFNy, MCP-1 and TNFe). Cette production de cytokines n’est pas retreuvé
dans le LCR des souris de la lignée BAL/B peu $#esiau MPTP (Yasuda J et al, 2008).
Une activation différentielle de la voie c-Jun/JKikOie pro apoptotique) serait également en
cause : c-Jun serait fortement induit par le MPM&zdes souris C57BL/6J mais pas dans la

lignée SW resistante au MPTP (Boyd et al, 2007).

3. Mécanismes d’action du MPTP
Le MPP+ exerce son effet neurotoxique selon desatitéd multiples aussi bien dans la
mitochondrie que dans le cytosol des neurones doeagiques. Au niveau de la
mitochondrie, le MPP+ inhibe majoritairement le @dexe | de la chaine respiratoire, mais
aussi les complexes Ill et IV (Mizuno et al, 198Ils’ensuit une déplétion en ATP et la
production d’'ion superoxyde qui s’associe au NOdpiopar les cellules microgliales pour
constituer du peroxynitrite (Cleeter et al, 19918. peroxynitrite détruit les protéines, les
lipides et ’TADN. Parmi les protéines altéréesp&oxynitrite inactive la TH par nitration (.
L’altération de L’ADN induit la machinerie de répéion dont I'enzyme PARP (poly(ADP-
ribose) polymérase) qui aggrave la défaillance chibmdriale par consommation du NAD

(Przedborski et al, 2000).
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Au niveau cytosolique, le MPTP active la voie KB: NF-KB est une molécule maintenue a
I'état quiescent dans le cytoplasme par des preééinhibitrices de la famille deKB
(inhibitrices de NFKB). Le MPTP provoque la phosphorylation dekBI qui sont
ubiquitinylées et dégradées par le protéasomesigesiux de localisation nucléaire des sous-
unités NF-KB sont ainsi démasqués, le complexe BHire peut pénétrer dans le noyau, se
lier aux sites spécifiques de I'ADN et activer tanscription de genes codant pour des
protéines de lI'inflammation ou des facteurs propapiiques (Ghosh et al, 2007)

Le MPTP provoque également I'accumulation de fersdas neurones dopaminergiques. Le
MPTP déclenche la destruction des enzymes de téguldu métabolisme du fer par le
protéasome apres ubiquitinylisation. Le fer aingtuanulé se combine aux radicaux libres
pour produire des radicaux hydroxyles a fort pouvmiydant qui sont impliqués dans la

neurodégénérescence du réseau nigro-strié (Yodiag).
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Figure 10 : Mécanismes d’action du MPTP
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4. Les modeles d’intoxication par le MPTP

Le MPTP peut étre administré selon de multiplesgigmes en fonction des caractéristiques
biochimiques et neuropathologiques recherchéesvdi@a d’administration peut ainsi étre
orale, sous cutanée, ip, ou stéréotaxique intiatate. La voie ip est la plus couramment
utilisée en raison de la reproductibilité des I@sianduites. Le calendrier d’injection peut
consister en une unique injection (intoxicationuélgy en 4 injections sur la méme journée
(intoxication subaigué€), ou en une injection quetithe durant 5 jours (intoxication
chronique). Les intoxications aigué et subaiguéagment une dégénérescence du réseau
nigro-strié par mort cellulaire non apoptotiquendia que I'intoxication chronique déclenche
une apoptose prépondérante (Jackson-Lewis et Riakdb2007). Il n'existe donc pas un
modele MPTP mais des modeles MPTP développés pamigpes de recherche selon leurs
besoins pour étudier les différents aspects delmadégenérescence dopaminergique. Nous
avons choisi de recourir au modele MPTP d’intoxarasubaigué afin de valider I'atteinte
nigro-striee secondaire a la défaillance énergéfigpuis de tester des molécules

neuroprotectrices candidates.

D. Propriétés neuroprotectrices éventuelles des a@pileptiques

1. Le concept de neuroprotection
La recherche en neuroprotection concerne actuetieareensemble de maladies tres diverses
qui inclue les maladies neurodégénératives citégériaurement mais aussi I'’hypoxie-
ischémie périnatale, les accidents vasculairesbraug (AVC), les traumatismes cranio-
encéphaliques et rachidiens, la sclérose en plagle glaucome (Yenari et al, 2008). Les
deux écueils principaux sont I'absence d’efficaciténe molécule ou I'impossibilité de son
utilisation chez 'homme en raison d’effets indabies. De nombreux cas d’échec en

recherche clinique aprés preuve d'un effet neutepteur chez I'animal sont ainsi connus.
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Un des exemples les plus frappants est celui decleerche de molécules neuroprotectrices
en phase aigué d’AVC. De multiples études prédliegjont établi I'efficacité de difféerentes
classes thérapeutiques (antagonistes glutamatesgiduoqueurs de canaux ioniques, anti
inflammatoires, anti radicaux libres) sans démanpar la suite d’efficacité clinique (pour
revue, Hill, 2007). Dans le cas de I'étude du facteeurotrophiqu@FGF, le groupe traité a
méme présenté un devenir péjoratif par rapportraupg placebo (Alzheimer et al, 2002).

Il est donc nécessaire de définir précisément fauladion étudiée, les criteres d’étude, la
fenétre thérapeutique et le dosage utilisé. Il ety enfin, de garder a I'esprit qu’une
combinaison de molécules, ou l'utilisation de malés avec modes d’action pléiotrope peut
étre préférable afin d’agir sur les différents nrmésanes synergiques de mort cellulaire mis en

jeu dans la neuro dégénérescence que I'on chenglévanir.

2. Recherche de molécules candidates
La recherche de molécules candidates en neuroposteest essentiellement basée sur les
connaissances physiopathologiques apportées padd’'@es modéeles animaux des maladies
humaines et sur les propriétés pharmacologiquesdidigsentes classes thérapeutiques a
disposition. Dans le cas de la défaillance énaggétd’origine mitochondriale, les principales
classes de molécules testées avec succes ontsétaatbulateurs énergétiques (carnitine,
créatine, coenzyme Q10, acides gras polyinsatMi@ésdni et al, 2005)), des molécules anti
radicaux libres et NO (Grlnblatt et al, 2000), dafi inflammatoires (Esposito et al, 2007),
des antagonistes glutamatergiques (Mitchell etdllad997), des agonistes dopaminergiques
(Schapira, 2002), des chélateurs du fer (Lan aigJid997), des inhibiteurs des canaux
calciques (Mandel et al, 2003), des composés poptatiques (Eberhardt et Schulz, 2003) et

des facteurs neurotrophiques (Nagatsu et Sawa@&).20
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Le choix innovant de tester des antiépileptiquessd@tre modele a reposé sur le fait qu’ils
présentent plusieurs caractéristigues pharmacalegiq potentiel neuroprotecteur. En effet,
les antiépileptiques inhibent certains canaux ioesgATP-dépendants. lls favorisent donc
une épargne d’ATP et pourraient ainsi remettre @édraation les capacités de production
d’ATP diminuées en période de stress métaboliquec da consommation énergétique
cellulaire. Certains antiépileptiques pourraienalément promouvoir un environnement
protecteur pour les neurones en raison de leur &fite glutamatergique, pro GABAergique et
stabilisateur de membrane (Czapinski et al, 2008njadk et Obrenovitch, 1998).

Les antiépileptiques présentent par ailleurs uremhcocinétique et un profil de tolérance
tres favorable chez I'enfant. Les doses a utilg®ir obtenir des taux plasmatiques efficaces
comparables a ceux de l'adulte sont connus (Hwadngl,e2008 ; Toublanc et al, 2008 ;
Reimers et al, 2007 ; Tallian et al, 2004 ; Freethl, 2003 ; Battino et al, 1997) et les effets
indésirables sont peu fréquents a de telles d&mstgma et al, 2008 ; Shechter et al, 2005 ;

French et al, 2003 ; Vanhatalo et al, 2002 ; Saéteat 2000).

3. Pathologies pour lesquelles un effet neuropteteaes AE est connu
Les pathologies pour lesquelles les antiépilepsquat prouvé un effet en dehors du champ
de [I'épileptologie lui-méme sont multiples et inehd principalement des maladies
neuropsychiatriques telles que la migraine (Fredidf04), les douleurs neuropathiques
(Eisenberg, 2007), le tremblement essentiel (Fem@rinewald, 2006), I'ischémie cérébrale
(Hanon et Klitgaard, 2001), le trouble bipolairedMler et al, 2006), la schizophrénie (Hosak

et Libiger, 2002) ou encore I'anxiété (Johanessamdimark, 2008).
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4. Mécanismes connus de neuroprotection par léSpéeptiques
Les mécanismes par lesquels les antiépileptiqueceraient leur effet neuroprotecteur sont
multiples :
- Effet anti canaux ioniques ATP dépendants : ptaing et riluzole (Ates et al,
2007), carbamazépine et topiramate (Costa et &g)20amotrigine (Kapoor,
2008), valproate de sodium (Ragsdale et Avoli, 1998
- Effet anti radicalaire : valproate de sodium (\Waet al, 2003), lamotrigine
(Papazisis et al, 2008), gabapentine (Baydas 20a5)
- Effet anti excitotoxique (anti glutamatergiqueped GABAergique) : topiramate
(Sfaello et al, 2005), valproate de sodium (FengleR008), felbamate (Palmer,
2001), tiagabine (Yang et al, 2000)
- Effet anti apoptotique : valproate de sodium (Kitral, 2005)
- Effet pro neurogenése : carbamazépine et lamagri@hang et al, 2008)
Certaines voies potentiellement neuroprotectrioeffet( anti inflammatoire et effet anti

chélation du fer) ne semblent pas en revanche rarsgsu par les antiépileptiques.

5. Criteres de choix des antiépileptiques utild&ss le modele MPTP
Parmi les 19 antiépileptiques commercialisés alemnant, I'exclusion de plusieurs molécules
a été justifiée en raison d’interaction pharmacmjogs avec le MPTP. Les antiépileptiques
qui inhibent la MAO-B (tel que la phénytoine paeewple) ou induisent le cytochrome P450
(tel que le phénobarbital par exemple) diminuenteéfet la neurotoxicité du MPTP par
diminution de son métabolite actif le MPP+ et sembl de ce fait faussement
neuroprotecteurs. Nous avons donc finalement estétiépileptiques couramment utilisés :
lamotrigine  (Lamictal®), lévétiracétam  (Keppra®), albmpentine  (Neurontin®),

prégabaline(Lyrica®), tiagabine (Gabitril®), clodgmam (Rivotril®), vigabatrin (Sabril®).
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Anti-épileptiques Classe / Mécanisme d’'action

Lévétirace (Kepp) Probable action sur le relargage
évétiracétam (Kepp
des neurotransmetteurs

Vigabatrin (Sabrill) Gabamimétique indirect

_ - Gabamimétique indirect
Gabapentine (Neurontih) _ , )
- Action sur les canaux calcium voltage-dépendants

Prégabaline (Lyrica) - Gabamimétique indirect
régabaline (Lyri _ _ ]
- Action sur les canaux calcium voltage-dépendants

Tiagabine (Gabitrill) Gabamimétique indirect
Clonazépam (Rivottil) Benzodiazépines (gabamimétique direct)
Lamotrigine (Lamictdll) Inhibiteur des canaux sodium voltage-dépendants

Tableau 1 : Mode d’action des antiépileptiques
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Il. RESULTATS EXPERIMENTAUX

A. Présentation des articles

Au terme de la synthese bibliographique de ce iramaus pouvons donc formuler deux
séries de constatations issues des données tératlire :

1) La premiére série de constatations concernasieeptibilité particuliere des NGC et
plus spécifiquement du réseau nigro-strié : Leagésegro-strié est 1ésé dans de nombreuses
encéphalopathies métaboliques et dégénérative&iant bien que ces affections soient
d’origine tres diverses : anomalies du métabolisinefer (maladie d’Hallervorden-Spatz,
maladie de Friedreich), du cuivre (maladie de Wilsmaladie de Menkes), aciduries
organiques (acidémie méthylmalonique, propioniglatarique, isovalérique), anomalies du
cycle de l'urée, déficits de la CR mitochondriale encore hypoxie-ischémie en période
périnatale chez un enfant a terme. Cette suscifgtilserait expliquée par les étapes
physiopathologigue communes décrites au cours slene¢adies, avec comme acteur central
la mitochondrie. En effet, I'implication de la mitoondrie et du métabolisme énergétique
dans les pathologies neurodégénératives est athouphrfaitement établie tant chez I'adulte
gue chez I'enfant. Une défaillance de la productdohTP au sein de la CR mitochondriale
déclenche en effet une cascade de réactions pgitpods qui incluent le stress oxydatif,
I'excitotoxicité glutamatergique et la dérégulaticalcique et se concluent par la mort
neuronale par apoptose, comme nous lI'avons détité la partie introductive.

Ces éléements nous ont conduits a formuler I'hypmeheelon laquelle I'utilisation d’un
toxique de la CR mitochondriale permettrait de ¢wyger un modele de dégénérescence du
réseau nigro-strié par stress énergetique et glasifsguement un modéle de SL. Comme
nous l'avons vu, le SL constitue en effet I'affectimitochondriale la plus fréequente de ce
groupe chez I'enfant. La caractérisation d’'un med&iimal de SL nous semblait donc utile

afin de pouvoir tester ensuite I'efficacité de dses stratégies de neuroprotection. Ce modele
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est innovant dans la mesure ou les principaux negdéhimaux d’altération mitochondriale

actuellement utilisés sont i) soit des modéles tgmes nécessitant la mise en ceuvre de
techniques lourdes et spécifiques (Ohsawa et d8)20) soit des modeles nécessitant
I'utilisation de primates (Eslamboli, 2005) iii) is@les modeles plus éloignés de la pratique
clinigue qu’'un modéle murin tel que par exemple dexleles de levures (Braungart et al,

2004). La validation de notre modele fait I'objetlchrticle 1.

2) La deuxieme série de constatations concernertethe de la neuroprotection :
La découverte du réle central de la mitochondriesdas phénomeénes neuro dégénératifs a
conduit a I'’émergence du concept de « neuroprotectnergétique ». Comme nous l'avons
vu, de nombreuses classes médicamenteuses onteténgstées en se basant sur diverses
propriétés pharmacologiques. Une molécule est peti@ment neuroprotectrice si elle peut
limiter ou bloquer une voie délétére (peroxydatipnique, excitotoxicité glutamatergique,
afflux calcique) ou inhiber la nécrose et/ou l'ajmge qui en découlent. De nombreux
composes ont ainsi prouvé leur efficacité in vitr@ais se sont souvent avérés inefficaces ou
mal tolérés une fois transposés chez ’lhomme. tasils semblent étre :
- Le caractere rapidement irréversible des lésions,action trop en aval ne
permettant ainsi pas de bloquer I'évolution veapdiptose.
- La coexistence de plusieurs cascades pathologejuds différents types de
mort cellulaire (caspase dépendante et indépendamié impliquent
I'utilisation de molécules a modes d’action mukipl
- Les problemes de tolérance.
Nous avons donc émis I'hypothése que I'utilisatitntelles molécules pléiotropes pourrait
avoir un meilleur potentiel neuroprotecteur. Ainspus avons choisi de retenir la classe des

antiépileptiqgues capables de fournir simultanénust propriétés anti excitotoxiques et pro
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GABAergique et surtout d’inhiber les canaux ioniguBTP dépendants. Cette derniere
propriété pourrait donc permettre de remettre égaation la consommation énergétique de
cellules soumises a un stress mitochondrial aves leapacités de production transitoirement
limitées d’ATP.

Nous avons testé plusieurs antiépileptiques danmddele MPTP. Les molécules testées
présentent un profil de tolérance trés favorablezchenfant et le nourrisson. Parmi les
différentes molécules testées, seule la lamotrigipeouvé un effet neuroprotecteur. L’étude
de cet effet neuroprotecteur de la lamotrigine damise modele de SL chez I'animal fait
I'objet de I'article 2.

Deux autres publications sont actuellement en cdersoumission et de préparation. La
premiere concerne la comparaison de leffet newtepteur de I'ensemble des
antiépileptigues compatibles sur le plan pharmagqlee avec le modele MPTP chez la
souris. La seconde porte sur I'évaluation de I'é@maergétique des NGC chez des souris
témoins et intoxiquées par le MPTP par étude deission du transporteur du glucose du
glucose de type 1 et des transporteurs du phospi@ganique de type 1 et 2. Le glucose
constitue en effet le nutriment principal du cerwved le phosphate entre dans la constitution
des composés a haute énergie tels que I'ATP. L&étlel I'expression de leur transporteur
permet donc d’avoir un reflet de l'utilisation iatellulaire de ces nutriments et donc du
métabolisme énergétique cellulaire en particulemsdles NGC apres inhibition de la chaine

respiratoire.
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B. Articles publiés et/ou sous presse :

1. Article 1: MPTP intoxication in mice: a useful model of Leigh
syndrome to study mitochondrial diseases in chitdhdVietabolic
Brain Disease, 2009.

Cette premiere publication est issue de notre iraeacernant la susceptibilité des NGC et
plus particulierement du réseau nigro-strié aussténergétique. Notre intérét pour les NGC
découle de deux éléments : 1) les NGC integremhualéiples données sensorielles, motrices
et cognitives d’origine corticale et jouent aingi tble neurologique majeur 2) les NGC
constituent une cible commune altérée dans de reammbs encéphalopathies métaboliques et
dégénératives de I'enfant bien que ces affectiorensd’origine trés diverses.
Nous avons souhaité dans un premier temps vallugrdthése selon laquelle une défaillance
énergétique serait a l'origine de l'atteinte dueaas nigro-strié, dans le but de générer par la
suite un modele d'altération des NGC par intoxaratmitochondriale. Des données de la
littérature commencaient en effet a I'époque adbattr un réle central a la mitochondrie au
sein des différents effecteurs de la neuro dégéoénee (Murphy, 1999 ; Cassarino, 1999,
Schapira, 1998).
Nous avons utilisé le toxique mitochondrial MPTHlis& depuis plus de deux décennies
comme modéle de maladie de Parkinson et ceci aménte que son effet d’inhibition de la
mitochondrie ne soit établi. Nous avons dans ummpae temps veérifié I'inhibition du
complexe | et recherché une augmentation du talaatiate aprées MPTP. Nous avons étudié
les Iésions du réseau nigro strié par etude délléqUi est 'enzyme limitante de synthese de
la dopamine), par marquage autoradiographique dili Btypar dosage de la dopamine et de
ses catabolites par chromatographie (HPLC).
Nous avons ainsi confirmé que le MPTP inhibe le glexe | et entraine une augmentation du

taux de lactate plasmatique chez la souris au skgfe (35™ jour post natal), ce qui
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correspond a l'adolescence chez 'homme. Nous awmssiite caractérisé les Iésions du
réseau nigro strié par les trois marqueurs sus.dité@ssociation d’une diminution du nombre
de corps cellulaires dopaminergiques dans la Siheddiminution du DAT dans le striatum
et d’'une réduction du contenu striatal en dopanmoas a permis d'établir que le stress
énergétique consécutif a une inhibition du complexe la CR par le MPTP entraine une
dégeénérescence du réseau nigro-strié chez la souris

Ce modele présente les intéréts majeurs d’'étreefagproduire, reproductible et de fournir un
outil pour la recherche de molécules neuroproteedriLa roténone lese également le réseau
nigro-strié par inhibition du complexe I, mais lligation du MPTP nous semble a privilégier
car le MPTP entraine un stress énergétique plugju@aa doses comparables (Schmidt et
Alam, 2006).

Certaines limites du modele doivent malgré tow étroquées :

- Le phénotype comportemental spécifigue des sourBRTR (avec en
particulier des déficits d’exploration de [Ienvimement) n’est pas
détectable sans mettre en ceuvre de tests de cameoit

- Le MPTP est métabolisé en MPP+ par la MAO-B. Le aledMPTP n’est
donc utilisable que chez la souris a plus de P2Ba@m ce qui correspond au
début de la deuxieme décade chez 'homme. Ce maudelkt donc pas
adapté a I'étude du nourrisson et du jeune enfant.

Au total, cette premiere série d’expérimentationgeanis de valider I'utilisation du modéle
MPTP chez la souris comme modéle de dégénéresahnagseau nigro-strié d’origine
mitochondriale et plus spécifiquement de SL. Ce m@uis nous a par la suite permis

d’évaluer le potentiel neuroprotecteur de plusienosécules.
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ABSTRACT:

The basal ganglia, which are interconnected insthato-nigral dopaminergic network, are
affected in several childhood diseases includingglesyndrome (LS). LS is the most
common mitochondrial disorder affecting childrerdamsually arise from inhibition of the
respiratory chain. This vulnerability is attributéal a particular susceptibility to energetic
stress, with mitochondrial inhibition as a commaoathwgenic pathway. In this study we
developed a LS model for neuroprotection trialamice by using the complex | inhibitor
MPTP.

We first verified that MPTP significantly inhibitie mitochondrial complex | in the brain (p
= 0.018). This model also reproduced the biochenaicd pathological features of LS: MPTP
increased plasmatic lactate levels (p = 0.023) taiggered basal ganglia degeneration, as
evaluated through dopamine transporter (DAT) adiography, tyrosine hydroxylase (TH)
immunohistochemistry, and dopamine dosage. Stria#dl levels were markedly decreased
after MPTP treatment (p = 0.003). TH immunoreatyiwwas reduced in the striatum and
substantia nigra (p = 0.005), and striatal dopamuas significantly reduced (p < 0.01).
Taken together, these results confirm that acutd Ritoxication in young mice provides a
reproducible pharmacological paradigm of LS, thperong new avenues for neuroprotection

research.

KEY WORDS: basal ganglia, mitochondria, MPTP, Leigh syndromeuroprotection,

mouse
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INTRODUCTION

The basal ganglia mainly refer to the striatum ,(caudate nucleus and putamen), the globus
pallidus, the nucleus accumbens, the sub-thalamatens and the substantia nigra (SN).
These nuclei are tightly interconnected and shareomplex overlay of functions and
regulations. They process informations from seveoatical regions and are responsible for
motor, sensory, and cognitive functions (Liss ameper, 2004).

Clinical and experimental evidences have shown ttiatbasal ganglia represent vulnerable
structures among the brain, especially during pret postnatal brain development (Marti et
al, 1997, Klawitter et al, 2007). More specifically partial or total destruction of the striato-
nigral dopaminergic network is found in several ditions occurring in childhood such as
hypoxic-ischemic encephalopathy (Rutherford e2@05), iron metabolism disorders (Hartig
et al, 2006), organic acidurias (Okun et al, 208} several forms of mitochondrial diseases
(Di Filippo et al, 2006; Byrne, 2002). This vulnkildy seems to be due to a particular
susceptibility to energetic stress (Beal, 2000;n8yr2002). Mitochondrial inhibition appears
to be a common pathogenic pathway in several bgaaglia diseases including Leigh
syndrome (LS) (Mandemakers et al, 2007; Sas €08l7).

LS was originally described as a sub-acute nedngtiencephalopathy which affects infants
and young children (OMIM #256000). The estimateevptence of LS is 2.05 children per
10 000, while the estimated prevalence for all ofittndrial respiratory chain disorders is 7.5
— 8.7 per 10 000 (Castro-Gago et al, 2006). ThezetdS represents one of the most frequent
mitochondrial disorders in childhood. Children swiiig from mitochondrial diseases,
including LS, exhibit a high mortality rate (45%atle before 20 years of age), and the age at
onset appears to be the strongest predictor (De#iraly 2007, Mercier et al, submitted). LS
diagnostic criteria include a progressive neuraalidisease with motor and intellectual

developmental delay, hypotonia, movement disordérginstem and/or basal ganglia
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degeneration and often increased lactate levelsland and/or cerebrospinal fluid (CSF)
(Bernier et al, 2002). Besides these biochemicakers, little is known about the cerebral
metabolic modifications which occur in LS.

Radiological evaluation can be performed in thangppatients through MRI and typically
characterizes signal abnormalities in the basaglgamnd brainstem at an early stage later
followed by basal ganglia necrosis (Piao YS et28l06, Schiff et al, 2006). Yang et al
performed MRI in 65 patients suffering from LS. ti#gight patients (90%) had typical
symmetrical necrotizing lesions within the basahgja, thalamus, and brain stem. At
autopsy, the basal ganglia degeneration includdspteusymmetrical foci of necrosis and a
loss of neurons (Yang et al, 2006).

LS always arises from a deficiency in energy praidacin the mitochondria, secondary to an
alteration or deficiency of the pyruvate deshydrage complex, the pyruvate carboxylase, or
the respiratory chain complex. Deficiency of thepieatory chain complex are frequently due
to mutations in genes coding for proteins of théootiondrial respiratory chain complex | or
IV (Malfatti et al, 2007; Lebon et al, 2007, Menciet al, submitted). Either mitochondrial
mutants (Wallace, 2002; Qi et al, 2004) or mitoddraad inhibitors (e.g., 1-methyl-4-phenyl-
1,2,3,6-tetrahydropyridine [MPTP], rotenone) (Rahwawiran et al, 2007) can be used to
experimentally generate complex | deficiency in eni€hese toxins might provide a way to
obtain an animal model of LS without genetic matapan. Such LS model could help to
clarify the basal ganglia particular susceptibitibyenergetic stress, which seems to constitute
a core step in several pediatric and adult neurcdbgiseases. Elucidating these vulnerability
pathways is mandatory to further develop neuroptite strategies.

Among all complex | inhibitors, we chose to use NFPWhich toxicity has already been
studied in mice and monkeys (Przedborski et al020mbdeed, MPTP provides a model of

Parkinson’s disease and recapitulates some ofaitisophysiological steps. In the present
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study, we did not try to further characterize tRarkinson’s disease model. We rather used
MPTP for its ability to induce a mitochondrial stse We aimed to demonstrate that this
mitochondrial toxin could represent a tool to gateml reliable mouse model of LS.

Thus, we first studied the effect of MPTP intoxioaton complex | and lactate metabolism.

Then, we analysed the basal ganglia lesions thr@ugharacterisation of the nigro striatal

nuclei using validated specific markers.

MATERIALS AND METHODS

Animals

All experiments were performed on consanguineoue 16&7/BI6N@R]j mice (5 weeks old,
average weight: 19 + 1 g, CERJ, France) with 6 npee group. This strain is highly
susceptible to MPTP neurotoxicity. All mice expeeimts were carried out in compliance with
appropriate European Community Commission direcgiwrelelines (86/609/EEC). The mice
were kept under environmentally controlled condisigroom temperature (RT) = 23 + 1°C,

humidity = 40.3 £ 7.1%) on a 12-hour light/dark eywith food and watead libitum

MPTP intoxication

The mice (n = 6 per group) were intoxicated witadinistrations of MPTP (12.5 mg/kg)
intraperitoneal (ip) at 1-hour intervals on a sendhy. MPTP (Sigma, France) was dissolved
in 0.9% sodium chloride to a final concentration205 mg/mL (100 uL injection per 20 g

body weight). The control mice (n = 6 per groupyevimjected 4 times with saline.

Mitochondrial respiratory complexes activity assays
For mitochondrial respiratory complexes activitgags, the mice were sacrificed by cervical

dislocation 6 hours after the last MPTP injectidhe two striata from the same animal were
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dissected, pooled and homogenized in a Potter heniogy in 9 volumes of MAN buffer (pH
7.2, 225 mM mannitol, 75 mM saccharose, 10 mM Ta@dgHO.1 mM EDTA). The
homogenate was centrifuged for 10 minutes at 6§@md 4°C, and the resulting supernatant
fraction was adjusted to a 1 mg/mL protein conadiun.

For the assay of complex | (NADH ubiquinone oxidhretase) activity, each sample (40 ug
protein) was incubated with 100 uM decylubiquinob@,mM sodium phosphate (pH 7.5),
and 3.75 mg/mL BSA. The reaction was triggered withtD uM NADH. The NADH
reduction rate was measured during 2 minutes, avithwithout rotenone, in order to subtract
the non-specific rotenone activity.

For the assay of complex IV (cytochrome C oxidass)vity, each sample (10 pg protein)
was added to 50 mM potassium phosphate (pH 7).réaetion was triggered with 80 uM
cytochrome C. The cytochrome C oxidation rate waasured during 2 minutes.

All the results are expressed as nM/min/mg profeiean £ SEM).

Lactate dosage

For lactate level measurements, mice were sadlifiigecervical dislocation and their blood
immediately collected through trans-cardiac puretiach sample (500 pL) was analysed
through spectroscopy magnetic resonance imaging.résults are expressed as mM (mean *
SEM). CSF collection is not routinely performedtive mouse and was not performed in this

study.

Basal ganglia lesions evaluation
We evaluated the basal ganglia lesions through DAT and DA. These markers constitute
early and reliable indicators of the functionaksdttion secondary to the energetic impairment

observed after MPTP intoxication (Cleren, 2008; Elda, 2006).
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1) Dopamine transporter autoradiographic studies
For dopamine transporter (DAT) autoradiographiescemwere sacrificed by cervical
dislocation 7 days after MPTP intoxication. Theitsawere rapidly removed and frozen in
isopentane (-35°C). Twenty-micron coronal sectiorese cut with a cryostat microtome
(Reichert-Jung Cryocut CM3000 Leica, France), ctdd on gelatine-coated slides, and
stored at -80°C.
For binding studies, 3 sections per animal werabated for 90 minutes at RT with a pH 7.4
phosphate buffer (100 mM N4PQ,, 137 mM NacCl, 2.7 mM KCI, 1.76 mM KiPQ,, 0.32
M sucrose) containing the radio ligand[PE2I (100 pM) as previously described (Chalon
et al, 1999). Non-specific binding was assesseddjacent sections with the same buffer
containing 1 uM cocaine (Cooper, France) and satedafrom total binding to yield specific
binding in each sample. After rinsing and dryirftg sections were exposed to sensitive films
(Biomax MR, Kodak, France) with standard radioaetscales*t-microscales, Amersham
Bioscience AB, UK) for 1 day. The films were anaygzthrough an image analyzer
(Betavision, Biospace Instruments, France) aftezntifying the substantia nigra pars
compacta (SNpc) and striatum areas. The absorbaistetned was converted into apparent
tissue ligand concentrations using the radioacttemdards and the specific activity of the
radioligand (74 TBg/mM). The intensity of*fIJPE2I binding was expressed in nCi/mg (1

nCi = 37 Bq) of tissue equivalent (mean + SD).

2) Tyrosine hydroxylase immunostaining
For tyrosine hydroxylasgTH) immunostaining, the mice were sacrificed by vl
dislocation 7 days after MPTP intoxication. The ibsawere removed, post-fixed in 4%
paraformaldehyde (3 days, RT), embedded in paraftihinto serial coronal sections (16 pum)

and coated onto Super Frost slides (VWR, Batavi2A)J
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After paraffin removal and rehydration, the secsiovere heated in a microwave oven (for 1
minute at 750 W and then for 9 minutes at 300 WJ eooled at RT during 15 minutes.
Endogenous peroxidases were blocked with hydrogeoxmle. Slides were first incubated
with a rabbit polyclonal anti-TH antibody (Pel Fzege USA) diluted at 1:500 for 3 hours at
RT, then with a biotinylated goat anti rabbit foh&ur at RT, and last with an avidin-biotin
complex (Vector Laboratory, Burlingame, USA) for &tinutes at RT. The staining was
revealed with diamino benzidine (Sigma, France) %ominutes. Control staining was
performed by omitting the primary antibody. Theiomtensity was expressed as mean = SD
in arbitrary unit (AU). Dopaminergic neurons wernted on four sections per animal with
an optical microscope (x20; Leica, France) couptedan image analyzer (Histolab,
Microvision Instruments, France). The neurons weseanted in the SNpc, excluding the
ventral tegmental area, according to the Paxinaos\Vdatson atlas (Plate 56, interaural 0.72
mm, bregma -3.08 mm) (Paxinos and Franklin, 2003)e number of TH neurons is

expressed as the total number of neurons * SD.

3) Dopamine (DA) content measurement
The two striata dissected from the same animal wended and sonicated with 750 pL ice-
cold (0.12 M perchloric acid, 0.1 mM EDTA, 0.5 mMad$,0s). The homogenate was
centrifuged for 20 minutes at 16 000gx(at 4 °C). The supernatant fraction (25 pL) was
injected onto a Beckman System Gold Carat HPLC KBem-Coulter, Fullerton, Calif). The
biogenic amines were separated on an ultrasphemepair, C18 reverse phase analytical
column (LC-22C, BAS, West Lafayette, USA). Elecetettion was performed at +0.74 V,
using an electrochemical detector (Concorde, Wakeesce). The mobile phase contained 20
mM citric acid, 10 mM NgHPQ,, 3.25 mM heptane sulfonic acid, 3 mM octane sudf@cid,

0.1 mM EDTA, 2 Mm KCI, 0.2 % diethylamine, 0.6 %qsphoric acid, 7 % acetonitrile, 3 %
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methanol. In each sample, total proteins were exetliin the pellet with spectrophotometry
using the Bradford assay (Bradford et al, 1976} Tdsults are expressed as mean = SD in

nM DA per mg protein.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed with the Mannihéy test for monoamine quantification,

DAT autoradiographic studies, and TH immunohistociséry and with a Student t-test for

mitochondrial complex activity assays and plasnale level measurements. Statistical

significance was considered for p < 0.05.

RESULTS

In vivo complex | and IV activity

Complex | and complex IV activities were evaluaiadthe striatum of both control and
MPTP-treated mice through spectrophotometry. Cornpleactivity was significantly
decreased (p= 0.018) in the MPTP group (50.1253% BM/min/mg protein) compared with
the control group (70.25 £ 3.08 nM/min/mg proteiim)comparison, complex IV activity was
not modified in the MPTP group (809 = 70 nM/min/mpigptein) compared with the control

group (725 + 160 nM/min/mg protein). Results fomgaex | activity are shown in Figure 1.

Plasma lactate level measurements
MPTP intoxication induced a significant rise in i@ lactate levels in the mice. The mean
plasma lactate levels were 10.9 + 1.13 mM/L in ¢batrol group and 14.76 £ 1.3 mM/L in

the MPTP group (p = 0.023). These results are showigure 2.
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Basal ganglia lesions evaluation

The basal ganglia alterations were evaluated thr@ugpecific markers in the striatum and
the SN: DAT, TH, and DA.

The DAT density in the striatum, evaluated with #pecific radio-labelled ligand¥1JPE2I,
significantly decreased to 7.23 £ 1.01 nCi/mg iea WPTP group compared with 14.11 + 1.51
nCi/mg in the control group (p = 0.008). Such radurcin the striatum was not found in the
SNpc (control group: 1.86 = 0.31 nCi/mg; MPTP groB89 £ 0.26 nCi/mg). These results
are shown in Figure 3.

The TH immunoreactivity was analyzed by optical lgnmeasurement in the striatum and
the SNpc, and subsequently confirmed in the SNpcdomyting dopaminergic neurons. In the
striatum, TH immunoreactivity was significantly texed in the MPTP group (91 + 21 AU)
compared with the control group (164 + 42 AU) (p6db).

TH immunostaining in the SNpc was statisticallyfeliént between the MPTP group (68 + 16
AU) and the control group (112 = 20 AU, p= 0.00B)e neuron count in the SNpc confirmed
the optical density measurements: the number op@sitive neurons in the MPTP group (26
+ 3) was significantly lower than in the controlbgp (65 + 9, p= 0.005). These results are
shown in Figure 4.

We finally evaluated the DA content in the striatuUdPTP intoxication caused a significant
reduction in striatal DA content, (MPTP-intoxicatedce: 12.09 + 2.2 nM/mg protein; control

mice: 20.69 £ 4.5 nM/mg protein; p < 0.01).

DISCUSSION
This study aimed at showing that the MPTP modelanng mice provides a valuable
paradigm to mimic the energy failure which occurd. 8. In order to demonstrate that MPTP

triggers a basal ganglia degeneration corresponthag observed in LS, we evaluated
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complex | inhibition and lactate levels in MPTPdricated young mice to confirm the
mitochondrial origin of the pathogenesis obserwe. also evaluated the mice nigro-striatal

network through 3 specific and validated dopamimengarkers: TH, DAT, and striatal DA.

LS usually arises from a mitochondrial respiratohain complex mutation, most frequently
on complex | and IV (Malfatti et al, 2007, Lebonadf 2007). We first verified that MPTP
inhibits the mitochondrial complex | in the brain. the present study, MPTP intoxication
significantly reduced mitochondrial complex | adivoy 28.7% in the mice striatum. To our
knowledge, this result obtained through spectrometry is original because a complex |
inhibition following MPTP intoxication has alreadyen showrnn vitro (Cleeter et al, 2001,
Hoglinger et al, 2003) but never vivo after a systemic MPTP administration.

MPTP inhibits complex | through a series of keypsteMPTP is converted into N-methyl-4-
phenylpyridinium (MPP+) by monoamine oxidase B (MAYin the substantia nigra and is
accumulated in dopaminergic neurons via the dopaireoptake system. MPP+ further
accumulates in mitochondria by passive diffusionuphy et al, 1995) and binds to the
complex | rotenone/piericidin-binding sites (Glustkal, 1994).

We then verified that the energy failure inducetigh mitochondrial complex I inhibition is
responsible for a striato-nigral degeneration, laseoved in LS. An increase in lactate levels
in blood and/or CSF is frequently found in LS (Boktal, 2006). In the present study, the
plasmatic lactate concentration was significantigvated (by 35%) in the MPTP group
compared with the control group. We did not evaulaictate levels in the CSF, as CSF
collection is not routinely achieved in the mouse.

The elevation in plasma lactate concentration afesem the present study is in accordance
with the literature: Vyas et al first showed a risdactate levels following MPTP intoxication

in vitro using isolated mitochondrial preparations (Vyasletl986). Since then, seveial
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vivo studies have confirmed this elevation in the Radliema et al, 1994; Petzer et al, 2000).
Dynamicin vivoimaging studies have also recently proven a ladeatel elevation following
MPTP intoxication in primates, cats, and mice (BneWet al, 1998, Podell et al, 2003, Koga
et al, 2006). This increase is also seen in anatti@chondrial complex | inhibition model
generated through rotenone intoxication (Hirataalet2005, Leng et al, 2003). A similar
lactate elevation can be elicited through magneggpnance spectroscopy in LS patients
(Krageloh-Mann et al, 1993). Therefore, mitochoaldrcomplex 1 inhibition following
systemic MPTP administration seems to reproducenide biochemical alterations observed

in LS.

Complex | activity measurement and plasma lacetellmeasurements showed that MPTP
specifically inhibits mitochondrial respiratory ¢hacomplex I, and that this can be detected
using peripheral markers. Because diagnostic @itlar LS also include basal ganglia
degeneration (Bernier et al, 2002), we evaluatednilyro-striatal network through specific
dopaminergic markers (TH, DAT, and DA content) ider to determine whether MPTP
induces a functional deterioration comparable &b dibserved in LS.

We confirmed the striato-nigral network degeneratiorough DAT evaluation. DAT is the
specific DA transporter located on the neuronstgtridendrites. DAT specifically recaptures
80% of DA from the synaptic cleft into the dendsi@nd therefore reflects the morphological
nerve endings integrity and the striatal dopamiiceastivity. We showed a 49% DAT
decrease (p = 0.008) in the striatum. Two studss® ldescribed a comparable DAT reduction
in this model (42% and 43%, respectively) (Himetal £2006; Petzinger et al, 2007).

We also showed a statistically significant decregas&H immunoreactivity in the striatum
(45% decrease, p = 0.005). This result is in acwed with that from two other groups who

respectively showed a 42% and a 44% decrease inmirkunoreactivity in the striatum
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(Hamill et al, 2007; Oida et al, 2006). Concernthg dopaminergic neuron counts in the
SNpc, our results indicate a 60% (significant) dase following MPTP treatment also
consistent with the literature which shows redudiocn dopaminergic cell bodies in the SNpc
after MPTP intoxication ranging from 58% to 71%spectively (Liang et al, 2007; Geng et
al, 2007).

Finally, we measured the striatal DA content to eass the functional effect on

neurotransmission. We found a 42% decrease irtadtileh content. This result is consistent
with that found by others in this model (Oida et24106; Hamill et al, 2007).

Since striatal DAT, TH, and DA content reflect thendrites density and the network activity,
these results altogether demonstrate that MPTP ifepdly induces basal ganglia

degeneration.

As others, we have previously shown an increaskdeath in the basal ganglia in this model
(Turmel et al, 2001; Lagrue et al, 2007). Thesealtesre corroborated by tle vivoimaging
studies of the MPTP toxicity through MRI and difius tensor imaging techniques. Basal
ganglia degeneratiom vivo was first demonstrated by Miletich et al in 1994a primate
model: unilateral intracarotid injection of MPTPusad MRI changes along with clinical
signs, consisting in hyperintensity on T2-weightedges and hypointensity on T1-weighted
images of the ipsilateral caudate and putamen {idhiest al, 1994). Zhang et al showed later
that not only these structures, but also the rbglabus pallidus were affected by MPTP
(Zhang et al, 1999). Podell et al demonstratedcanvalent hyperintensity on T2-weighted
images in the striatum of cats intoxicated with NFP(Podell et al, 2003). Recently, Boska et
al confirmed the SN degeneration in MPTP-intoxidateice using quantitative diffusion

tensor imaging (Boska et al, 2007).

54



However some limitations of this model should belioed: MPTP-treated mice do not
exhibit neurological symptoms exactly comparablethose seen in LS. To date, MPTP
intoxication in rodents only elicits exploratory Haiour deficits which can be evaluated
through open field tests (Crocker et al, 2003). theo limitation relies on the fact that the
MPTP mouse model requires MAO-B expression to gereviPP+, the active MPTP toxic
form. Therefore MPTP can only be used from 10 ges natal when cerebral MAO-B level
becomes sufficient. This has been studied by ot(teasira et al, 1994) and verified by us

(data not shown).

Lastly, the MPTP mouse model can be compared ter atfeans of mitochondrial inhibition:

concerning molecular genetic approaches, thesanitpeds require a complex procedure of
selective mutations (Wallace, 2007). Regarding chibmdrial toxins, comparable acute
rotenone intoxication provides a milder energetiess. (Schmidt et al, 2006). Therefore we
believe that MPTP appears to provide the mostgiitimrward strategy to generate a reliable

LS model.

Accumulating evidence suggests that the basal gaagt vulnerable structures of the brain
and that such vulnerability may arise from an eegcgimpairment secondary to

mitochondrial dysfunction. In this study, we shovtbat the MPTP model mimics the main
biochemical and pathological features of LS.

Promising neuroprotective therapies for mitochaaiddiseases in the future might include
anti-convulsant (Lagrue et al, 2007), anti-apoptatDietz et al, 2008), anti-glutamate
(Wallace et al, 2007), anti-oxidants (Watanabel,e2@08) and mitochondrial cofactors such

as coenzyme Q10 (Cleren et al, 2008).
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ABBREVIATIONS

AU: arbitrary unit

BSA: bovine serum albumin

CSF: cerebrospinal fluid

DA: dopamine

DAT: dopamine transporter

ip: intraperitoneal

LS: Leigh syndrome

MAO-B: monoamine oxidase B

MPP+: N-methyl-4-phenylpyridinium
MPTP: 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine
MRI: magnetic resonance imaging

MRS: magnetic resonance spectroscopy
PET: positron emission tomography

RT: room temperature

SNpc: substantia nigra pars compacta
TH: tyrosine hydroxylase

VS versus
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: Mitochondrial complex | activity assay.

Each bar represents the mitochondrial complex iViactin the striatum of n = 6 mice per
group (control group and MPTP group). The two &rilsom the same animal were pooled.
The NADH reduction rate was measured during thst f& minutes and the non-specific
rotenone-independent activity was subtracted. Resare expressed as mean + SEM in
nM/min/mg protein. Complex | activity is significiy decreased (p= 0.018) in the MPTP
group (50.125 + 5.31) compared with the controugr670.25 + 3.08) (* p <0.05).

Figure 2: Plasma lactate level measurement dosage.

Lactate levels were evaluated by spectroscopy ntiggresonance imaging in MPTP-treated
and control mice. Each bar represents the meanM &t = 6 mice per group. Lactate levels
were significantly higher (p = 0.023) in the MPTi@gp (14.76 + 1.3 mM/L) compared with
the control group (10.9 £ 1.13 mM/L) (*p <0.05).

Figure 3: DAT density.

DAT density was evaluated through autoradiograpiggithe specific radioligand?f1]PE2I.
Representative striatum autoradiographies fromroband MPTP-treated mice are shown (n
= 6 per group). Each bar represents the mean Hf$IA® density in the striatum. Results are
expressed in nCi/mg. DAT density was significar{tly = 0.008) lower in the MPTP-treated
mice compared with control mice (7.23 + 1.01 nCimsdl4.11 £ 1.51 nCi/mg, respectively).
Figure 4: TH immunohistochemistry and neuron countsn the SNpc.

TH-positive neurons were counted bilaterally in 8¢pc (representative photograph shown)
excluding the ventral tegmental area on 4 adjasentions per animal (n = 6 per group).
Results are expressed as the mean total numbe&uadms + SD. The number of TH-positive
neurons was significantly lower (** p = 0.005) inFMIP-treated mice compared with control

mice ((26 £ 3 neurons vs. 65 = 9 neurons, respagjiv
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2. Article 2: Lamotrigine is neuroprotective in the energy deficy

model of MPTP intoxicated mice.
Nous avons souhaité apres validation du modele Mé&R&2 la souris évaluer le potentiel
neuroprotecteur de différentes molécules. Les efagharmaceutiqgues déja testées dans ce
modéle dans le cadre de recherches sur la maladiPadkinson ont été nombreuses et
diverses : agonistes dopaminergiques (Schapir&?)2@@ti radicaux libres (Matthews et al,
1999), cestrogenes (Ramirez et al, 2003), neurdatreph(Zeng et al, 2006), anti
glutamatergiques (Lange et Riederer, 1994), moeutaténergétiques (Cleren et al, 2008),
anti inflammatoires (Soliman et al, 2009). Nous r@/oémis I'hypothése que les
antiépileptiques pourraient présenter un potengekroprotecteur en raison de leurs propriétés
pharmacologiques particulieres. Les antiépilepsquant en effet des propriétés anti
glutamatergiques, pro GABAergiques et inhibent daarsains cas les canaux ioniques ATP-
dépendants. Nous avons priviléegié des moléculesodes d’actions pléiotropes et par
conséquent susceptibles d’agir sur les différent@es pathologiques d’excitotoxicité, de
peroxydation lipidique et de dérégulation calciqueses en jeu apres intoxication par le
MPTP. Les antiépileptiques nous ont par ailleutergssés en raison de leur profil de
tolérance tres favorable chez I'enfant, y compgs jeune.
Nous avons choisi de tester le valproate de sodientppiramate et la lamotrigine. Le
topiramate n’avait jamais été testé dans le modMRIP, mais avait prouvé un effet
neuroprotecteur apres intoxication a l'iboténatéadfio et al, 2005), dans I'état de mal
convulsif induit par le lithium-pilocarpine (Cha al, 2002) ou bien encore I'hypoxie-
ischémie (Yang et al, 1998). La lamotrigine avaitigd a elle démontrée un effet protecteur
dans des modéles d’hypoxie ischémie (Crumrine, et97 ; Shuaib et al, 1995). Nous avons

enfin retenu le valproate de sodium comme contrétgatif (Melamed et al, 1986).
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Nous avons évalué le potentiel effet neuroprotealewces trois molécules par les techniques
d’évaluation du réseau nigro-strié antérieuremeddrites : immunohistochimie anti TH,
marquage autoradiographique du DAT, dosage dedardme et des ses dérivés par HPLC.
Cette étude ne nous a pas permis de prouver umeffieoprotecteur du topiramate dans notre
modele. Cette molécule a méme eu un effet déléarela population des neurones
dopaminergiques de la SN. La lamotrigine a au ainetprouvé un effet bénéfique.

Nous avons émis I'hypothése qu’une inhibition ddfdtielle des canaux ioniques ATP-
dépendants pourrait étre a l'origine de ces résultaa lamotrigine inhibe en effet un large
spectre de canaux ioniques (canaux sodiques, cgmdassiques, canaux calciques de type L,
N, P/Q et R) tandis que le topiramate n’inhibe kpsecanaux sodiques et les canaux calciques
de type L et stimule les canaux potassiques etdaaux calciques de type N, P/Q et R. Le
topiramate augmenterait par ailleurs la libérati@nradicaux libres par les astrocytes ce qui
pourrait majorer le stress oxydatif post MPTP (Pevet Cardile, 2003).

La lamotrigine semble constituer une molécule & potentiel de neuroprotection. Un effet
protecteur a également été prouvé dans d’autreglesd’intoxication mitochondriale par le
3-NP (Lee et al, 2000) et le malonate (Connop ,e1297). Cette molécule est également en
phase de test clinique chez 'homme dans le caglia sclérose en plaques (Kapoor, 2008).
Au total, ce travail a permis de caractériser effieuroprotecteur de la lamotrigine dans le
modele de dégénérescence du réseau nigro-strittpaication au MPTP chez la souris.
Nous continuons actuellement ce travail dans ledeupréciser les mécanismes par lesquels
cette neuroprotection s’exerce (dosage du complexteévaluation du stress oxydatif par
exemple). Nous envisageons par ailleurs de déternsincet effet neuroprotecteur est stable
dans le temps par des études in vivo par tomogeaphr émission de positons. Nous

envisageons enfin de tester la lamotrigine dansddéle MPTP chez le primate.
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ABETRACT: The L-methyld-phaayl-l 2,2 Setrhydropydine
(MFTF) inhibde ik miinchondrinlcomples | of ihe respramry chain
Thiv pesulis in ATF ard lon omeowasi deurbmces, which kad io
selectve death of the subdonba nigra dopamingdgic n2uroos. Well
known m o Paklmon's dis2ase model, the MPTP animel model also
provides @ poienlial prsdam of the gy Jehckacis found in
chilhcod. In ihese condiliom., anlcomvolans may provide nsum-
proEclion by Umiling celinlar 2osrgy consumpdon e ceied val-
proote, iopiramae and lnmoirgio2 in e MPTP mous: model
Dopamine imupens (DAT) demity wn maesned By quonlimtive
mmcmdiogmphy, Cyrosine hydroxglaze (TH) was @valuzisd by immu-
aohrochzmisiry sod dopamice (D) level by HPLO-ED whera
asroml spopecsis wie monkored (lwoigh pcive capaee-3. Erpecl-
ediy, the DAT deroicy, TH imamunor2aoe & n2uroos and DA Conienl
' ih2 MFTF goup wers respecdvely redoced 0o 51%, 0% and 265%
e coniml wnimals, Unlike valproote and topiramote, lamoirigfne
provided o significant seumrolecdnn agalnsl MPTP 0 malmuning
these levals ot 9%, 4% and SEE mapechively and reducing the
Wdnced apopiove. Akogather, the dim mdicae il lamoiripne
Imie dopaminenzic neuroodl Jeaih in the wbsianiia nlgra wd pro-
mol2s sifoal dendriizs sprouling Lamoripne, o widely ussd and
walltolerated medecule in pouwg patiznis, could p2prewent o vakakle
sdjvant gy in variow enrgy deficizncy condiione dixing
chidhood. Padialr Res 620 1-X 2007

E'l.'iden-:ﬂ from degereracive and meisbolic encephalopa-
thies snydiza indicate that the striatum and the substanria
migra (3N} aps wulrerable structurss in the brain, especially
danng pre and posinatal brain dew=lopment (1,2, A& parial or
total destruction of this sriate-nigral dopaminergic nersork is
frund in several condilions ccoxring in childhood such as
iron o copper metaholism ahnormalities (13, organic acidanas
£3, urza cycle disorders, warious mitcchondrial ensrgy pro-
ductian daficiencies (1,4}, ot hypoxis-ischemia (25}, All theas
conditicns witnzss the volnerability of this paticular desp
oxlei nerwork irvolved in multple malor, sersory and cog-
mitive functions,

Thes= hasal ganglia share a common susceptibilily o ensr-
getic strass (6.7), which can be stodied sxperimentally using
mitnchondrial iphibitors (), Once converied ioko MPE =, the
neurstonin  |-methyl-d-phenyl-1, 2,3 S-ecraby drapyridine
(}PTF} ichibits te mitechondrial =lsciron tansport duain ai
camplex | {NATH-ubiquinons cxidareductass) resuliicg in
decezazed oxygen consumption and ATE predoction mod jon
hommecatasis dishxbances which, tegedher, l2ad o oeuronal
cell death (9}, This towin deplet=s dopaminsrgic nenrons in the
SN and capsss meuronal degeneration of the migrosiriaial
pattrwar in animals and humans (93,

Several npewoprolection siudies were performed in this
MFTP monse mods] using: energy spanng dnags; fres mdicals
scovengers; anfi-ghXamabergic drugs;: ami-apopiodic maole-
cules and neurorrophines (10-120

Anricorvalsams share seweral cell protective propemiss
such as ATP-depsodent ion chanpel inhibition, glutamaie
release inhibition and GABA relzase srimulation. We chose
iesl io the MFTP mouse model, anticonvulaanes that operaie
on a lorge numkeraf the pathologic waws described sbove and
which might spare energy through ion dmnnels ichibition.
ATFP depemident ion chaorels iohibition may indesd protec
neurcns as it adapts the cellular metabolism to e limited
ATP awailahility during the energelic distr=sa (133, Moreover,
current anticommaliants camy now a rsasonable rolsrance pro-
file in bamans even in young children. Therefore, anticamul-
sants provide good candidstes for ceuroprotection assays es-
pecially in energy siress conditions in childhood.

Among tham, we t2stad topiramate ITOF, walproaes (VPA)
and lamoirigine (LMT), sach of which mcapiiulaies these
propertiss [ 1d -16). MNone of these dnags activite oytochrome
P43 or moncamine oxidize B thai ioterfer=s with MPP+
metabolism thersby reducing MPTP exicity (92, TOP his
never bezn iesied io the MPTP mice model. This r=lativehy
new anticonvilsant exhibits aeuropropsctive properies, which
were reparisd in oiher condilions such as sinius epilepticus

R wed Ocicher ZF, 2004 Slarch 1, I00.
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Abbrevistione: ATF, depeadses culemmn chaneel A00C; AL srbnery aeai;
DA, dopurice; AT, doparire: cmasponer; LMT, aorongoe: MPTF,
1-rmesbryld-pharey] 1,135 ssrabrpdropymidies: T, pmm o wnpanune; 5N,
wkataryia migr; Slip, sobsosin gigre pas compasix TEL epreaime bpdio.-
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and hypoxis-ischemia (17,185 WA, lesied by Melamed erail,
did net show significant neoroprocection (193, In conirasi,
LMT could hawve peuroproteciive propertiss when mvsocinbsd
to MPTP admimisration (20, However, the mechanism by
which LMT prowides this effect remaire poorly understood.

In the present siudy, we examined, throogh fyrosine be-
droaylase (TH) and dopamine transporter |DAT, b apecific
dopaminsrgic marksrs, and the neuroprotective properies of
WPA, TOP and LMT oo MPTP-induced neurstoxicicy in mice.,
As LMT showed marked neurnprolective properties in this
mdel, we subsequenily focused on this well iolerated anti-
convulsant to clarify iis mechanisms of action using apoptosis
anid dopamine (W) conteoe analysis.

MATERIALS AND METHODS

Amerale Al experinme wew priomed oo cotagnecas ke C5
EENGF) mia (5 wk oH, srerge waighs: 19 = [ g, CERL Frme) in
scrordssce wirh e Eoropena Conmmey Commrosios poideboea P30
EEC]. The mice wam bpt usder contrelbed conditions 2o w11 b ligha'derk
cyde wih Food and wwier oo fibeam. Siocs moiow levels of mosoomics
oxidase B are requicad 1o coeven: MPTP o i scdve boic foen MPP-,
yeanger mimeh wene ok used i b proee: sod

A wivonennraw frcaimewin. Free I in = b per i wETe SOEMI-
eexeed for DT 2ad TH windy: contrsl Graling: poz. and i.p\.f;u;:”’ {Gaahise pa,
- METP ip 3 WPA-MPTP (VPA po. - MPTP i.E.'-. TOP-METP {TOP po. -
MPTPip.)acd LMT-MFTF EHF:JI. - MLFTP Lp.]. Each group s rested
with the comeapooding. axticonvalansl pwice s day pa fremiday L iDL wday
7 070, The cusubsive doss was 100 mplee’d fzc VPA IEliplLiu..Euﬁ-
ynthalsbo, Fracew) aod TOF [Epi y Jame-Cileg, Fraeead acd 41
mp'kadl for 1T (Lemiaed®, GloveSmehKliar, Fresce). Each sooconvol-
anxi wma dissheed 1 oanhee in obiin & fBesl 200 UL vohes =f orad
sdmnuirehce. Each mice wa wemheed d.lil;,l.

HFTF rwianwakaw. Tha mice wem izioncmad sith 4 sdrinniratiom of
MPTP (125 mglkgli.p. st 1 b iniervals on 05, MPTP (Sigma Chemizal Co.
Francel win diselved n 059 sediom chiondae i o Enel ccacenirstion of 15
mp'ml. (102 gl igectionle mene body weighi), Tha coniml mice zaly
received iehine.

AT e pvadie. The mics were Bilked by coracal dilocs-
umn Td elier micamiog (L., 3 4 afigrthe esd of the aoticoormil st
tremirmemi ). The boen were r.T'd':r'ﬂ'l'ﬂ-‘ﬂ.ﬂ. freoan (=3 CL sshsquecdly
o mn 20 pm corcosd secion (Reichan-loag Cryoos CMMEC Leice
Fracce) aoed wooeed mi —307C,

For bisding sindien, 3 secinawicimal wre ioosbeied for T min gl mom
rempeesnee (0T 10w Eatfer coainizing e o S s M
previcwly deseribed (115 Seropeeific biedng o smewd on s
sectmras with the sz boffer coomining | UM cocsin | . France) and
ssberszicd from o Bieding i Ll-f spesific Meding. r rizdog eed
drisg. the secion wem l::r:l-d).rn seenative Slma (liomax ME,
Framse) with caelioxiive nezderd s P -mknmeales, Amerabam Hic-
scirnze AH, TE)L The almm = emalyeed b an @ soalymer
Dhwwrviicn, Hicspare i roroemi Frl.ln-::r'll lhiﬁil;n:f: ||:||:-n:l:lh

e competa. (5 Npc] arad strenm e, The sbscrhane ohesred was
:'I:E..“E:; i |:.lrll. ligard corcenirstion wih rdomecs ic nas-
durds pad speciic wciiviiy of de radichipesd {7 THommcl). The dnizasiy of
570 PE2] bediog wau opemmd i3 1oy of eops vt fuscr (e = 5101

Tyropme "l rrlll:—:llun'nlllg. '|.'|'::’|.rl:l.'m-|l usad wury from de
axrsa eximeh pndysed for DAT watcrdicgraphin. The shide wem thesead

E:Eud m Ak pardrnabddh e aced ik crdcpcoos jdwey wer
ked. Tha pr erdi Crabhsi p-:l:.l:l-:nﬂ Jn.i-'.ﬁ:t:lh:ly. Pd
Freere, USAL ]F?:l.' ih. RTL sezondary Bictinylaied saribody [post aniz
rabbit Lh, BT) sed the Avdio Bictis Complex O¥ecicr Badia-
pame. UEA, 30 mm, BT wem coamomivay incobsizd, The daming =w
revesled with dinnmcherndes Sigms Chamis Co, Fracce, 5 el bnier-
ol copirol ssning wan ametisg ihe primery s . Tha
opiic deans l:!.;!-lld BN TECEEN EBD‘:‘EI‘HI.I‘I.IF;I l:?l:ﬁL_E:.?:d tha
dopemineres: ruronn counis were avidused s e oopticel micemesp
tlace, Foascel bed i a3 snabyrer (Himlah, Micranion inin-
ments, Frme) oo 4 woncan'smi The agammas were coomed in da SNpe
emduding ke varersl mprenial wza. The cookar of TH positve cearco i
exprawsad un e doidd zarmher of peuroen = ED

DA cawtm i meraeeoeemnd. Boih snge diseced From the same eximed O3
areapa: costezl, MPTP, LMT-MPTF iz the sure condicis o sbeve: o= 3
per Em-l.’:l =T ed and homzgecized wih 730 ol oice-cold 0012 M

o sed (0LL oM EDTA, 0.5 ml Ma:5- 0,0 Afrerceninifagatiza [4°C,
E":I £ X, w frssion of the reaslieg wopemriesi = wgcied inic e
HALC device [Beckman- Couker, Fullerca, CAL The mogme: amine wem

oa an Ul re, kon Pur, C1E Bovarse Phooe esalytical coloms
ILC-1IC, BAS, W Lafwpain, USAL The clecirdemciicn. was parformed
wih o —074Y clemchemical deiocior (Coacorde ®aiers, Fruncell The
rokilr plone coctsizad X0 mM oice s 10 e NeHPO, 535 M
barprare wukonic mid; 3 oM oo wilfzoicsid O e EDTA, Zkn KO,
0.5 dimihrylurd e arad 0155 iphonic o, 7R acdinoanle, ¥4 meihaal.
Tha proszic frem sach u'q:r:m weskasted on the peler =ub specropho-
iemairy scarsdisg iz Hradford (227, The revaks s o xpressd o peem = 40
i ozl Didimg proiein

Actirs compare 5w rwm ot . For sctivvr zm 3 aiwmnn, e mice
IZ groapu: conircd, MFTF, |_'l|'|.'-;|?|.'|’i|:|:|:l.nm Eii:uln:l!hru;ﬂ -
!lE: groapl ware killed by cordcel didicatics 7.d after MPTF inizaicuica.
The breins were emcved,  postfiaed i 4% ambedded in
parain sod cob e T8 pim seriad comoad exctico. Aher depermbaizstion md

reimn, the sxticm were hagied ™ o8 microwsve oven (TR 1 o,

' 3 min] aod cocled ot BT, Afer ssorstion with goai scrum, the pri
extiecdy tnbhe pokychnel CMI sotibady, Tedooyicomenza, TEA, I...;.:'I:
cvarnighi, :_u"l:.l,d:-.ua-:l.d?nlhml hidioeylvicd rabbs anh moass 1eid
1%, Eelb: ion, D54, 45 mn, Fér]"- udu::-hl svedie Hicin Com
Vazor Lmﬂnlilpu. USA, 43 mm, RTT sare comssoutively
incshutad e the swrning revesked with disnincbzazidics (figres Cherical
Co., France, 50 min). lnteral conirsd visining wu pediomsed by omitiag e
primary wsikody. The cnpme-3 posinive :lfl'l. s counied i the sinpum
ead the rewdin were e 1ed 0. rearen :E-EM.Thil-ll:_p-l'in'lu'llu perizmed
oo ponael, MPTE asd mice 1ecoos uses K secocawirimad.

Snmimticall amatpne Do were F!:-lp-l-:l.i'n&:f collecizd aod paalymad with
e Winks wfrwsre [Teaasch, USAL Sisincad cpsificascs »wu o valuzied
with the sonparersein: M- Whimey v Jor aoopared valsey from wmall
Eroups. Sintotical signiBencs s coroidered Forp < LS,

RESULTS

MPTF and amtivon rmlsamd dremtment tedersece. Frelimi-
nary =Eperiments were performed io monitor the impact of
=ach anticonvulsart on mice growth and survival. Each of the
4 groups { MPTF, VPA-MPTFE, TOP-MFTF and LMT-MFTFI
wan campared with te congol groop. During the ohservatan
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pericd, all the animals sorvived and the MPTP-induced iron-
sisnt weight lows at day 4 did not sipnibcanily affect the fimal
animal w=ight as showm in Figuee | (MPTE: 2075 = 042 g
WA 23 = Q6T g TOR 21.45 = 052 g LMT: 204 =
0.3 g The brain mean weight was 04 = 0.02 g in all groups.
To walidare the reprodocibilicy of the anticormalsant aral
adminisration procedurs, we deiermined residoal senam YE&
concereraciaon thak, unliks LT and TOF, & available oo a
routine hsis (concentration 12 b after the last admimsiration,
5daof treatment, # = 5 animaksy. The mean cancentralion was
124 = 0,85 mg/L.

Effect of VPA, TOP amd LT on [PAT dewsitp. Fipre 24
shows representative strisnim auioradiographies of each mic=
gonp with an appsrent normal DAT densiry in the LMT.
MPTF group. The DAT level, evaluaisd with the specific
radic-labeled ligond ["“TPE2 T eached 7.23 = 101 nlifmg in
the MFTP-intoxicaied mice compared with 1411 = 151
oli'mg in the contral groop (p = 0L002). This significant
reductica found in the striabam is shown on Figues 28, VEA
(764 = 267 nCifmg) and TOP (B.06 = 154 nCifmg) did not
maodify the DAT density verrus the MPTP-inioxicalsd mice.
In conmrast, the DAT level in the LMT-MPTF groop (1356 =
1.4 oCifmg) was companable 1o the contral group but satis-
tically higher than io the MPTP iotoxicatsd mice (p = 0000
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Figurs 1. DAT deexiey & cominl and MPTE incxknied mice groups com-
pared wih the astcosvolsssi brested grogu G = 8 in esch groupl [
Eepresrestve stmiun spersliographion =f exch mic gronp showing &
mucrmcopically spperei pressrvtcs of ik buel level @0 the LMT-MPTF
Eroop. Intemiingy, beib exemsl sopenor pelm of ke onies o e LMT-
MPTP group cahibe the highesi sigeal mmsasy i in dhe bual phypiiclogc
paeterrs Seade bar = 200 pm Mews vaboes = S0 are expreced i aClimg in
du ainistam (£} wad the 34 (0], Notwwronby, DAT deasity in mdeced in du
MPTP greap (*a oo (0L wr contesd level) aed spparceily nomral in de
LMT-MFTF group [* 52 oo 501 12 MPIP kevali.

#As shown in Figuee 20, de DAT sxpression was oot
significantly reduced in the 3%pe of MPTP.inboxicated mice
(1.8 = 026 oCi'mg) compared with cootrol mice (1.6 =
0.31 nCi'mgi.

Effect af ¥4, TiAP ansd LHT on TH mmmsoreacingy.
Th+ TH immunareactivity was analvzed by oplic -:l:nlu'l.
measurement in the srianim and e SNpe and saubssquenthy
confirmed in the SNpc by dopaminsrgic nauwons count.

In the smiamm, e TH immunoe=activine =as significanchy
radiaced inthe MPTE group (21 = 21 AL versus the conerol
group (164 = 43 AU p = 0005, Compored with the MPTF
group, this reduction was significanitly blacked by the LMT
irzatment (140 = 34 AU p = OOCSE]), but not by VP& (795
= 3 AUl or TOP 177 = 12 ALT) as showm in F1,gu.r=3.1

The TH immunostaining in e SNpc was sutistically dif-
fzrznt betwe=en the MPTP intoxicated mice (63 = 16 AL and
the conirol animals ¢ 112 = 200 ALY, p = OUEDS). Tk remained o
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Figurs 1. Effecw nf ¥FA, TOF ead LHTrulhiﬂ'rimuminiul! i the
unsiam aed SN of CITHIE METP imicos: soad mics comparcd wiih conirsl
asimgh [e = &n ewch groopl. Exch histogrem represe s tha raes = 80
-:-F.l:d-:um:.llnhln'un.rnl.". udlnb:ﬂ"l-l'ﬁ"l.lnbnhm.m
immancressivily in dpeificendy redused: in (ke MPTP wevocicsted gromp
*p = Q00T v cusired groapl sad appercoaly prowcied i the 1LMT-MPTP
proup (*% 2 o 0L o MPTP groap in dwe atrigiem, §p = 0005 o MPTP
e in the B9 O Effecin of YPA, TOP acd LMT im he MPTP-incheced
dopemipenic <ell low. The sursber of TH pasitive reurceo s iipndfiz aathy
redued aitar MPTP meoecication §fp = 0008 w comem] greopl bot panially
preserved in by CMTMPTE proup 1*5z o 0001 v MPTF groap; e o 001
e cuzirsd Eeapl,
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4 LAGELUE ET AL

il lewel in the WP A and the TOP treaied mice (65 = 1AL
in hoth groups: and was still sigmificantly reduced veror
conrel mice (p = 00055 In contrast, the LMT treatment
providsd an apparert atsbility of the TH immuncreactivity
103 = 17 AL This lew| wus higher than the one messursd
in the MFTF groop ip = 0.5 The resolis ae shown in
Figure 18,

The nzurons count in the SNpc canfirmed the oplic density
memuremenis: the number of TH positive nearons in the MPTP
@oup (26 = T was significantly Jower than in te oonimal groop
(65 = 9 p = 00G]) It was comparable in the YFA-MPTF ol
TOP-MFTP goups versss the MFTP group (29 = Fand 23 £ 5
reurons respectivelys Eeeping lower than in the coniml groop
o = 05 In the LMT-MFPFTF groop, te number of TH
peositive peurons (48 = 5 was higher than in de MPTP group
in = Q). Thess r=udts oe shown in Figure 3C. (Fg. 4).

Effent of LHT on I04 canfemt. MPTP intoxicalion cans=d a
significant peduction in striztal DA content compared with
the controls (MPTF: 088 = 0.42 nmolimg prodein, oontral:
347 = 0.83 nmolimg procein, p = 0.0125, In de LMT-MPTP
group, the DA conceniration was intermediary batwsen the
MPTP-intoxicw=d and conool mice (193 = 054 nmaolmg
proteion, p = 00022 vera both MPTE and conitrals,

Effect of LMT ca MPTP iaduced apepiosis. MPTP-
induced apoproais wios investigated with acrivarsd caspass 3
immunostaining in the comrol, MPTP and LMT-MPTP
goups. Mo stwining was se2nin the conrol and the LMT-
MPTP groups, wher=as apoptosis was identifi=d in the MPTP
inioxicaisd mice (047 = 027 neorons, p = 0L.0002),

PISCUSSHIN

This stud ¥ aimed 1o characterize the potential paoroprotec-
tive affects of VPA, TOP aod LMT in the MPTP moues
model. MPTF inhibiis the mitochondria]l respiratory chain
comyplex 1 and thersfors provides, io sooe sxtent, a valuabls
toal o mimic the energy failae which occurs in various
childbond conditicns. The neuroprovective properties of theas

b 0 el and the S¥ps of @ cusird noas b mciice diesriag mpdar
oaurccsl TH mrusomsdviiy (] <0 sesle hae 200 g () 2030 seake
bar Ml gm0 Repreesaisiive misrophobcarsph ol sdive soaronad
empue-3 anemnoraxciiag fmn s MPTP ptoicsed mxe SNpe 06040,
scnhs bar: 10 el

anticonwulsanes were evaluaied trough de DAT depsity, the
TH and Caspase-3 immunoresctivities and the D comeni
within the nigre-striatal nemwork.

MPTF inducsd a =eight loss in all injoxicated groups, with
acompleie refrieval within 2 day. This might be caused by the
muhiple manipalations oo 53 or by a dirsci AFTP effect {231

In e MFTP.inioxicaisd mice siriaium, the DAT =xpres-
sion was reduced to 51% of the conirol lewels. & similar
diecrease was obssrved in ofher siudies using comparahle
methods (24,255, In conmirast, the DAT levels in the 5 of the
coniral and MPTF mice were oot stadistically differ=ni. Con.-
sequenily, the anliconvulsant reament impact on DAT den-
sity was ool ms=ssable in this area. This resali is consisi=ni
with previous smdi=s from oor laboratory and otbers (6,26
and probably melies on the suondicgraphies spatial resolu-
tion, which prevents discrsts svaluarion of small stnachores
such as dwe SHpo:

Through O0 measurement, we found a 45% TH immune-
reactivity decresss in the sirisium and o 40% decrems in the
SNpc of the MPTP imoxicaied mice. Our results ars consisien
withi the literanwe (270 reporling a 45% decrease in these
sxperimental condilions in mice. Dopaminergic neurons counl
in the SMpc showsd an even greater decreass (6049 respon-
sible for a residoal neorenal count in the MPTP group, which
represenis 0% of the conorol level. The fact that dwe TH
prajections decreass in the sidiatum is lower than the dopami-
nergic neuronal death in the SNpe might reflect a comperea-
tory TH cver-expression in the remaining dopamirergic reu-
rans through reactive sproucing. Such sprouting Follewing
METF has been already shown (28],

WPA enhances GABA rekwe, inhibils sodiam channels and
slahilizes cell membranes (150, o accordance with & previoos
report (199, WPA did not provide nsoroproiection in our shady.

TOP camies anti-ghtamatergic and pro-GAHA propermies,
it iphibity cakium and sodiom channels and it siabilizes
cyioplasmic membranes (14,163 This aoticomvulsant did ooi
show neuroproiedive effects in our sindy and even s=emed
delsizricus concerning TH immmnore activice. Morsover, as-
trocytes sxposed to TOP releasze higher reactive axygen
speciss 284 Thersfore, boibh TOP and MFTP can induce
oxidarive siress and this might explain the sbeenos of neoro-
protection in our xperimental conditicns. As far as we know,
these resules are criginal since TOF has never been izsted in
the MFTF mouse model.

LMT is a potem anti glutamatergic anticomvulsant with
calcium chaorels inhibilion properties. It also iphibie, sodivum
chanrels and stabilizes newranal plasmic membreamez. In this
soady, LMT provided o neuroprotective effect in the MPTP
moipe meedel. Tonsa-Humble has shesm that a siogle 40 mg
LMT dose, 2 b befors MPTE inlcxicalion, muaintains normal
DA siriaial Jevels (200, Cur resules, based on DAT, TH. DA
conlent and apoptosis analysis, canfirm the LMT neuaropro-
tective effect nsing complemeniary approaches which precise
iy made of action.

LMT provided oo apparent protection of DAT demwity in
MFTF mize. Thess resulis conld ke sxplained by a siriatal
sprouting of ihe dopaminergic dendrites wher= DAT is highly
expressed {290, Afier MPTF incoxicarion, o natunal sprouting
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coours and concerns 10% of the dendrites 26,305, Thus the
cear normal DAT [ewel (999 found in the LMT-MFTF mice
(veresr 51% in the MPTF group) iz probably relaied 1o che
anticormualsant treatmeent and not only sponcanecus. This resolt
suggeais chat LMT promotes dopaminergic meurnns sprouling
in the striamm following = pergelic siress,

The residoal dopaminergic n2urons counl. evalooted
throogh TH immunoesaciivity in the SMpc, was significanily
higher (74% of the confrol lewels) in the LMT-MPTF goup
thar in the MPTF group (40865, Previows stodiss hawe shown
the ahzencs of spontaneous dopaminergic NeUans FECOYEry or
recruitmeni afier ¥PTF lesion (360,31, Therefore, the present
resules indicaie that, nnder oor sxperimental condifions, LAT
significancly limited neoromal death in the SMpe. Oor scrive
caspmes ¥ smining soady shows that this profection might
cconr-through apopresis inhikition,

Almgether. these dats sagesst that LMT limite dopaminer-
gic meuronal death in the SNpo and promctes compamsatory
sproceing of the dendrites projections in the stristom.

In this madel, the DA content decreass exceeds the neuro-
mal loss du= 1o 3MFTP-induced TH nitration (32, Comversely,
such daia indicave thai TH phenotyps rescue doss not neoes.-
sarily imply an mctive DU syrthesis and, themefore, does not
represent a relisble neoroprotection marker. Thus, we also
analyzed DA preducrion following LMT treatment. DA con-
centration iz significantly higher in the LMT-MPTF group
(584% cof the contml lewels) than in the MPTP group (26% )
This demansirabes that LMT maintaing an active TH #nzyme
actiwity and not only a TH phenotype, which, thersby, con-
firms irs neuroprotective propery. LMT does not ini=ract with
monoamine oxidoss B (331 and oyiochrome P4A50 (34 Thus
itis unlibsly thar LT procscis against MPTP toxiciiy throogh
an increassd MPP+ catabalism (93,

Accarding 1o the working hyporhesis of oo sindy, several
advances in the anticomulsants mechanisme of action deserve
o be oulliced: YWFP#&, which does not prowide nswoproieciion
in experimental ensrgetic siress conditions, dess pot act on the
ATFE dependant calcium chaooels (ADCC) (253, TOP, which
apparently enhances dopaminergic cell death dring ensrgy
deficiency, inhikits the L tvpe ADCC bop stimualabas e P,
N md R twpes (380, Cooversely, LMT, which appears neurs-
proveciive, inhikits the L. P, W and R tfppes ADCC (370
Altogeiher, these daia sogessr that a wide range of ADCC
tvpes inhibition allows a significant ATF consumption braking
which appears to-h= peuroproisctive in soergeiic sirsss con-
ditiors. Premamably, this also prevenis calciom owerload dhat
could, sbsaquently, promoie the erciiniotic cascads,

In addition 1o itz ATF dependsnt jon channels meduolation
properties, LMT might promets milcchondrial sikilicy
throngh its anti cmidane (393, ami sxcitotoric (400 and anti
apoptotic effects (411, LMT might alio cary additional prop-
erfies on the mitechondrial memhbrane permeability andfor the
respirniory chain complexes activicy, which have nat heen
reporied w=t. In the J-niro-propiomaie model, where the mi-
mochondrial comples. ITis targeted, LMT improwes the celiolar
energy siatus (35). The fad that LMT i= neuroproiedive in
seweral reapirarory chain complex ichibition models suggesis

that LMT could be beneficial in warious gppes of miicchon.
deial streas,

In comchsion, LMT shows an appropriste combination of
neroprobsciive propedies in the snerpy d=ficiency mode]
gensraled with MPTP intoxication in young mice. LMT iz a
widely used and well-icleravsd malecule in children, even
under fwa years old (391 LMT could therefors represent an
intzpzsting adjuvant peroprotective therapy to commider in
snergelic stress of the basal ganglin sncountersd in warious
childhzcd condibons.
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C. Article soumis : Article 3: Basal ganglia neuroprotection with anticonvulsaater

energy stress : a comparative study.
Nous avons souhaité apres I'étude du valproatede®, du topiramate et de la lamotrigine
élargir notre recherche de molécules neuroprotedria I'ensemble de la classe des
antiépileptiqgues en utilisant la technique de magguautoradiographique du DAT comme
test. Parmi les molécules actuellement commeréedis nous avons retenu celles qui ne
présentaient pas d’interaction pharmacologique &@&tPTP au niveau de la MAO-B et du
cytochrome P450. Nous avons ainsi testé le |éwétiean, le vigabatrin, la gabapentine, la
prégabaline, la tiagabine, le clonazépam. Seuévétiracétam avait déja été testé dans le
modele MPTP chez le primate dans le but de rédiesreyskinésies post L-DOPA (Hill et al,
2003). Nous avons par ailleurs souhaité confirmesrrésultats antérieurs en recherchant un
effet dose de I'effet neuroprotecteur de la langite.
Parmi ces sept antiépileptiques, seule la lamogigh confirmé I'effet neuroprotecteur
antérieurement démontré. De plus, I'étude aux posed de 5 mg/kg, 20 mg/kg et 40 mg/kg
a permis de caractériser un effet lié a la dose.
Il convient de noter que cing de ces six nouvehedecules testées (gabapentine, prégabaline,
tiagabine, vigabatrin, clonazépam) ont pour meécaaisl’action principal un effet pro
GABAergique qui ne semble donc pas constituer ldge@&europrotection a privilégier dans le
modele MPTP. Le mode d’action du lévétiracétangesind a lui unique au sein de la classe
des antiépileptiques : le lévétiracétam entrainee wiminution de la libération de
neurotransmetteurs en présynaptique (Yang et G3)20un impact sur la neurodégénération
post MPTP semble donc difficile a évaluer. Aucurecds molécules n’a pour mode d’action
principal I'inhibition de canaux ionique ATP-dépeamds au contraire de la lamotrigine. Cette
voie d’épargne énergétique nous pourrait donc daestun axe de neuroprotection a

développer.
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ABSTRACT
The 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine RWP) inhibits the mitochondrial

complex | of the respiratory chain. This resultsAMP and ion homeostasis disturbances,
which lead to selective death of the substantisanippaminergic neurons. Well known as a
Parkinson’s disease model, the MPTP animal model @lovides a potential paradigm of the
energy deficiencies found in childhood. In thesaditions, anticonvulsants may provide
neuroprotection by limiting cellular energy consuimp. We tested 7 anticonvulsants:
levetiracetam, vigabatrin, gabapentine, pregabatiagabine, clonazepam and lamotrigine in
the MPTP mouse model. Dopamine transporter (DATsig was assessed by quantitative
autoradiography. Unlike the other anticonvulsarienotrigine provided a significant

neuroprotection against MPTP. Altogether, the dadéacate that lamotrigine.... Lamotrigine,

a widely used and well-tolerated molecule in yowpajients, could represent a valuable

adjuvant therapy in various energy deficiency cbads during childhood.

KEY WORDS:

basal ganglia, mitochondria, MPTP, Leigh syndronsiroprotection, mouse, anticonvulsant
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INTRODUCTION

Evidences from degenerative and metabolic encepati®s studies indicate that the
striatum and the substantia nigra (SN) are vulrerstouctures in the brain, especially during
pre and postnatal brain development [1, 2]. A phdr total destruction of this striato-nigral
dopaminergic network is found in several conditiaasurring in childhood such as iron or
copper metabolism abnormalities [1], organic adakif3], urea cycle disorders, various
mitochondrial energy production deficiencies inachgdLeigh syndrome [1, 4], or hypoxia-
ischemia [2, 5]. All these conditions witness thénerability of this particular deep nuclei
network involved in multiple motor, sensory and gibige functions.

These basal ganglia share a common susceptilmlignergetic stress [6, 7], which can be
studied experimentally using mitochondrial inhib#d8]. Once converted into MPP+, the
neurotoxin 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydrodime (MPTP) inhibits the mitochondrial
electron transport chain at complex | (NADH-ubicuie oxidoreductase) resulting in
decreased oxygen consumption and ATP productionanbomeostasis disturbances which,
together, lead to neuronal cell death [9]. Thisnalepletes dopaminergic neurons in the SN
and causes neuronal degeneration of the nigradtpathway in animals and humans [9]. As
recently shown by Lagruet al [10], this intoxication is a reproducible pharmagptal
paradigm of Leigh syndrome, thus opening new avefmreneuroprotection research.

Several neuroprotection studies were performechisi MPTP mouse model using: energy
sparing drugs; free radicals scavengers; anti-glatargic drugs; anti-apoptotic molecules
and neurotrophines [11-13].

Anticonvulsants share several cell protective prioge such as ATP-dependent ion channel
inhibition, glutamate release inhibition and GAB#l@ase stimulation. We chose to test in the
MPTP mouse model, anticonvulsants that operatelarga number of the pathological ways

described above and which might spare energy thraoeg channels inhibition. ATP
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dependent ion channels inhibition may indeed ptotesurons as it adapts the cellular
metabolism to the limited ATP availability durinhet energetic distress [14]. Moreover,
current anticonvulsants carry now a reasonablaaote profile in humans even in young
children. Therefore, anticonvulsants provide go@hdidates for neuroprotection assays
especially in energy stress conditions in childhoddle then chose to test all the
anticonvulsants that could actually be used inNHWETP model, that is none of these drugs
activate cytochrome P450 or monoamine oxidase Rlwimterferes with MPP+ metabolism
thereby reducing MPTP toxicity [9].

Among them, we tested levetiracetam (LVT), vigabat(VGT), gabapentine (GPT),
pregabaline (PGB), tiagabine (TGB), clonazepam (CamRd lamotrigine (LMT), each of
which recapitulates these properties. None of thexoept LMT, was ever tested in the MPTP
mice model. GPT, VGT and TGB exhibit neuroproteetproperties which were reported in
other conditions such as status epilepticus andhggschemia [15-17]. LVT, a relatively
new anticonvulsivant, tested by Gibles al showed an interesting protection against
mitochondrial dysfunction in hippocampus after wsaepilepticus [18]. In contrast, LMT
could have neuroprotective properties when assatidb MPTP administration [19].
However, the mechanism by which LMT provides ttifsa remains poorly understood.

In the present study, we examined through dopantiaasporter (DAT), a specific
dopaminergic marker, the neuroprotective propertiéghese anticonvulsants on MPTP-
induced neurotoxicity in mice. As LMT showed markeeuroprotective properties in this
model, we subsequently focused on this well todetainticonvulsant to identify a possible
dose effect to determinate the active dose, whichldvbe as closest as possible to the

posology administered to human.
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MATERIALS AND METHODS

All experiments were performed on consanguineoue I6&7/BI6N@R]j mice (5 weeks old,

average weight: 19 + 1g, CERJ, France) in accoelamith the European Community

Commission guidelines (86/609/EEC). The mice werpt kunder controlled conditions on a
12 hours light/dark cycle with food and water aatlim. Since mature levels of monoamine
oxidase B are required to convert MPTP into itgvactoxic form MPP+, younger animals

were not used in the present study.

Anticonvulsant treatments

Ten groups (n = 6 per group) were constituted fATtudy: control (saline p.o. and i.p.),
MPTP (saline p.o. - MPTP i.p.), GPT-MPTP (GPT p.MPTP i.p.), CZP-MPTP (CZP p.o. -
MPTP i.p.), .), VGT-MPTP (VGT p.o. - MPTP i.p.), IWMPTP (LVT p.o. - MPTP i.p.),
PGB-MPTP (PGB p.o. - MPTP i.p.), TGB-MPTP (TGB p-dMPTP i.p.) and LMT-MPTP
(LMT p.o. - MPTP i.p.). Each group was treated wilib corresponding anticonvulsant twice
a day p.o. from day 1 (D1) to day 7 (D7). The cumiue dose was 50 mg/kg/day for GPT
(Neurontin®, Pfizer, France), 0,1 mg/kg/day for CZRivotril®, Roche, France), 200
mg/kg/day for VGT (Sabril, Marion Merrell S.A, Frea), 1000 mg/kg/day for LVT (Keppra,
Ucb SA, France), 10 mg/kg/day for PGB ( Lyrica,zefi France), 17 mg/kg/day for TGB
(Gabitril, Cephalon, France) and 40 mg/kg/day favTL (Lamictal®, GlaxoSmithKline,
France). Each anticonvulsant was dissolved in egbnobtain a final 200ul volume of oral

administration. Each mice was weighted daily.

MPTP intoxication
The mice were intoxicated with 4 administrationd®TP (12.5 mg/kg) i.p. at 1 h intervals

on D3. MPTP (Sigma, France) was dissolved in 0.88sn chloride to a final concentration
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of 2.5 mg/ml (100ul injection / 20g mouse body vir)g The control mice only received

saline.

DAT autoradiographic studies

The mice were sacrificed by cervical dislocatiodags after MPTP intoxication (i.e. 3 days
after the end of the anticonvulsant treatment). Qifaéns were rapidly removed, frozen
(-35°C), subsequently cut into 20 um coronal sestigReichert-Jung Cryocut CM3000
Leica, France) and stored at -80 °C.

For binding studies, 3 sections/animal were incethédr 90 min at room temperature (RT) in
a phosphate buffer containifig®’PE21 (100 pM) as previously described (21). Noncifjze
binding was assessed on adjacent sections witlsahee buffer containing 1 uM cocaine
(Cooper, France) and subtracted from total binttingeld specific binding. After rinsing and
drying, the sections were exposed to sensitivesfilfi@iiomax MR, Kodak, France) with
radioactive standard scaléé-microscales, Amersham Bioscience AB, UK). Thenflwere
analyzed through an image analyzer (Betavision,sfgoe instruments, France) after
identifying the subtantia nigra pars compacta (SNgod striatum areas. The absorbance
obtained was converted into apparent tissue ligamtentrations with reference to standards
and specific activity of the radioligand (74 TBg/min The intensity of 7] PE2I binding

was expressed in nCi/mg of equivalent tissue (ne@D).

Statistical analysis (maJ)
Data were prospectively collected and analyzed with Winks software (Texasoft, USA).
Statistical significance was evaluated with the mpamametric Mann-Whitney test for non

paired values from small groups. Statistical sigaiice was considered for p < 0.05.
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RESULTS

Preliminary experiments were performed to monitoe tmpact of each anticonvulsant on
mice survival and growth. Each animal group was mamed to a reference group based on the
strain characteristics from the mice provider. Bgrithe observation period, all the animals
survived and the MPTP-induced transient weight &isday 4 did not significantly affect the
final animal weight as shown in Figure 1A. The braiean weight was 0.4 £ 0.02 g in all
groups.

The striatal DAT density was subsequently evaluatedugh autoradiography using the
specific radio-labeled ligand?1]JPE2l. In the LMT-MPTP group, the DAT level apped
macroscopically normal compared to the control midee Figure 1B shows representative
micrographs from each animal group.

A semi-quantitative analysis showed a DAT leveRk6f+ 1 Bg/mg in the MPTP-intoxicated
mice compared to 38 + 11 Bg/mg in the control grgpp0.005). The DAT density in the
LMT-MPTP group (32 + 6 Bg/mg) was comparable to tentrol group (p=0.575) but
statistically different than in the MPTP intoxicdtmice (p=0.005). No significant effect was
found with any of the other anticonvulsants testdte Figure 1C recapitulates the effect of
each anticonvulsant as a percentage of the cayap.

In order to identify a possible dose effect, wadddifferent LMT dosages. The DAT level
reached 140 £ 44 Bg/mg in the MPTP-intoxicated nuompared to 215 £ 39 Bg/mg in the
control group (p=0.007). The density in the MPTP-LNnice group at 5, 20 and 40
mg/kg/day was respectively: 154 + 27 Bg/mg, 192 5 Bg/mg and 226 + 19 Bg/mg.
Therefore a significant neuroprotection was obwi¢ 20 mg/kg/day (p=0.149) and 40
mg/kg/day (p=0.288). The Figure 3 shows an histogmaf this dose effect including

representative micrographs of the correspondingtsin.
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DISCUSSION

This study aimed to characterize the potential oputective effects of all the
anticonvulsants, which can be used in a mice mofléleigh syndrome, using the MPTP
toxicity [10]. MPTP inhibits the mitochondrial rasmtory chain complex | and therefore
provides, to some extent, a valuable tool to mithe energy failure which occurs in various
childhood conditions including Leigh syndrome. Theuroprotective properties of these
anticonvulsants were evaluated through the DAT itigngithin the nigro-striatal network.
MPTP induced a weight loss in all intoxicated greupith a complete retrieval within a day.
This might be caused by the multiple manipulation©3 or by a direct MPTP effect [20].

In the MPTP-intoxicated mice striatum, the DAT eeg®ion was reduced to 47,37% of the
control levels. A similar decrease was observedtirer studies using comparable methods
[21, 22]. In contrast, the DAT levels in the SN tbe control and MPTP mice were not
statistically different. Consequently, the anticolsant treatment impact on DAT density was
not assessable in this area. This result is camistith previous studies from our laboratory
and others (6, 26) and probably relies on the adtographies spatial resolution, which
prevents discrete evaluation of small structure$ s1s the SNpc.

Our results are consistent with the literature [28porting a 45% decrease in these
experimental conditions in mice.

LMT is a potent anti glutamatergic anticonvulsantthwcalcium channels inhibition
properties. It also inhibits sodium channels arabiizes neuronal plasmic membranes. In
this study, LMT provided a neuroprotective effectthe MPTP mouse model. Lagreeal
had already shown the effectiveness of the LMThm s¢ame model with the 40 mg/kg/day
dosage and Jones-Humble pointed out that a sifigl@g!LMT dose, 2 hours before MPTP

intoxication, maintains normal DA striatal level$9].

83



Our results, based on DAT, confirm the LMT neurdpctive effect and show that in these
particular experimental conditions, the other amtimisants do not bring satisfying
neuroprotection to the striatum. As far as we knthese results are original since none of
them had ever been tested in the MPTP mouse middidl.provided an apparent protection
of DAT density in MPTP mice. These results coulcekplained by a striatal sprouting of the
dopaminergic dendrites where DAT is highly exprdsé29). After MPTP intoxication, a
natural sprouting occurs and concerns 10% of tmelites (26, 30). Thus, the near normal
DAT level (84,21%) found in the LMT-MPTP mice (vass47,37% in the MPTP group) is
probably related to the anticonvulsant treatmend aot only spontaneous. This result
suggests that LMT promotes dopaminergic neuronsusipg in the striatum following
energetic stress. What Lagrue’s results suggested, that LMT limits dopaminergic
neuronal death in the SNpc and promotes compelsspioouting of the dendrites projections
in the striatum [24].

In addition, LMT might promote mitochondrial statylthrough its anti oxidant [25], anti
excitotoxic [26] and anti apoptotic effects [27MI might also carry additional properties on
the mitochondrial membrane permeability and/or tégpiratory chain complexes activity
which have not been reported yet. In the 3-nitropmpnate model, where the mitochondrial
complex Il is targeted, LMT improves the cellulareegy status [28]. The fact that LMT is
neuroprotective in several respiratory chain compienibition models suggests that LMT
could be beneficial in various types of mitochondstress.

The other fact our results pointed out is the preseof an obvious dose effect. Indeed, we
showed a significant neuroprotection at 20 and 4fkgiday contrary to the 5 mg/kg/day
dosage. Jones-Humble had already pointed out fleeeaty of a single 40 mg LMT dose,;
moreover, he showed that there was no more eftigidoy use of a 100 mg/kg/day

dosage[19].
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In conclusion, LMT shows an appropriate combinatddmeuroprotective properties in the
energy deficiency model generated with MPTP intakan in young mice. LMT is a widely
used and well tolerated molecule in children, eveder two years old [25]. LMT could
therefore represent an interesting adjuvant neategtive therapy to consider in energetic
stress of the basal ganglia encountered in varahilshood conditions and particularly in

Leigh syndrome .
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ABBREVIATIONS

ATP dependant calcium channel: ADCC

AU: arbitrary unit

DA: dopamine

DAT: dopamine transporter

LMT: lamotrigine

MPTP: 1-methyl-4-phenyl 1,2,3,6 tétrahydropyridine
RT: room temperature

SN: substantia nigra

SNpc: substantia nigra pars compacta

AE : anti-épileptique

ATP : adénosine tri phosphate

CZP : clonazépam (Rivotril®)

CR : chaine respiratoire

DAT : dopamine transporter (transporteur de |la dupe)
DOPAC : acide dihydroxyphénylacétique

DS : déviation standard (écart type)

GABA : acide gamma-aminobutyrique

GPT : gabapentine (Neurontin®)

HVA : acide homovanillique

ip : intra péritonéal

LMT : lamotrigine (Lamictal®)

LVT : lévétiracétam (Keppra®)

MAO : monoamine oxydase (de type A ou B)

MPTP : 1-méthyl-4-phényl-1, 2, 3, 6 tétrahydropyrél
NGC : noyaux gris centraux

NP : neuroprotecteur

PBS : phosphate buffered saline (tampon phosphétg s
PGB : prégabaline (Lyrica®)

RLZ : riluzole (Rilutec®)

SP : sérum physiologique
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FIGURE LEGENDS

Figure 1:

Effect of the anticonvulsant compared to the cdnéred MPTP intoxicated
mice groups (n=6 in each group - C57/BI6 strai®)) Mice growth curves
during MPTP intoxication and anticonvulsant treatise The mean weigiper
group is indicated at each time pointB)( Representative striatum
autoradiographies of each mice group showing a @saopically apparent
preservation of the basal level in the LMT-MPTPugroScale bar = 200 um

(C) Effect of each anticonvulsant as a percentagkeotontrol group.

Figure 2:

DAT density in control and MPTP intoxicated micegps compared with the
LMT treated groups, with different dosages (n=6emch group - C57/BI6
strain). (A) Representative striatum autoradiogiephof each mice group
showing a macroscopically apparent preservatiorthef basal level in the
LMT20-MPTP and the LMT40-MPTP groups. Scale bar G0 21m. Mean
values = S.D. are expressed in Bg/mg. (B) NotewortbAT density is

reduced in the MPTP group versus control level (=0,007/0.014)) and
apparently normal in the LMT20-MPTP and LMT40-MPTpPoups (** :

respectively p=0,028/0.055 and p=0,004 /0.008 \wkBTP level).
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D. Article en préparation : Article 4: Surface expression of Glutl, Pitl and Pit2

in normal and MPTP mouse brain as monitored by metabolic markers.
L’article 4 est issu d’'une collaboration avec I'gmpi de Marc Sitbon dans le cadre d'un
contrat d’interface INSERM-CHU dans I'unité de Nepédiatrie dirigée par le Pr Castelnau
au CHRU de Tours. L’équipe de Marc Sitbon a mislé&vwce que I'enveloppe du rétrovirus
HTLV se liait au transporteur de glucose ubiqueaBLUT-1 (Manel et al, 2003) et qu’'un
dérivé de l'enveloppe du virus HTLV étiqueté peraietde détecter la présence de ce
transporteur membranaire a la surface de cellidan ét al, 2003) aussi bien en suspension
cellulaire (par cytométrie de flux) que sur cultue sur tissu (par immunofluorescence).
Sachant que les protéines d’enveloppe de la plaesrtétrovirus gamma et delta constituent
des transporteurs de nutriments chez 'lhommegtadéveloppé selon le méme principe des
ligands qui permettent de détecter le transpodeuphosphate inorganique de type 1 et 2 ou
le transporteur des acides aminés neutres par égehgpmise en évidence de transporteurs
de nutriments a la surface des cellules permetdlaitc d’en établir un «phénotype
métabolique» particulier a un instant donné. Casveaux outils permettent d’envisager la
possibilité de mieux préciser le métabolisme nealr@lans diverses situations normales et
pathologiques.
Ainsi, nous avons souhaité déterminer si l'intokima par le MPTP modifie I'expression du
transporteur du glucose par utilisation du ligantbtre disposition. Notre hypothese était que
I'expression de GLUT-1 serait logiquement augmentses le striatum et la SN des souris
aprées intoxication par le MPTP. L’inhibition de pdosphorylation oxydative constitue en
effet selon la littérature un signal d’augmentatibexpression de GLUT-1 de méme que la
diminution de la glycémie (von der Crone et al, @00augmentation du TNk (McGowan et
al, 1997), la libération de neurotrophines (Boa2faQ1) et I'hypoxie-ischémie (Vannucci et

al, 1996).
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Pour le moment, cette étude n’a pas permis a ged@eonfirmer notre hypothése de départ.
Une expression faible et diffuse du transporteulghliicose a été mise en évidence dans le
striatum et la SN sans modification visible du prdfexpression apres administration du
MPTP. Nous avons par ailleurs caractérisé un mgejueellulaire dans le cortex (la nature
neuronale de ces cellules doit étre confirmée padlisation d’'un co-marquage avec un
anticorps neuronal), ainsi qu’'un marquage des dégdrocytes de la substance blanche.

Au total, l'utilisation de nouveaux marqueurs rgtraux semble constituer un outil
prometteur d’évaluation du statut métabolique ¢aile. L’application de cette technique
dans le cadre de notre modéle MPTP nécessite driectionnée afin d’obtenir une
localisation plus précise des structures constistidu réseau nigro-strie. Un manuscrit a ce

sujet est en préparation.
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ABBREVIATIONS:

ARBD
BBB
CcC
Env
FACS
GFP
GLUT-1
GRBD
HTLV
H.RBD
LS
MLV
MPTP
PBS
Pit
RBD
RC
rkc
RT

SN

SuU

Amphotropic murine leukemia virus-RBD
Blood-brain barrier

Corpus callosum

Envelope glycoprotein receptor
Fluorescence Activated Cell Sorting
Green fluorescent protein

Glucose transporter type 1

Gibbon ape leukemia virus-RBD

Human T-cell leukemia virus
HTLV-2-RBD

Leigh syndrome
Murine leukemia retrovirus
1-methyl-4-phenyl-1, 2, 3, 6-tetrahydropymieli
Phosphate Buffer Saline

Inorganic phosphate transporter
Receptor binding domain

Respiratory chain

Fc region of rabbit IgG

Room temperature

Substantia nigra

Extracellular surface component
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INTRODUCTION:

Nutrient transporters are key molecules that raguall growth and survival by controlling
intracellular levels of nutrients. Their expressiearies within several pathophysiological
states, indirectly reflecting these nutrients melism. Among all the nutrients, facilitative
glucose transport is mediated by one of the membenhe glucose transporter (GLUT)
family. GLUT-1, the most expressed isoform, is grenary glucose transporter across the
blood-brain barrier (BBB) in human. GLUT-3 is exgsed in neurons and GLUT-5 in the
microglia, the rest of the transporter family (GLA2T4, 7) being detected at lower levels and
confined to more discrete regions of the brain (Bwet al, 2002). GLUT-1 is also
responsible for the mitochondrial import of vitanm@nin the erythrocytes (KC S et al, 2005)
and the uptake of some neuro active drugs throhghBBB (Guo et al, 2005). GLUT-1
expression is modulated in animal models by glucteg®ivation (von der Crone et al, 2000),
hypoxia (Boado and Pardridge, 2002), hypoxia-isdae(Wannucci et al, 1996), thermal
injury (Gamelli et al, 1994), and mitochondrial ibitors (Ebert et al, 1995). In human
pathological conditions, GLUT-1 expression is dasexl in the brain of patients with
Alzheimer’s disease (Liu et al, 2008) and Huntimgalisease (Gamberino et Brennan, 1994)
and over expressed in numerous tumors (Younes £996).

GLUT1 has been shown to be the Human T-cell leuewirius (HTLV) envelope (Env)
receptor (Manel et al, 2003). HTLV-2 Env receptording domain (RBD) have then been
expressed in and secreted from eukaryotic celfsnetional soluble amino terminal-tagged
fusion proteins (FRBD). The HRBD therefore constitutes a natural extracellulgard
available for the evaluation of GLUT-1 surface eegmion and intracellular trafficking in
various tissues (Kim et al, 2004).

Based on the same scheme, since many nutrienptidess are receptors for gamma and

delta retroviruses, immunoadhesins from severabovetl envelope glycoproteins were
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derived to serve as new tools for the detectionthadstudy of their cognate transporters. For
example, the gibbon ape leukemia virus-RBD (GRBDaswderived as the inorganic
phosphate transporter type 1 (Pitl), the amphatropirine leukemia virus-RBD (ARBD) as
the Na-dependent phosphate transporter 2 (Pi2¥etine leukemia type C virus-RBD as the
heme exporter, the murine leukemia virus RD114-RB0Ohe neutral amino acid transporter
ASCT?2.

As said earlier, all these nutrient transportens loa used as metabolic markers in order to
assess a cellular “metabolic phenotype” under warigonditions. This work aimed at
evaluating the GLUT-1, Pitl and Pit2 surface exgim@sin the brain of normal and 1-methyl-
4-phenyl-1, 2, 3, 6-tetrahydropyridine (MPTP)-teshimice. We previously proved the MPTP
mouse model to be a reliable Leigh Syndrome (LSJeh@_agrue et al, 2007). LS is the most
frequent mitochondrial disorder in childhood. LSaghostic criteria include a progressive
neurological disease with motor and intellectualeliepmental delay, hypotonia, movement
disorders, brainstem and/or basal ganglia degaoerand often increased lactate levels in
blood and /or cerebrospinal fluid (Bernier et &02). LS always arises from a deficiency in
energy production in the mitochondria, secondaryato alteration or deficiency of the
pyruvate deshydrogenase complex, the pyruvate xg@dse or a respiratory chain (RC)
complex. Deficiencies of a RC complex are frequedtie to mutations in genes coding for
proteins of the mitochondrial RC complex | or IV éNatti et al, 2007; Lebon et al, 2007).

We intended to establish the distinctive distribntiof GLUT-1, Pitl and Pit2 in several
regions of the brain in young mice (frontal corterypus callosum, hippocampus, striatum,
substantia nigra (SN)) using these new metabolikens. We also aimed to determine if the
energetic depletion secondary to the mitochonddgsfunction elicited by the MPTP

intoxication modulates the expression of GLUT-bur LS model.
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METHODS :

Generation of H,RBD, GRBD and ARBD fusion proteins

H.RBD, GRBD and ARBD fusion proteins were generateddascribed in previous works
(Kinet et al, 2007; Kim et al, 2003). The constratta pCSIl expression vector encoding the
amino terminal 215 amino acids of the extracellslaface component (SU) region of HTLV
Env comprising the signal peptide and the SU RBBeflito a carboxy-terminal rabbit
immunoglobulin Fc (rFc) tag was generated and rgihereferred to as HRBD. A similar
construct comprising the N-terminal 379 amino a@tishe MLV Env SU and fused to the
carboxy-terminal rFc tag was also generated ahénasin referred to as ARBD.

HRBD, ARBD, and GRBD proteins were produced by gfaoting 293 T cells with the
appropriate constructs or with the empty contralteeusing the calcium phosphate method
(Manel et al, 2003). After transfection, cells wevashed twice with phosphate-buffered
saline (PBS) and fresh medium without PBS was addedia containing the various soluble
RBDs were harvested 2 days later and clarifiedillnation (0.45 um) to remove cell debris.
The supernatants were concentrated 12-fold usingCam Concentrator 20 ml/9K spin
column (Thermo Fischer Scientific, Rockford, USAHRBD and mock-transfected

supernatants were frozen at -20°C until use.

Animals

All experiments were performed on consanguineoug B8&7/BL6N@R] mice (5 weeks old,
average weight: 19 + 1 g (CERJ, Le Genest St slance) with 6 mice per group. This strain
is highly susceptible to MPTP neurotoxicity. All e¢Bi experiments were carried out in
compliance with appropriate European Community Cdgeion directive guidelines

(86/609/EEC). The mice were kept under environmbnteontrolled conditions (room
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temperature (RT) = 23 £ 1°C, humidity = 40.3 £ 7)18f6 a 12-hour light/dark cycle with

food and watead libitum

MPTP intoxication

The mice (n = 6 per group) were intoxicated witaddinistrations of MPTP (12.5 mg/kg) ip
at 1-hour intervals on a single day. MPTP (SigntanEe) was dissolved in 0.9% sodium
chloride to a final concentration of 2.5 mg/ml (100 injection per 20 g body weight). The

control mice (n = 6 per group) were injected 4 sméth saline.

I mmunofluorescence

For HbRBD, GRBD and ARBD incubation, we used cryosectitmasn mice sacrificed by
cervical dislocation 7 days after MPTP intoxicatidrne brains were rapidly removed and
frozen in isopentane (-35°C). Twenty-pum coronatisaes were cut with a cryostat microtome
(Reichert-Jung Cryocut CM3000 Leica MicrosystemagiRMalmaison, France), collected
on Super Frost Plus slides (Menzel Glaser, Brawmsigh) Germany), and stored at -80°C.
After fixation with 100% ethanol at room tempera&yRT), the sections were blocked with
normal goat serum and endogenous biotin blockiagert (Biotin blocking system, Dako,
Via Real, CA, USA) prior to the incubation with legr HRBD (ligand for GLUT-1), GRBD
(ligand for Pitl) or ARBD (ligand for Pit2). The c®ns were incubated with the
aforementioned probes for 30 minutes at 37°C. Téwtians were further incubated with
biotinylated anti-rabbit 1gG (dilution 1/200) (Vedtain Elite kit, Vector Laboratories,
Burlingame, CA, USA) for one hour at RT, followey imcubation with streptavidine-Alexa
488 (10 pg/ml) 30 minutes at RT, Hoechst 33342 K1) rifabelling for cell nucleus) and cell
Trace BODIPYBODIPY TR methyl ester (5 pg/ml) (ldbed for intracellular membranes)

(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) 10 minutes at RT.
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Deconvolution parameters

Brain sections were scanned with an Axio Imagerugiight microscope (Zeiss, Le Pecq,
France). The excitation / emission filter sets ffpeéor each of the fluorescent antibodies
were as follows: 360 nm excitation filter and 448 amission filter for DAPI (nucleus), 473
nm excitation filter and 525 nm emission filter fGFP, 480 nm excitation filter and 527
emission filter for FITC (cell membranes). Imagerss for each probe were acquired in z-
series at a step-size of 3 um with a specimen rfiegiion 200x. Deconvolution was
performed through Huygens professional softwarenfdellier RIO imaging facility) with
0% background offset in order to avoid artificiathgcreased signals. An image projection
was produced by stacking each of the individugdctions of all 3 fluorescent probes into one
image, resulting in a three-dimensional end produnt an overlay of all colours (Image J
software, (Rasband, 2008)) Maximum intensity ptgm method was used with the same

display range for each colour for all the images.

RESULTS :

GLUT-1, Pitl and Pit2 distribution in the cortex

GLUT-1 staining in the cortex was irregular witHayer | to IV. Layer | exhibited a low
cellular density. All the neuronal cells in thisyém were stained. Layer II/lll displayed a
higher cellular density with all the neurons bestgined in their cytoplasm. However, the
staining intensity was different from one cell toother. Two distinct cellular populations
with a cytoplasmic staining were identified in lay&. The morphologic aspect of these cells
identified them as stellate interneurons and lagamidal cells.

PiT1 staining in the cortex also differed withiryda | to IV. Stained neurons were only
detected in layer 1l/lll. They were medium-sizedtiwia cytoplasmic and homogeneous

staining. PiT2 staining was different from GLUT-hdaPitl staining. The staining was

100



detected in layer | to IV and was exclusively pbeml with a “rosette like” aspect. The
staining intensity was brighter in layer Il/lll. Beesentative microphotographs of GLUT-1,

Pitl and Pit2 immunostaining in the cortex are shawfig. 1.

GLUT-1, Pitl and Pit2 distribution in the corpus cdlosum

Few GLUT-1-stained cells were seen in the corpubsian (CC) with a weak staining
compared to the cortex and striatum. No Pit2 stginas observed in the CC. Concerning
these two markers, perivascular cells were stroladiglled.

Pitl-stained cells were present in the CC. Pitinistg exhibited a linear pattern within the
CC with stained cells following the myelinated &brbundles identifying them as
oligodendrocytes. Representative microphotographs ®LUT-1, Pitl and Pit2

immunostaining in the corpus callosum are showkrign 2.

GLUT-1, Pitl and Pit2 distribution in the hippocampal dentate gyrus

The three layers (granular layer, molecular lapetymorph / hilar layer) were differentially
stained. In the granular layer, GLUT-1 staining wasking whereas PiT1 staining was
intermediate and Pit2 staining was intense and lgemeous. The polymorph and molecular
layers were uniformly stained with GLUT-1 and PaR a low level without any cellular
signal. On the contrary, Pitl staining exhibitedeflular pattern in these layers with all the
cellular bodies stained. Representative microphrafgdgs of GLUT-1, Pitl and Pit2

iImmunostaining in the hippocampal dentate gyrushosvn in Fig. 3.

GLUT-1, Pitl and Pit2 distribution in the striatum
GLUT-1 and Pitl staining in the striatum was weall hBomogeneous. Pitl was also detected

in few cellular bodies (4-5 cells in each striatuamd some staining was cell-independent.
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Pit2 staining was different with a “rosette likedtpern similar to the cortex in addition to the
diffuse and intense staining in all this structiMeteworthy, the white matter tracts were not
stained with any of the three markers. Represemtaticrophotographs of GLUT-1, Pitl and

Pit2 immunostaining in the striatum are shown ig. Bi.

GLUT-1, Pitl and Pit2 distribution in the substantia nigra

No cellular GLUT-1 staining was detected in the 8¢, structure being weakly and diffusely
stained. Pitl staining exhibited a reticular patteith cellular bodies intensely stained. Pit2
staining was comparable to the patterns observétkicortex and the striatum with a “rosette
like” aspect.

As observed previously, the cerebral peduncle @vhiatter) did not show any GLUT-1 or
Pit2 staining, whereas several oligodendrocytesewdetected through Pitl staining.
Representative microphotographs of GLUT-1, Pitl &it@ immunostaining in the SN are

shown in Fig. 5.

MPTP intoxication

GLUT-1, Pitl and Pit2 expression were not modulatetthe cortex, the CC, the hippocampal
dentate gyrus and the striatum after MPTP admatistn. In the SN pars reticulata, GLUT-1
staining and Pit2 staining were unchanged: GLUTaingg remained weak and diffuse and
Pit2 staining still exhibited a “rosette like” agpeOn the contrary, Pitl expression pattern in
the SN of MPTP-mice was different from the one s@emon intoxicated mice. The reticular
pattern noticed in normal mice was no more detetttedgh numerous stained cells were still
remaining. Representative microphotographs of ifithunostaining in the SN of normal and

MPTP-treated mice are shown in Fig. 6.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: Representative microphotographs of GLUT-1(photplyra), Pitl (photograph 2)
and PiT2 (photograph 3) immunostaining in the corté: specific staining / GFP, B: Cell
Trace Bodipy (membrane lipids), C: Hoechst (nucl®) GFP + Hoechst, E: GFP + Cell
Trace Bodipy, E: Hoechst + Cell Trace Bodipy. Sdade: 100 um (photograph 1), 75 pum
(photographs 2 and 3).

Concerning GLUT-1 staining, layer | to IV were digjuishable depending on the cellular
density. Layer IV included two cellular populationgith cytoplasmic staining (first
population: stellate interneurons, second populatarge pyramidal neurons). Cells in layer |
and II/1ll also exhibited a cytoplasmic stainingtean (Photographs 1). Pitl staining was only
detected in layer 1I/1ll within medium-sized cellsat were homogeneously stained in their
cytoplasm (Photographs 2). Pit2 staining exhibitedrosette like” aspect predominantly
located in layer 1I/11l (Photographs 3).

Figure 2: Representative microphotographs of GLUT-1(photogray Pitl (photograph 2)
and PiT2 (photograph 3) staining in the corpusosalin. A: specific staining / GFP, B: Cell
Trace Bodipy (membrane lipids), C: Hoechst (nucl®) GFP + Hoechst, E: GFP + Cell
Trace Bodipy, E: Hoechst + Cell Trace Bodipy. S¢ae 125 um (photograph 1 and 3), 200
um (photographs 2).

Few GLUT-1-stained cells were seen in the corpllestan with a weak staining compared
to the cortex and striatum. Pit2 staining was aidyected in perivascular cells (see arrows
photograph 2A and 2D). Pitl staining exhibitedreedir pattern within the CC with stained
oligodendrocytes following the myelinated fibre llies.

Figure 3: Representative microphotographs of GLUT-1(photogray Pitl (photograph 2)
and PiT2 (photograph 3) staining in the hippocangmitate gyrus. A: specific staining /
GFP, B: Cell Trace Bodipy (membrane lipids), C: Ele& (nuclei), D: GFP + Hoechst, E:
GFP + Cell Trace Bodipy, E: Hoechst + Cell Tracalipyg. Scale bar. 100 um. Gr: granular
layer, Po: polymorph layer, Mo: molecular layer.

In the granular layer, GLUT-1 staining was lackinereas PiT1 staining was intermediate
and Pit2 staining was intense and homogeneouspdlyenorph and molecular layers were

uniformly stained with GLUT-1 and Pit2 at a low &without any cellular signal. On the
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contrary, Pitl staining exhibited a cellular pattér these layers with all the cellular bodies

stained.

Figure 4: Representative microphotographs of GLUT-1(photogra Pitl (photograph 2)
and PiT2 (photograph 3) staining in the striatum.specific staining / GFP, B: Cell Trace
Bodipy (membrane lipids), C: Hoechst (nuclei), DER5+ Hoechst, E: GFP + Cell Trace
Bodipy, E: Hoechst + Cell Trace Bodipy. Scale & um.

GLUT-1 and Pitl staining in the striatum was weall hBomogeneous. Pitl was also detected
in few cellular bodies (4-5 cells in each striatuage arrows photograph 2D) and some
staining was cell-independent. Pit2 staining wdfedint with a “rosette like” pattern similar
to the cortex in addition to the diffuse and inessaining in all this structure. Noteworthy,

the white matter tracts were not stained with ainyre three markers.

Figure 5: Representative microphotographs of GLUT-1(photograp Pitl (photograph 2)
and PiT2 (photograph 3) staining in the substamt@a. A: specific staining / GFP, B: Cell
Trace Bodipy (membrane lipids), C: Hoechst (nu¢lB) GFP + Hoechst, E: GFP + Cell
Trace Bodipy, E: Hoechst + Cell Trace Bodipy. Sdae 100 pm.

No cellular GLUT-1 staining was detected in the 8#¢, structure being weakly and diffusely
stained. Pitl staining exhibited a reticular patteith cellular bodies intensely stained. Pit2
staining was comparable to the patterns observétkicortex and the striatum with a “rosette

like” aspect.

Figure 6: Representative microphotographs of Pitl immunostgiim the substantia nigra of
normal (photograph 1) and MPTP-treated mice (phaialy 2). A: specific staining / GFP, B:
Cell Trace Bodipy (membrane lipids), C: Hoechstc{al), D: GFP + Hoechst, E: GFP + Cell
Trace Bodipy, E: Hoechst + Cell Trace Bodipy. Sdae 100 pm.

Pitl expression pattern in the SN of MPTP-mice wd#ferent from the one seen in non
intoxicated mice. The reticular pattern noticechormal mice was no more detected though

numerous stained cells were still remaining.
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lll. DISCUSSION

A. Intoxication par le MPTP chez la souris: validdion du

modele murin de syndrome de Leigh

1. Intérét et originalité du modéle au regard datea modeles de
maladies mitochondriales

Nous avons donc généré un modele de maladie mitdciade chez I'enfant et plus
précisément de SL. Ce modéle présente l'originalééecourir a un toxique utilisé depuis
longtemps pour développer des modéles animaux dedimade Parkinson, mais ici mis en
ceuvre pour ces propriétés d’inhibiteur spécifigedalCR mitochondriale. En comparaison
des autres modéles de maladies mitochondrialedapdpés, notre modele présente plusieurs
avantages :
1) L'utilisation du MPTP, sous réserve des précmdi inhérentes a sa toxicité, est
relativement simple.
2) Le MPTP déclenche chez la souris une dégénéresahi réseau nigro-strié reproductible
d’'un animal a l'autre (Jackson-Lewis et Przedbqra@D7).
3) La défaillance énergétique est plus profondejré&s intoxication par la roténone (Schmidt
et al, 2006).
4) Notre modele permet de combiner I'évaluation utiemée de plusieurs molécules a
potentiel neuroprotecteur avec I'utilisation d’'umaele rongeur plus proche de la physiologie
humaine que les modeles utilisant la levure Sachgres cerevisiae (Witt et Flower, 2006),
le nématode Cenorrhabditis elegans (Braungart €08K), I'amibe Dictyostelium discodeum
(Barth et al, 2007) ou encore la drosophile (Jaetka, 1994). Le recours a ces organismes
permet un screening de plusieurs centaines de ole&simultanément, mais au détriment du

recours a un modele cellulaire relativement frustre
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5) Ce modele pharmacologique simple permet de ratathir de techniques lourdes de
génetique, telles que la production de souris kymdk(Tyynismaa et Soumalainen, 2009 ;

Ohsawa et al, 2008).

2. Limites du modéle :
i. Phénotype des souris MPTP

Ce modele présente cependant également plusieutsdi:
1) La premiere limite est que les rongeurs resteetespece plus éloignée de ’lhomme que
les mammiféres supérieurs, notamment en matierehitacture cérébrale. Il semblerait donc
intéressant de tester ultérieurement chez les p8n@on humains puis chez I’humain une
molécule qui serait neuroprotectrice dans le moddRTP chez la souris tel que la
lamotrigine.
2) La deuxieme limite est que le MPTP nécessitdesptan pharmacologique la présence de
MAO-B pour étre transformé en son métabolite aetiMPP+. La MAO-B n’est présente
chez la souris a un taux significatif qu’a partierdziron 4 semaines post natal (Desai et al,
1996). Le modele d’intoxication par le MPTP ne pdanc étre utilisé que pour générer un
modele de maladie mitochondriale chez I'adolese¢ntadulte jeune, mais moins aisément
chez le petit enfant ou le nourrisson. Pour études stades, il faut recourir a l'injection
intracranienne de MPP+ qui évite I'étape de trams&tion par la MAO-B.
3) La troisieme limite est que les souris intoxigsiépar le MPTP ne présentent pas de
phénotype moteur évident a la différence de ceguobservé chez les primates non humains.
L’évaluation des altérations motrices secondaitesMBTP chez les rongeurs nécessite donc
la mise en ceuvre de tests comportementaux pagatiin d’'un rotarod (Rozas et al, 1998), de
poutres (Quinn et al, 2007) ou encore par des rassautomatisées de déambulation en

champ libre (Quinn et al, 2006; Stefanova et a0
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4) Une autre limite est que les lésions post MRARlént a récupérer spontanément au cours
des semaines suivant I'administration (Jackson-keeti Przedborski, 2007). Il est donc
nécessaire dans l'avenir de développer des teobmigietudein vivo afin de pouvoir
comparer I'évolution d’animaux témoins et intoxigqugur une période prolongée et ainsi

prouver le caractére durable de I'effet neuropteigcd’'une molécule.

ii. Mécanisme de mort cellulaire apres intoxicatioitochondriale
Une autre limitation du modéle est le paradigmatdiication choisi. Nous avons eu recours
au protocole subaigu (4 injections ip sur une jéara 2 heures d’intervalle) puisque nous
voulions générer un modele de défaillance énengétimitochondriale. L'inhibition du
complexe | post MPTP in vivo chez la souris n'esteffet déemontrée dans la littérature que
dans le protocole aigu (injection unique ip) (Mipuet al, 1998 ; Sriram et al, 1997). Nous
I'avons également mise en évidence dans le praaddaigu comme démontré dans l'article
1, mais nous ne lavons pas caractérisée dans deogmle chronique (une injection
quotidienne ip durant 5 jours) (résultats non m#jli Dans ces trois schémas d’intoxication,
la mort cellulaire survient soit par nécrose (pcote d’intoxication aigu et subaigu), soit par
apoptose (protocole d’intoxication chronique). Motschéma d’intoxication subaigu qui
permet de valider I'inhibition du complexe | repaf@nc sur une mort cellulaire par nécrose.
Or il a été prouvé que I'apoptose est la modaliégenre de mort cellulaire lors d’un déficit en
complexe | dans des modeles animaux knock-out (IMageal, 2007 ; Qi et al, 2004).
Le schéma d’intoxication a également un impactatliseir le caractére neuroprotecteur d’'une
molécule. Anderson et al ont ainsi montré que ldiffaation des schémas d’intoxication, des
parametres d’évaluation ou encore des délais Emt@xication et le sacrifice peut modifier

totalement les résultats expérimentaux. Ces auteamseillent donc de tester une méme
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molécule sous plusieurs conditions afin de validger mieux un éventuel caractére
neuroprotecteur (Anderson et al, 2006).

Au total, le modéle d’agression énergétique des MWade MPTP chez la souris hous semble
constituer un modéle valable de SL. Ce modéle peiétede du potentiel neuroprotecteur de
différentes molécules de maniére relativement sngtlrend ainsi possible la sélection de

molécules prometteuses a tester ultérieurementlel@imate.

B. Neuroprotection par les antiépileptigues dans lenodéele murin

de syndrome de Leigh

1. Molécules a action neuroprotectrice prouveée t¢hemal et 'Thomme

Nous avons donc recherché un potentiel effet neategteur des antiépileptiques dans le
modele MPTP chez la souris. L’étude de la littéatmet en évidence un grand nombre de
molécules neuroprotectrices dans divers modélemax. Quelques exemples classés en
fonction de la maladie étudiée et de l'axe de neutection principal supposé sont
récapitulés dans le tableau 2, page XX. Ces doraréégent a deux constatations :

1) Plusieurs molécules (mélatonine, mémantine, EBfhropoiétine) ont prouvé leur

efficacité dans difféerents modeles animaux. Cetisesis tendu par le fait que les

voies de neuro dégénérescence sont communes augrendliés maladies

neurodégénératives comme précédemment évoqué.

2) La tendance actuelle est de s’orienter vers megcules a effet multiples

(« multifunctional neuroprotective drugs ») afinadir sur un maximum, si ce n'est

'ensemble, des voies pathogenes impliquées. Laéparptiques semblent pouvoir

constituer une de ces classes de drogue « mulibomelles ».
Une fois extrapolé a 'humain, seuls quelques ca@pmnt prouve une action bénéfique : la

sélégiline (inhibiteur de la MAO-B) et la mémantinat prouvé un effet neuroprotecteur
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traduit par une amélioration de la mémoire chez pesients atteints de la maladie

d’Alzheimer (Filip et Kolibas, 1999 ; Lipton, 20Q071)’autres composeés (créatine et rasagiline

pour la maladie d’Alzheimer, inhibiteurs des canaaxliques pour la sclérose en plaques)

sont actuellement en cours d’évaluation (Schagb@g ; Waxman, 2008).

Voie utilisée Maladie Molécule testée Référence
Canaux Parkinson iptakalim Hu et al, 2005
LOIICIRES L glibenclamide Nistico et al, 2007

ATP- Hypoxie-ischémie : :
dépendants antagonistes des iGIuR Schurr, 2004

6

pramipexole Le et al, 2000
Parkinson métallothionéines Ebadi et Sharma, 20C
. . Mayo et al, 2005
. mélatonine
) Alzheimer Chyan et al, 1999
Stress oxydatif _ : :
Huntington mithramycine Ferrante et al, 2004
Hypoxie-ischémie ebselen Yagamata et al, 200
Traumatisme antagonistes NMDA Wood et al, 1997
cranien (TC) resvératrol Ates et al, 2007
SLA lithium / valproate Feng et al, 2008

Hypoxie-ischémie

Garcia de Arriba

mémantine et al, 2006
Sonkusare et al, 2005
Excitotoxicité Alzheimer nicotine Picciotto et Zoli, 2008
. Bruno et al, 2001
antagoniste des mGlul
Zhong et al, 2005
Parkinson . Kalda et al, 2006
- antagonistes A2AR - :
Huntington Minghetti et al, 2007
Hypoxie-ischémie| surexpression FLIP(L) Taoufik et al, 2007
AVC : Hashimoto et al, 2001
humanin
Xu et al, 2006
Alzheimer Bclw Zhu et al, 2004
cestrogenes Yao et al, 2007
Apoptose apofmo_rphin\e Kyriazis, 2003
transfection gene
Wales et al, 2008
Parkinson ICP10PK
KO MAPKAP kinase 2 Thomas et al, 2008
leptine Weng et al, 2007
Huntington lithium Senatorov et al, 2004
TC flavopiridol Di Giovanni, 2005

8
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SLA greffe de cellules souches Corti et al, 2007
IGF1 Vincent et al, 2004
. Parkinson GDNF Deierborg et al, 2008
Neurogenese - -
Alzheimer Thorns et Masliah, 1999
Huntington FGF Jin et al, 2005
TC Alzheimer et al, 2002
. indomethacine Chechneva et al, 2006
Hypoxie- inhibition NF+B Nijboer et al, 2008
ischémie :
Paschos et al, 2008
Parkinson erythropoiétine Xue et al, 2007
TC Xiong et al, 2008
Inflammation antagonistes PPAR Kapadia et al, 2008
IFN y Baron et al, 2008
Alzheimer cannabinoides Ramirez et al, 2005
statines Stepien et al, 2005
Sclérose en stimulation récepteurs
plaques cannabinoides CB2 g S el 2008
Huntington i inhibiteurs de Oliveira et al, 2006
I’histone déacétylase
Parkinson coenzyme Q10 Beal, 2003
Alzheimer inhibiteurs Youdim et al, 2001
Mitochondrie TC de la MAO-B Huang et al, 1999
Energie découpleurs mitochondriayx  Pandya et al, 2007
SLA lithium Fornai et al, 2008
régime cétogene Zhao et al, 2006
Hypoxie- peptide CART Mao et al, 2007
ischémie
SLA riluzole Noh et al, 2000
| ensemb'le des minocycline Kim et Suh, 2009
maladies
. greffe de cellules souchegy  Yasuhara et al, 2006
Modalités Parkinson — .
. activine Kupershmidt et al, 2007
multiples Scia
clerose en acétate de glatiramer | Arnon et Aharoni, 2007
plaques
polyphénols, curcumin Mandel et al, 2007
Alzheimer ladostigil Youdim et al, 2006

Tableau 2 : Molécules a action neuroprotectrice pravée chez I'animal
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2. Effet neuroprotecteur de la lamotrigine
i. Effet neuroprotecteur chez I'animal et 'lhomme

Parmi I'ensemble des antiépileptiques évalués, esdal lamotrigine a prouvé un effet

neuroprotecteur chez l'animal. Il est important mger que cette molécule a également

prouvé son efficacité dans les modéles animauxastsv.

- Modéle d’excitotoxicité par le kainate sur coupéigpocampe de rat (Calabresi et al,
2003 ; Longo et al, 1995) et état de mal convutsifiit par le kainate chez le rat (Maj et
al, 1998)

- Modéle d’hypoxie-ischémie chez la gerbille (Shueital, 1995 ; Wiard et al, 1995) et le
rat (Papazisis et al, 2008) et modéle d’ischémieel&rones striataux de rat en culture
(Calabresi et al, 2003)

- Modéle d'ischémie-reperfusion chez le rat (Crumenal, 1997)

- Modéle d’intoxication mitochondriale par la rotémro(Kim et al, 2007), le 3-NP (Lee et
al, 2000) ou le malonate (Connop et al, 1997)

Dans I'ensemble de ces modéles, les auteurs retieeomme mode d’action neuroprotecteur

principal I'inhibition présynaptique de la libérati de glutamate secondaire a I'inhibition des

canaux sodium voltage-dépendants.

Dans les cas d’essai de neuroprotection chez I'nemes résultats sont plus mitigés. Bien
que la lamotrigine ait prouvé son efficacité daasmodéle de maladie de Parkinson par
intoxication au MPTP chez la souris, il n’a pas ®ié en évidence d’effet antiparkinsonien
chez 'homme lors d’une étude randomisée en daaN®eigle avec cross over (Shinotoh et al,
1997). Dans le cas du modeéle de maladie de Hupotingtn'a été caractérisé chez ’lhomme
gu’une diminution de la chorée et une amélioraigmptomatique selon I'autoévaluation des

patients inclus (Kremer et al, 1999). Il est a najee I'étude du modele de maladie de
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Huntington par intoxication au 3-NP chez le ratibaeené des résultats contradictoires : Lee
et al ont prouvé un effet neuroprotecteur (Leel,2@00) a la difference de Wu et al (Wu et
al, 2006). Enfin, la lamotrigine n’a pas permisrdearder I'évolution de la sclérose latérale

amyotrophique dans deux études (Ryberg et al, 2&8@3n et al, 1993).

ii. Voies de neuroprotection possibles
Plusieurs voies semblent impliquées dans l'effairogrotecteur de la lamotrigine chez
I'animal. La lamotrigine présente la particulagfégir simultanément sur six voies déléteres :
1) Elle diminue le stress oxydatif (Eren et al, 20T ufan et al, 2008),
2) Elle augmente le taux de GABA (Cunningham e2@Q0)
3) Elle inhibe les canaux sodium voltage-dépend@€uis et al, 1997 ; Zona et al, 1997 ; Xie
et al, 1995). Il est intéressant de noter quededile des canaux sodium voltage-dépendants,
en plus de permettre une épargne d’ATP pour lesones en état de stress énergétique,
modulerait I'action de la microglie dont lI'impligabh dans la neurodégénérescence est
aujourd’hui clairement établie (Black et al, 2008).
4) Elle inhibe les canaux potassium voltage-dépetsd@runze et al, 1998)
5) Elle stimule la neurogenése par augmentatiotadaroduction de BDNF (Chang et al,
2008)
6) Elle exercerait un effet inhibiteur direct sar formation du pore mitochondrial ce qui
semblerait pouvoir expliquer son effet neuropra@ectdans les modéles d’intoxication
mitochondrial par le MPTP (Jones-Humble et al, 1984grue et al, 2007), par la roténone

(Kim et al, 2007 ; Costa et al, 2008) ou encorel@@-NP (Lee et al, 2000).

Concernant les autres antiépileptiques, I'étuddadéttérature permet de distinguer trois

groupes selon le mécanisme d’action des différemtel&cules. Le |évétiracétam doit étre
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séparé en raison de son mode daction spécifigaelévétiracétam inhibe la libération
présynaptique des neurotransmetteurs (Yang e0@r)2

Un premier groupe est constitué des molécules gumettent un rééquilibrage de la balance
GABA-glutamate afin de lutter contre I'excitotoXi&i: vigabatrin, gabapentine, tiagabine,
prégabaline, clonazépam. Ces molécules ont un mddetion potentiellement
neuroprotecteur univoque et n'ont pas prouve deffénéfigue en dehors de modeles
animaux d’ischémie basés essentiellement sur lansgpglutamatergique (Traa et al, 2008 ;
Igbal et al, 2002 ; Abel et al, 1992). Nous n'avopar ailleurs pas prouvé d'effet
neuroprotecteur dans le modele MPTP tel qu'exglidians I'article 3. Il convient de noter
que ces molécules n'agissent pas sur les canauxinsoet calcium en dehors du cas
particulier de la gabapentine et de la prégabajueexerceraient leur effet antalgique par
association exclusive a la sous uni#® du canal calcium voltage-dépendant de type P/Q

(Bian et al, 2006). Cette absence d’inhibition d&saux sodium pourrait expliquer cet échec.

Un deuxieme groupe est représenté par la carbamazép topiramate et la phénytoine. Ces
molécules rééquilibrent également la balance GABAagnate, mais exercent de plus un
effet inhibiteur sur les canaux sodium voltage-aéjamts (Rush et al, 1997 ; Xie et al, 1995).
La carbamazépine a prouvé un effet bénéfique apt@sication a la roténone in vitro (Costa
et al, 2008) mais pas apres MPTP (Lagrue et al7 2QIbnes-Humble et al, 1994). Le
topiramate n’'a pas prouvé d'effet bénéfique apré&sTRl (Lagrue et al, 2007) et n'a pas été
testé dans les modeles 3-NP et roténone. La phiéeytest quand a elle incompatible
pharmacologiquement avec le modéle MPTP et n'aépagestée dans les modéles 3-NP et
roténone. Ces éléments soulignent le fait que ibitlbn des canaux sodium voltage-

dépendants ne semblent pas promouvoir une neuegpimt a elle seule. Une action
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simultanée sur les différentes voies de neuroptiotedel que réalisé par la lamotrigine

semble donc nécessaire.

Une troisieme catégorie de molécules comprendaniatrigine, le riluzole et le valproate de

sodium semble pouvoir présenter ces propriétés rwab. Le riluzole :

1) Diminue le stress oxydatif (Storch et al, 20p8a) effet sur la protéine kinase C (Noh et al,
2000)

2) Diminue l'apoptose par modulation de I'interférendogene de type 1 (Achour et al, 2009)
et induction du heat shock factor 1 (Yang et aQ®0

3) Stimule la neurogenése par induction du BDNR@Kegemba et al, 2002)

4) Inhibe fortement les canaux sodium voltage-ddpets (Stefani et al, 1997)

Le riluzole a montré un effet bénéfique a plusieemmises dans le modéle MPTP (Diguet et
al, 2005 ; Obinu et al, 2002 ; Araki et al, 2001isncet effet n’a pas été retrouvé en clinique
chez les patients atteints de syndrome parkinsquiig (Bensimon et al, 2009). Le riluzole

est également neuroprotecteur en modele 3-NP (Gatyak, 1997) et malonate (Kaal et al,

2000) et apres lésion ischémique de la moelle &@inchez le rat (Lang-Lazdunski et al,

2000). Enfin le riluzole est la seule thérapeutigefficace dans la sclérose latérale
amyotrophique chez 'homme (Miller et al, 2007) neéan 'augmentation de la durée de vie
n'est que d’environ trois mois. Il est a noter gpkisieurs propriétés potentiellement

neuroprotectrices sont partagées par le riluzola keimotrigine. Ces propriétés de diminution
de l'excitotoxicité, d’augmentation du GABA et deomotion de la neurogenése par
augmentation du BDNF associées a l'inhibition desmatix sodium voltage-dépendants

pourrait donc expliquer la neuroprotection appopa&eces molécules.
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La derniere molécule a effet pléiotrope, le valpeode sodium exerce egalement des effets
neuroprotecteurs potentiels multiples :

1) Il diminue le stress oxydatif (Andreazza et28l08)

2) Il diminue I'apoptose par inhibition de la glyene synthétase kinase 3 (Kim et al, 2005),
up régulation de Bcl2 (Creson et al, 2009) et inidmcde la heat shock protein 70 (Pan et al,
2005)

3) Il stimule la neurogenese GABA (Laeng et al,£00

4) 1l inhibe les canaux sodium et calcium voltaggehdants (Albus et Williamson, 1998 ;
Kito et al, 1994)

Le valproate de sodium présente un effet bénéfigies intoxication par le malonate
(Morland et al, 2004) et en association au lithidams un modele souris de sclérose latérale
amyotrophique (Feng et al, 2008). Il n'a pas étdctelans les modeles 3-NP et roténone.
Nous l'avons testé sans succes dans le modele NIRIGPue et al, 2007). Les raisons de cet
échec sont possiblement la pharmacocinétique phétie de ce produit chez la souris qui
élimine rapidement le valproate, ou encore l'intdoan faible mais existante avec le
cytochrome P450 2D6 qui empécherait la détoxificagn nor-MPTP et aggraverait donc la
toxicité du MPTP (Coleman et al, 2006 ; Wen et 2001). La recherche d'un effet
neuroprotecteur du valproate de sodium dans le ol TP a plus forte dose nous
paraitrait a envisager. Il nous paraitrait d’ayieet utile de vérifier 'absence d’altération du
complexe | apres administration de valproate déusodll est en effet connu de longue date
que l'administration de ce médicament chez leseptdiatteints de maladie mitochondriale
peut accélérer leur détérioration neurologiquengtagner une défaillance hépatique, mais cet
effet semble lié & une altération du complexe Vi@t du complexe | (Ponchaut et al, 1992).

Cet élément justifierait donc d’étre vérifié plus @étail.
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En conclusion, seules des molécules a effet ptpetitelles que la lamotrigine, le valproate
de sodium ou le riluzole semble pouvoir exerceefiet neuroprotecteur chez I'animal, mais
la transposition en pratique clinique reste endaéleate.

Cette neuroprotection ne peut se concevoir aujburd’qu’en tenant compte de

'environnement neuronal constitué principalemerdr gdes astrocytes et les cellules
microgliales. Ces deux populations gliales jouemt effet un réle majeur dans la

physiopathologie des maladies neurodégéenératives.a€pect va étre développé dans la

derniere partie de notre discussion.

C. Coopération neurones-glie et métabolisme énerggtie

1. Coopération neurones-glie
I. ROle des astrocytes
a. Astrocytes et neurodégénérescence
Les astrocytes sont impliqués, avec les cellulesragliales, dans les lésions neuronales
secondaires a la défaillance énergétique par iimdédiaire de [|'excitotoxicité
glutamatergique et du stress oxydatif. Le TiN#oduit par les cellules microgliales activées
par les neurones en apoptose (cf paragraphe lii.L.ithhibe en effet la recapture du
glutamate par les astrocytes par down regulatiotratisporteur du glutamate GLT1 (Zhou et
Crews, 2005). Les astrocytes produisent par adleurNO qui s’associe aux radicaux libres
pour former du peroxynitrite qui lese les neuromeais également les astrocytes eux méme.
L’exposition des astrocytes au NO déclenche uneégplation du métabolisme du glutathion
qui limite rapidement le stock de cette molécukpomsable de la détoxification du peroxyde
d’hydrogéne HO, (Heales et al, 2004). Cette carence aggrave dostréss oxydatif. Ceci

souligne les relations étroites entre neuronestet@ytes.
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b. Astrocytes et métabolisme énergétique
Les astrocytes n’exercent pas seulement un roktedé| ils sont également responsables du
soutien meétabolique et trophique des neurones a&lxgils fournissent du lactate et
différentes neurotrophines. La notion longtempsnitéfe que le glucose constituerait le seul
composeé énergétique utilisable par les neuroneé8 battue en bréche par la découverte que
ces cellules peuvent également métaboliser le teagteoduit par les astrocytes en cas
d’activité métabolique neuronale intense. Mc llwaih le premier durant les années 1950 a
émettre I'hypothése d’une collaboration métaboligearono-gliale (Mc llwain, 1951). Cette
théorie a depuis été prouvée principalement paleftelet Magistretti et est aujourd’hui
communément dénommeée sous le terme de « glutatiawalated astrocyte-neuron lactate
shuttle ». En cas de fonctionnement synaptiqueesoutle glutamate libéré dans la fente
synaptique est recapté par les astrocytes assadés dons sodium. Ces ions sodium sont
relargués dans I'espace péri cellulaire en échdegeotassium par la Na+/K+ ATPase avec
transformation d’ATP en ADP. L'ADP est retransforrag@ ATP par la phosphoglycérate
kinase avec production de lactate. Le lactaterasstéré de I'astrocyte au neurone par les
transporteurs de monocarboxylates MCT. Il est aloésabolisé en pyruvate qui est pris en
charge dans le cycle des acides tricarboxyliquas dd générer de 'ATP. Ce phénoméne
permet de coupler l'activité excitatrice de la gysm et la production d’ATP (Pellerin et al,
2007 ; Pellerin et Magistretti, 1996 ; Pellerirgistretti, 1994).
Cet élément souligne I'importance des astrocytes dia résistance a I'agression énergétique
et le fait que cette population pourrait constituae cible de neuroprotection. Il a ainsi été
prouvé que l'augmentation de la population d’astres en co-culture neurones-astrocytes

protege les neurones de la déplétion en ATP secerslaMPTP (Smeyne et al, 2005).
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c. Astrocytes et neuroprotection
Comme évoqué antérieurement, les astrocytes exemenle neuroprotecteur en plus de leur
réle métabolique lors d’'une agression énergétigas.astrocytes secretent en effet différentes
substances neurotrophiques aprés lésion neurqgueiei lesquelles les principales sont le
TG et la fractalkine (Streit et al, 2005). Ce mécar@sde neuroprotection met en jeu les
relations astrocytes-microglie : la microglie aégvlibere de linterleukine-1 (IL-1) qui

stimule la production de F@Fet de GDNF par les astrocytes (Morale et al, 2006)

ii. R6le de la microglie
a. Microglie et neurodégeénérescence

La microglie, qui représente 10% des cellules neuronales du cerveau, joue également un
réle majeur dans la neurodégénérescence. La ressanee de résidus phosphatidyl sérine
au niveau de la membrane cellulaire des neuroneapeptose déclenche une activation
microgliale et la production de NO, d’ILBlet de prostaglandine E2 en particulier (Minghetti
et al, 2005). Ces composeés sont a 'origine dehdsneuronales par stress oxydatif. Le role
majeur de la microglie est connu dans la maladi®akinson, la maladie d’Alzheimer, la
maladie d’Huntington et la sclérose latérale anpgtique (Shin et al, 2007 ; Block et Hong,
2005). Takeuchi et al ont montré le role centralTdNiFa. dans I'activation microgliale et
I'excitotoxicité glutamatergique : le TNF libéré par la microglie stimule de maniére
autocrine la libération de glutamate par up regamatle la glutaminase (Takeuchi et al,
2006). Il s’y associe I'inhibition de la recaptude glutamate par les astrocytes déja évoquée
antérieurement (Zou et Crews, 2005), ces deux ractaombinées créant une surcharge
glutamatergique délétére pour les neurones. Leagmale I'activation microgliale semble
donc constituer un axe de neuroprotection intérésfiaa ainsi été prouvé que l'inhibition de

la microglie par la minocycline protege les neusode l'action du MPTP (Wu et al, 2002). |l
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est également démontré que la microglie exprimiérgifits canaux sodiques et que l'activité
de ces canaux régule le fonctionnement microgi#hdk et al, 2008). Les inhibiteurs des
canaux sodiques tels que la lamotrigine, la phéngtou le riluzole pourrait donc exercer en
partie leur effet neuroprotecteur par une modutatle I'activité microgliale. La phénytoine
réduit ainsi lI'activation microgliale dans un moelele sclérose en plaques (Craner et al,

2005).

b. Microglie et neuroprotection
Le r6le de la microglie ne se limite néanmoins asnme pour les astrocytes, a un effet
inflammatoire délétére. Les cellules microglialésretent en effet elles aussi des facteurs
neurotrophiques tels que la MAP kinase,xBFou encore I'lL-1 qui stimule la libération de
neurotrophines par les astrocytes comme vu antérient. Une éventuelle action sur les
cellules microgliales devrait donc inhiber le rgkge de cytokines et de glutamate sans

altérer la sécrétion de neurotrophines.

2. Evaluation du statut énergétique cellulaire partermédiaire de
récepteurs rétroviraux
Notre étude étant centrée sur la sensibilité de<CNfB stress énergétique, nous avons
souhaité mieux caractériser le métabolisme du gkiat du phosphate (qui entre dans la
composition de I'ATP) au sein de cette structur@udN avons pour cela tenté d’évaluer
I'expression du transporteur du glucose de typ8LIUT-1) et des transporteurs du phosphate
inorganique de type 1 (Pitl) et de type 2 (Pit2)sdle striatum et la substance noire de souris
témoins et intoxiquées par le MPTP. Les transpostde nutriments constituent en effet des
molécules cibles qui participent a la régulationlaleroissance et a la survie des cellules en

contrdlant le niveau intracellulaire de nutriment®us avons donc réalisé un marquage par
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immunofluorescence de GLUT-1, Pitl et Pit2 en saiit des ligands extracellulaires
spécifiques dérivés de gamma et delta rétrovirus.

GLUT-1 est le principal transporteur du glucose raveau cérébral. Son expression est
connue pour étre modulée in vitro par la déprivatna glucose (von der Crone et al, 2000),
I'hypoxie-ischémie (Vannucci et al, 1996) ou encpee les toxiques mitochondriaux (Ebert
et al, 1995). Notre hypothese était que I'expressi®@ GLUT-1 serait up régulée apres stress
énergétique. Nous avons mis en évidence une expmefssble et diffuse du GLUT-1 dans le
striatum et la SN, avec présence de quelques cetpdaires plus spécifiguement marqués
dans le cas du striatum. Ces résultats nous onipele valider I'utilisation de ces traceurs
innovants in vivo chez la souris. Nous n’avons gamtre pas retrouvé de modification de
I'expression de surface de GLUT-1 aprés intoxicato MPTP. Ceci nécessite en effet des
études quantitatives plus poussees et cet écheblesgrobablement lié en partie a des
difficultés de localisation de la SN qui devraitupoir étre résolus par la réalisation de co-
marquages GLUT-1-TH.

Nous avons lors de la méme étude déterminé laillitbn de GLUT-1 dans le cortex, le
corps calleux, I'hippocampe et le cervelet. Nousravcaractérisé un marquage d’aspect
neuronal dans le cortex et un marquage des celtldeBurkinje du cervelet, ce qui est en
opposition avec la notion communément admise qtramsporteur du glucose neuronal est le
GLUT-3 (Simpson et al, 2008). Nous envisageonséddiser des co-marquages GLUT-1-
NeuN pour confirmer ces résultats. Le mode de mrdalu du ligand HRBD spécifique du
GLUT-1 rend en effet impossible toute réaction s#ei avec GLUT-3 (Manel et al, 2003). Il
convient de noter que les anticorps utilisés pesinharquages immunohistochimiques chez la
souris ou le rat reconnaissent I'extrémité N-teatendu récepteur, a la différence de notre
ligand spécifique de I'extrémité C-terminale. Lligation de ces anticorps met en évidence

une expression de GLUT-1 dans le cortex de la salgitype vasculaire au niveau de la
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BHEet non cellulaire probablement neuronale comaresaotre cas (Choeiri et al, 2002). La
spécificité des anticorps pour lI'extrémité N-teralen pourrait expliquer I'absence de
détection d’'une expression de GLUT-1 de faible aivelans les neurones en comparaison
d’une forte expression de GLUT-3.

Nous avons également retrouvé une expression deTdlLpar les oligodendrocytes de la
substance blanche au niveau du corps calleux, alesefiux du striatum et des pédoncules
cérébraux. Ceci est en accord avec la littératdahér et al, 1994).

Concernant I'expression des transporteurs du plowspmous avons mis en évidence une
modification qualitative de I'expression de Pitlndda SN. L’aspect réticulé du marquage
Pitl chez les souris témoins n'a en effet pas é®uvé chez les souris intoxiquées par le
MPTP. L'expression des transporteurs du phosphabeganique dans le striatum et la
substance noire n’étant pas connue, l'interprétati® ces résultats reste difficile et nécessite
des études complémentaires.

Ainsi, I'évaluation du statut énergétiqgue des noygtis centraux par utilisation de ligands
dérivés de delta et gamma rétrovirus nous semblagiteuse. Ces ligands pourraient en effet
permettre d’établir un «phénotype meétabolique »luleére sous des conditions
physiopathologiques variées. Nous poursuivons Hetaent ces recherches au sein de notre

laboratoire.
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V. CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

A. Conclusions

Ce travail nous a donc permis de valider I'utiisatdu modéle d’intoxication par le MPTP

chez la souris comme modéle de SL de I'enfant. fdieentériné ce pré-requis nécessaire,
nous avons par la suite pu évaluer le caractereopmtecteur des antiépileptiqgues qui
constituent pour nous une classe thérapeutique hd& en raison de leurs propriétés
complémentaires. Nous avons ainsi prouvé que latlagime est neuroprotectrice dans notre
modele, les autres antiépileptiqgues n’'ayant pastm@ateffet bénéfique.

Nos données viennent s’ajouter a celles déja riiegepar des techniques d’imagerie.
L’ensemble de ces recherches a pour but de déwslappong terme un traitement curatif

pour les maladies mitochondriales de I'enfant gstent a ce jour incurables.

B. Perspectives

Afin de poursuivre et compléter ce travail, nousissigeons de mettre en ceuvre divers axes

de recherche :

Un premier axe concerne la poursuite de I'étudéetiet neuroprotecteur de la lamotrigine,

cet axe se divisant en trois parties :
1) Dans le but d'une utilisation ultérieure de eetholécule en pratique clinique,
plusieurs étapes de validation s’avérent nécessaireus souhaitons donc vérifier par
microTEP chez la souris que la lamotrigine présdmém un effet neuroprotecteur
stable dans le temps et qu'elle ne retarde pas lamngmt I'expression de la
neurotoxicité du MPTP. Nous souhaitons égalemesietda lamotrigine en modéle
MPTP chez le primate dont la physiologie est phagipe de la physiologie humaine.
2) Afin de mieux déterminer les mécanismes paruelsgla lamotrigine exerce son

effet neuroprotecteur, nous envisageons d’évaleestiess oxydatif et I'activation
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microgliale sous lamotrigine, ainsi que de doser clemplexe | de la CR
mitochondriale en présence de ce médicament.

3) Nous souhaitons enfin rechercher un éventueadt eff/nergique bénéfique de
I'association de la lamotrigine a d’autres molésugissant sur des voies non ciblées
par la lamotrigine telle que la chélation du fetaddres molécules candidates sont a
I'étude dans le cadre du Réseau National congtidndes équipes impliquées dans la
prise en charge des affections mitochondriales g®ésarammel) avec notamment
les centres de Paris (Necker, A.Munich), PoitidisJ@ber), Angers (D.Bonneau) et

Bordeaux (D.Lacombe).

Un deuxieme axe concerne [l'utilisation du valprodéesodium chez les enfants atteints de
maladie mitochondriale. Nous souhaiterions en eWétifier I'absence d'inhibition du
complexe | lors de 'administration de valproatesdeium. Ceci pourrait avoir des débouchés

en pratique clinique humaine.

Un troisieme et dernier axe concerne 'étude d#idaxibution des transporteurs de nutriments
GLUT-1, Pitl et Pit2 dans le cerveau de souris agaapres intoxication par le MPTP. Nous

espérons pouvoir réaliser des co-marquages GLUTe@NNdans le cortex de souris témoins
afin de valider I'expression neuronale de GLUT4hsaque des co-marquages GLUT-1-TH

dans le striatum et la SN afin d’affiner nos réatisltconcernant I'expression de GLUT-1 dans
le réseau nigro-strié. Cette approche pourrait pérende developper de nouveaux outils pour
caractériser in situ le statut énergétique neuronal

En conclusion, il convient de ne pas oublier qué@eail se fonde sur notre pratique clinique

guotidienne au coté de nos petits patients domtdlaration du pronostic et de la qualité de

vie reste notre préoccupation premiere et guideemserches.
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ET NEUROPROTECTION
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Résumeé

Les noyaux gris centraux (NGC) une cible commueendmbreuses encéphalopathies métaboliques e

dégénératives de l'enfant. Parmi I'ensemble desadie$ avec altération des NGC, nous nous sommes

intéressés aux maladies mitochondriales en raisaodnées de la littérature qui attestent du réteral de Ia

mitochondrie dans la neurodégénérescence. Nous aemtré notre étude sur le syndrome de Leigh ¢8BL

constitue la maladie mitochondriale la plus frédaechez I'enfant. Nous avons généré un modéle ddeSL
'enfant chez la souris C57BL/6J a 35 jours de par utilisation du MPTP qui inhibe le complexe |

mitochondrial. Nous avons ensuite recherché untéeémrffet neuroprotecteur des antiépileptiquessdze
modele. Nous avons ainsi prouvé l'effet neuropreteac de la lamotrigine. Cet effet neuroprotectesir

probablement expliqué par la multiplicité des vaiésction de cette molécule : diminution du strexgdatif,

inhibition de la microglie, augmentation du GABAjhibition des canaux sodium et potassium voltage-

dépendants, stimulation de la production de BDNRHebition directe de la formation du pore mitociirial.

Mots clefs : mitochondrie, neurodégénérescence, RJRTTP, antiépileptiques, lamotrigine

Résumé en anglais

The basal ganglia are affected in several metabolicdegenerative encephalopathies in childhoocrigall
these encephalopathies, we focused on mitochordisahses given data from the literature which dimse
the mitochondrion pivotal role in neurodegeneratidfe specifically centred our work on Leigh synde|

(LS), which represents one of the most frequenbchibndrial disorders in childhood. We first genedata

childhood LS model in C57BL/6J mice (35 days oldyough MPTP intoxication, which inhibits the

mitochondrial complex | in the respiratory chaine\ftien evaluated the potential neuroprotectivecefieanti
convulsants (AC) in this model. We finally provdtht lamotrigine is neuroprotective in our LS modéiis

neuroprotective effect might rely on lamotrigine Itiple and synergistic actions: oxidative streswdadng,

m

microglial inhibition, GABA increase, sodium andtassium voltage —dependent channels inhibition, BDN

up regulation, mitochondrial pore direct inhibition

Keywords: mitochondrion, neurodegeneration, MPTIPPAanticonvulsants, lamotrigine
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