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Résumé 

Le réseau dopaminergique nigro-strié, qui est une composante des noyaux gris centraux 

(NGC), est lésé dans de nombreuses encéphalopathies métaboliques et dégénératives de 

l’enfant parmi lesquelles on compte des altérations du métabolisme du cuivre ou du fer, des 

aciduries organiques, des anomalies du cycle de l’urée ou des atteintes mitochondriales. Parmi 

l’ensemble des maladies avec altération des NGC, nous nous sommes intéressés aux maladies 

mitochondriales en raison de données de la littérature qui attestent du rôle central de la 

mitochondrie dans la neurodégénérescence au cours du développement et du vieillissement. 

L’implication d’une défaillance mitochondriale est ainsi établie dans la pathologie des 

maladies d’Alzheimer, de Parkinson et d’Huntington et de la sclérose latérale amyotrophique. 

Nous avons plus particulièrement centré notre étude sur le syndrome de Leigh (SL) qui 

constitue la maladie mitochondriale la plus fréquente chez l’enfant. Nous avons ainsi dans un 

premier temps généré un modèle de SL de l’enfant chez la souris C57BL/6J à 35 jours de vie 

par utilisation du MPTP, un toxique qui inhibe le complexe I mitochondrial. Nous avons 

ensuite recherché un éventuel effet neuroprotecteur des antiépileptiques (AE) dans ce modèle 

pharmacologique. Notre intérêt pour les AE découle du fait qu’ils inhibent certains canaux 

ioniques ATP-dépendants. Ils favorisent donc une épargne d’ATP et pourraient ainsi remettre 

en adéquation la consommation énergétique cellulaire avec les capacités de production d’ATP 

diminuées en période de stress métabolique. Certains AE pourraient également promouvoir un 

environnement protecteur pour les neurones en raison de leur effet anti glutamatergique, pro 

GABAergique et stabilisateur de membrane. Les AE présentent enfin une pharmacocinétique 

et un profil de tolérance très favorable chez l’enfant. Nous avons ainsi prouvé l’effet 

neuroprotecteur de la lamotrigine dans notre modèle de SL de l’enfant. Cet effet 

neuroprotecteur est probablement expliqué par la multiplicité des voies d’action de cette 

molécule : diminution du stress oxydatif, inhibition de la microglie, augmentation du GABA, 

blocage des canaux sodium et potassium voltage-dépendants, stimulation de la production de 

BDNF et inhibition directe de la formation du pore mitochondrial. Notre étude étant centrée 

sur la sensibilité des NGC au stress énergétique, nous avons enfin souhaité mieux caractériser 

le métabolisme du glucose et du phosphate au sein de cette structure. Nous avons donc réalisé 

un marquage par immunofluorescence du transporteur du glucose de type 1 et des 

transporteurs du phosphate inorganique de type 1 et 2, en utilisant des ligands extracellulaires 

spécifiques dérivés de rétrovirus.  

Mots clefs : mitochondrie, neurodégénérescence, MPTP, ATP, antiépileptiques, lamotrigine 
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Résumé en anglais 

The nigro-striatal network is part of the basal ganglia, which are involved in motricity, 

learning, and emotions. This network is affected in several metabolic and degenerative 

encephalopathies in childhood, including iron and cooper metabolism disorders, organic 

acidurias, urea cycle deficits, and mitochondrial diseases. Among all these encephalopathies, 

we focused on mitochondrial diseases given all the data from the literature which underline 

the pivotal role of mitochondria in neurodegeneration. A mitochondrial failure is well 

established in stroke, Alzheimer’s disease, Parkinson’s disease, Huntington’s disease and 

amyotrophic lateral sclerosis. We specifically centred our work on Leigh syndrome (LS), 

which represents one of the most frequent mitochondrial disorders in childhood. We first 

generated a childhood LS model in C57BL/6J mice (35 days old) through MPTP intoxication, 

which inhibits the mitochondrial complex I in the respiratory chain. We then evaluated the 

potential neuroprotective effect of anti convulsants (AC) in this model. Our interest for AC 

arises from the fact that they inhibit several ATP-dependent ion channels. Such properties 

promote ATP sparing and therefore provide an opportunity to adapt the cellular energy 

consumption to the limited ATP availability during the energetic distress. Some AC could 

also promote a protective environment for neurons since they exhibit anti glutamatergic, pro-

GABAergic and membrane stabilization properties. Lastly, AC are well tolerated in humans 

even in early childhood. We proved that lamotrigine is neuroprotective in our LS model. This 

neuroprotective effect might rely on lamotrigine multiple and synergistic actions: oxidative 

stress lowering, microglial inhibition, GABA increase, sodium and potassium voltage-

dependent channels inhibition, BDNF up regulation, mitochondrial pore direct inhibition. 

Since our study is focused on the basal ganglia sensibility to energetic stress, we studied the 

glucose and phosphate metabolism in this structure. We thus performed immunofluorescence 

staining for the glucose transporter type 1 and the phosphate transporter type 1 and 2 using 

specific extracellular ligands derived from retroviruses.  

Keywords: mitochondrion, neurodegeneration, MPTP, ATP anti convulsants, lamotrigine 
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I. INTRODUCTION GENERALE 

La première partie de ce travail a pour but d’expliciter les différentes notions anatomiques, 

biochimiques, pharmacologiques, moléculaires et physiopathologiques nécessaires à la 

compréhension de la problématique développée dans la partie expérimentale de cette thèse. 

Nous décrirons, en premier lieu, les noyaux gris centraux (NGC) et le système 

dopaminergique qui s’établit au sein de ces noyaux. Notre intérêt pour les NGC découle de 

leur atteinte spécifique au cours de nombreuses encéphalopathies métaboliques et 

dégénératives de l’enfant. Au sein de l’ensemble des maladies avec altération des NGC, nous 

nous sommes centrés sur l’étude des maladies mitochondriales et, plus particulièrement, en 

raison de sa fréquence sur le syndrome de Leigh (SL) que nous détaillerons.  

De nombreux résultats expérimentaux soulignent en effet le rôle central de la mitochondrie 

dans l’apparition et l’évolution des maladies neurodégénératives. Nous préciserons ces 

aspects dans un second temps de l’introduction. 

Le développement d’un modèle valide de SL nous semblait donc utile chez l’enfant afin de 

pouvoir tester l’efficacité de diverses stratégies de neuroprotection. Nous avons eu recours au 

1-méthyl-4-phényl-1, 2, 3, 6 tétrahydropyridine (MPTP) dont les propriétés pharmacologiques 

seront explicitées dans un troisième temps. Parmi les axes de neuroprotection existants, nous 

décrirons enfin, dans un quatrième et dernier temps de cette partie introductive, les arguments 

qui nous ont amené à retenir les antiépileptiques comme molécules candidates. 

 

A. Les noyaux gris centraux et la neurotransmission dopaminergique 

Ce premier chapitre a pour but de décrire l’anatomie et la physiopathologie du système 

dopaminergique impliqué dans les maladies dégénératives avec atteinte des NGC tel que le 

SL. 
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1. Anatomie et organisation fonctionnelle des noyaux gris centraux 

Les noyaux gris centraux sont une structure impliquée dans le contrôle de la posture et des 

mouvements du corps et dans les processus cognitifs d’apprentissage et de régulation des 

émotions (Afiki, 2003 ; Graybiel et al, 1994).  

Les NGC sont constitués de plusieurs structures anatomiquement proches et 

fonctionnellement interconnectées nommées striatum (constitué du noyau caudé et du 

putamen), pallidum, noyau sub thalamique et substance noire (SN), divisée en SN pars 

compacta et SN pars reticulata (Fig. 1).  

 

 

Figure 1 : Anatomie et organisation fonctionnelle des noyaux gris centraux (d’après H.Fournié) 

Schéma d’une coupe frontale de cerveau humain passant par les NGC. 

Les NGC sont constitués du striatum (noyau caudé et putamen), du thalamus, du pallidum  

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

 

Le fonctionnement des NGC implique l’intervention de divers neurotransmetteurs parmi 

lesquels le glutamate, le GABA et la dopamine (DA) (Mora et al, 2008). Nous nous sommes 

intéressés plus particulièrement au sein des NGC au réseau dopaminergique nigro-strié (cf 

chapitre ii) 2)) qui relie la SN au striatum. Le système dopaminergique exerce en effet une 

modulation du contrôle moteur, participe aux phénomènes d’apprentissage, de régulation des 

cortex

striatum

D2  récepteursD1

pallidum 
externe

noyau sub
thalamique
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thalamus

inhibition

stimulation
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émotions et a un rôle neurodéveloppemental (Smidt et al, 2003). Le réseau nigro-strié est lésé 

dans de nombreuses encéphalopathies métaboliques et dégénératives de l’enfant par altération 

du métabolisme du cuivre, du fer, ou du métabolisme énergétique mitochondrial par exemple 

(Saudubray et Charpentier, 1995).  

Le réseau nigro-strié est constitué par les afférences dopaminergiques émises de la substance 

noire pars compacta vers le striatum qui émet lui-même des efférences pour la SN pars 

reticulata. On distingue deux principales voies fonctionnelles : 1) la voie trans striatale directe 

(SN pars compacta � striatum � SN pars reticulata) qui active le cortex par désinhibition des noyaux 

de sortie, tandis que 2) la voie indirecte transsubthalamique (SN pars compacta � striatum � 

pallidum externe � noyau sub thalamique � SN pars reticulata) l’inhibe, permettant la terminaison et 

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

 

2. La neurotransmission dopaminergique 

i. Principales voies de neurotransmission dopaminergique  

Le système dopaminergique des mammifères et des rongeurs qui inclue les NGC comprend en 

plus de la voie nigro-striée deux autres voies majeures nommées voie tubéro-infundibulaire et 

voie méso-cortico-limbique, elle-même divisée en voie méso-corticale et voie méso-limbique 

(Fig. 2) 

Les neurones de la voie tubéro-infundibulaire ont leur corps cellulaires dans les noyaux 

arqués et se projettent sur l’hypophyse où ils contrôlent la sécrétion de prolactine par les 

cellules lactotropes. Les neurones de la voie nigro-striée ont comme vu précédemment leur 

corps cellulaires dans la SN, projettent sur le striatum et exercent principalement des 

fonctions de régulation motrice.  

La voie méso-cortico-limbique émerge quand à elle de 2 noyaux. Les axones issus du 

tegmentum ou aire tegmentale ventrale (ATV) innervent le cortex frontal et le système 
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limbique (septum, amygdale). Les axones issus du noyau accumbens (NA) innervent le 

thalamus, le striatum, le mésencéphale et également l’ATV afin de permettre un rétrocontrôle 

par le NA des influx qu’il reçoit de l’ATV. La voie méso-corticale est impliquée dans le 

contrôle des fonctions cognitives et de l’apprentissage tandis que la voie méso-limbique 

constitue le réseau anatomique à l’origine des conduites affectives et des phénomènes de 

récompense (Lindvall et al, 1984). 

 

 

Figure 2 : Les principales voies dopaminergiques du système nerveux central des mammifères 

(d'après Lindvall et Björklund, 1984).  

A. voie nigro-striée, B. voie méso-cortico-limbique et C. voie tubéro-infundibulaire.  

Abréviations : a, noyau accumbens; ar, noyau arqué; BO, bulbe olfactif; CCA, cortex cingulaire antérieur; 

CE, cortex entorhinal; cp, noyau caudé-putamen; CPF, cortex préfrontal; em, éminence médiane; hl, 

noyau latéral de l'habénula; lc, locus cœruleus; MDG, groupe mésencéphalique dopaminergique; NA, 

noyau amygdalien; pi, cortex piriforme; sl, noyau septal latéral et tu, tubercule olfactif. 
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ii. Rôles physiopathologiques du système dopaminergique 

La DA présente au niveau des NGC et du réseau nigro-strié constitue l’un des principaux 

neuromédiateurs du système nerveux central (SNC) en raison de l’importance et de la 

multiplicité des phénomènes physiopathologiques dans lesquelles elle est impliquée.  

La DA exerce en premier lieu un rôle central au cours du développement du SNC. Des 

expériences d’intoxication prénatale à la cocaïne (qui entraîne une augmentation de la DA 

cérébrale) ont ainsi permis de prouver l’apparition d’anomalies de développement du cortex 

telles qu’une croissance dendritique aberrante (Levitt et al, 1997). Ces anomalies sont 

prédominantes au niveau des zones riches en afférences dopaminergiques et rares dans les 

zones innervées en majorité par des terminaisons sérotoninergiques et noradrénergiques 

(Jones et al, 1996). 

Sur le plan physiologique, la DA régule à la fois comme vu antérieurement des fonctions 

motrices par la voie nigro-striée et des fonctions cognitives par la voie méso-cortico-limbique. 

Une altération du métabolisme dopaminergique est en cause dans diverses affections 

neurologiques telles que la maladie de Parkinson (Hamani et Lozano, 2003), l’autisme 

(Makkonen et al, 2008), le syndrome d’hyperactivité avec déficit attentionnel (Tripp et 

Winckens, 2008) ou la schizophrénie (Murray et al, 2008). 

 

iii. Biosynthèse, stockage et libération de la dopamine 

La DA ne passe pas la barrière hémato encéphalique. Ce neurotransmetteur est donc 

synthétisé in situ au niveau des corps cellulaires et des terminaisons synaptiques des neurones 

dopaminergiques. Le précurseur de la DA est la tyrosine qui est elle-même synthétisée à partir 

de la phénylalanine par action de la phénylalanine hydroxylase. La tyrosine est convertie en 

dihydroxyphénylalanine ou L-DOPA par la tyrosine hydroxylase (TH) qui représente 

l’enzyme limitante de la synthèse de la DA (Fig. 3). La TH est une enzyme cytosolique qui 
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nécessite comme cofacteurs de la tétrahydroptérine, des molécules d’oxygène et de fer. La L-

DOPA est enfin transformée en DA par l’action de la Dopa décarboxylase (Siegel et al, 2005).  

TH
TYROSINE DOPA DOPAMINE

3-MT

DOPAC

HVA

3-OMD

COMT

DD

COMT

MAO + AD

AD + 
COMT

 

Figure 3 : Biosynthèse et catabolisme de la dopamine  

AD = Aldéhyde déshydrogénase, COMT = Catéchol - O - Méthyl – Transférase,   

DD = DOPA décarboxylase, MAO = Monoamine oxydase, TH = tyrosine hydroxylase. 

 

La DA nouvellement synthétisée est de localisation cytoplasmique. Cette DA peut 

secondairement être stockée au sein de deux types de vésicules via le transporteur vésiculaire 

des monoamines VMAT2. Le premier type de vésicules est représenté par 20% des vésicules 

présynaptiques qui contiennent de la DA nouvellement synthétisée (comme dans le pool 

cytoplasmique) et qui sera relarguée préférentiellement. Le deuxième type de vésicules est 

représenté par des vésicules non disponibles pour un relargage immédiat (Kapatos et 

Zigmond, 1977). 

La libération de la DA peut s’effectuer soit par un phénomène calcium-dépendant, soit par un 

phénomène calcium indépendant. Dans la modalité calcium dépendante la dépolarisation 

neuronale induit l’entrée d’ions calcium puis la libération de la DA par exocytose des 

vésicules de stockage (Kelly, 1993). Dans la modalité calcium indépendante, il survient un 

transport reverse au niveau du transporteur de la dopamine (DAT) qui assure normalement la 

recapture de la DA depuis la fente synaptique (Leviel, 2001). 
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iv. Catabolisme de la dopamine 

Le métabolisme de la DA est réalisé soit par les monoamine oxydase A et B, soit par la 

catéchol-O-méthyl transférase. Les MAO-A et -B sont localisées au niveau de la membrane 

externe mitochondriale des neurones et des cellules gliales respectivement. La COMT est une 

enzyme extracellulaire associée à la membrane neuronale. La DA présente dans la 

terminaison présynaptique est métabolisée par la MAO-A neuronale en acide 

dihydroxyphénylacétique (Dopac). Le Dopac est ensuite transformé par la COMT dans la 

fente synaptique en acide homovanilique (HVA). La DA présente dans la fente synaptique est 

quand à elle transformée par la COMT en 3-méthoxytyramine, elle-même transformée par la 

MAO-B gliale en HVA. Les taux de Dopac rendent ainsi majoritairement compte de l’activité 

métabolique cellulaire alors que l’HVA reflète le catabolisme de la DA libérée dans la fente 

synaptique. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

La dopamine libérée dans la fente synaptique est recaptée à 80% par son transporteur 

membranaire DAT, qui contrôle ainsi l’intensité et la durée d’action de la DA dans la synapse. 

Le DAT représente ainsi un marqueur moléculaire dont l’étude donne un reflet assez fidèle du 

métabolisme dopaminergique in vivo.  

Le DAT est une protéine membranaire présynaptique composée de 12 segments 

transmembranaires dont les extrémités N et C terminales sont intra-cytoplasmiques. La 

séquence de 620 acides aminés du DAT est très conservée puisque le DAT humain possède 

98% de similitude avec celui du rat (Giros et al, 1992) ce qui souligne le rôle probablement 

majeur de cette molécule au cours du développement. Le transport par le DAT est un 

cotransport Na+ Cl- consommateur d’énergie apportée par le gradient de concentration en ions 

Na+ et K+ généré par la pompe Na+/K+ ATPase.  

 

Nous avons donc décrit dans ce chapitre la structure et le fonctionnement des NGC qui sont 

lésés au cours de nombreuses encéphalopathies métaboliques et dégénératives de l’enfant. Au 

sein de l’ensemble des maladies avec altération des NGC, nous nous sommes centrés sur 

l’étude des maladies mitochondriales. Nous rappellerons donc à ce stade certains éléments de 

la physiologie mitochondriale. 

 

B. Le métabolisme énergétique mitochondrial 

Ce deuxième chapitre a pour but d’expliciter la structure de la chaine respiratoire (CR) 

mitochondriale et du pore mitochondrial, de définir la notion de mort cellulaire programmée 

par apoptose et de montrer le rôle central de la mitochondrie dans les phénomènes de 

neurodégénérescence aussi bien chez l’adulte au cours du vieillissement que chez l’enfant au 

cours du développement. 
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1.  Structure de la chaîne respiratoire mitochondriale 

Le fonctionnement enzymatique cellulaire en particulier le fonctionnement des canaux 

ioniques ATP-dépendants tel que le DAT requiert de l’énergie essentiellement extraite des 

molécules d’adénosine triphosphate (ATP). L’ATP est produit à 90% par le cycle de Krebs et 

par la phosphorylation oxydative mitochondriale au niveau de la chaîne respiratoire (CR), 

constituée de cinq complexes enchâssés dans la membrane interne mitochondriale (Fig.5) : le 

complexe I ou NADH CoQ oxydoréductase, le complexe II  ou succinate deshydrogénase, le 

complexe III ou coenzyme Q cytochrome C oxydoréductase, le complexe IV ou cytochrome 

C oxydaseet le complexe V ou ATPase (Berg et al, 2006).  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5 : Schéma de la chaîne respiratoire mitochondriale 

 

2. Pore mitochondrial (mitochondrial permeability transition pore) 

Le pore mitochondrial (TP) est une structure multimoléculaire qui permet le transfert du 

calcium de la matrice mitochondriale vers le cytosol. Le dogme établi depuis plusieurs années 

à propos de la structure du TP est qu’il résulterait de l’assemblage de trois molécules 

principales : le canal ionique voltage dépendant (VDAC), l’adénine nucléotide translocase 

(ANT) et la cyclophiline D (Fig. 6). Le VDAC comporterait deux conductances calciques, 

l’ANT serait responsable de l’ouverture-fermeture du pore par utilisation d’ATP et la 
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cyclophiline D aurait un rôle de stabilisation conformationnelle. Mais cette notion a été 

remise en cause récemment par l’étude de souris knock-out pour ces différents constituants et 

la nature exacte du TP reste donc à déterminer (Juhaszova et al, 2008). 

 

 

 

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

(d’après Abou-Sleiman, 2006) 

 

De nombreuses hypothèses concernant le fonctionnement du TP sont également à confirmer, 

mais son implication dans la mort cellulaire et le stress oxydatif est aujourd’hui prouvée 

(Crompton, 1999). Le stress oxydatif secondaire à la diminution du contenu cellulaire en ATP 

entrainerait le maintien du TP en conformation ouverte (d’où une surcharge calcique 

cytosolique) et provoquerait la destruction de la membrane externe mitochondriale (d’où la 

libération du cytochrome C intra mitochondrial). Ces deux phénomènes déclencheraient le 
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phénomène d’apoptose. La charge calcique entretenant par elle-même l’ouverture du TP, le 

phénomène deviendrait rapidement irréversible, y compris en cas de restauration du contenu 

cellulaire en ATP. 

 

3. Voies d’apoptose caspases-dépendante et caspases-indépendante 

L’apoptose ou mort cellulaire programmée est un processus physiologique au cours du 

développement, mais également observé en pathologie et particulièrement dans les maladies 

neurodégénératives (Friedlander, 2003). L’apoptose est caractérisée sur le plan 

morphologique par la formation de corps apoptotiques : le cytoplasme et le noyau se 

condensent, les mitochondries et la chromatine s’agrègent et l’acide désoxyribonucléique 

(ADN) est clivé. Deux voies distinctes conduisent à l’apoptose : une voie caspase-dépendante 

et une voie caspase-indépendante (Fig. 7).  

La voie caspase-dépendante peut être activée par différents stimuli : diminution des facteurs 

neurotrophiques, suractivation des récepteurs glutamatergiques, stress oxydatif, altération de 

l’ADN. Le stimulus initial active la libération de molécules telles que JNK et p53 qui 

induisent l’expression et la translocation mitochondriale des facteurs pro apoptotiques Bax et 

Bak. Le stress oxydatif active également l’ouverture du pore mitochondrial d’où la libération 

massive de cytochrome C qui se lie à Apaf 1 et à la procaspase 9 pour constituer 

l’apoptosome. La procaspase 9 est alors clivée en caspase 9 qui active la caspase 3, d’où 

l’initiation du processus apoptotique (Li, 2008). 

La mise en jeu de la voie caspase-indépendante est secondaire à la suractivation des 

récepteurs glutamatergiques : l’enzyme NAD-dépendante PARP1 est activée et déclenche la 

libération des molécules pro apoptotiques AIF et endonucléase G depuis la mitochondrie (au 

lieu du cytochrome C dans la voie caspase-dépendante). AIF se transloque alors dans le noyau 

et déclenche la fragmentation de l’ADN (Van Loo, 2001 ; Yu, 2003). 
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Figure 7 : Apoptose dépendante de la mitochondrie 

(d’après Friedlander, 2003) 

 

4.  Etapes réversibles de la cascade lésionnelle mitochondriale 

Une déficience de la synthèse d’ATP par la CR a pour conséquence une souffrance cellulaire, 

encore réversible à un stade initial, mais qui va rapidement déclencher l’apoptose par une 

triple voie : peroxidation lipidique par stress oxydatif, activation de la voie AMP kinase, 

dérégulation calcique et excitotoxicité par ouverture du pore mitochondrial (Brini, 2003).  

L’inhibition de la CR entraine en premier lieu la genèse d’ion superoxyde qui s’associe au 

monoxyde d’azote (NO) produit par les cellules microgliales pour constituer le peroxynitrite à 
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l’origine de la peroxydation lipidique. Le NO est produit après activation de la forme 

inductible de son enzyme de synthèse nommée NO synthase (Schulz et al. 1997). Le NO 

stimule par ailleurs la libération de calcium à partir du réticulum endoplasmique et déclenche 

donc l’ouverture du pore mitochondrial (Jacobson et al, 2002). Enfin les complexes de la CR 

sont eux-mêmes oxydés d’où une aggravation de la carence énergétique et l’irréversibilité 

rapide du phénomène (Jacobson et al, 2005).  

La défaillance énergétique peut aussi déclencher un phénomène d’apoptose direct médié par 

la voie de l’AMP kinase. L’AMP kinase est un senseur du statut énergétique cellulaire activé 

par l’augmentation du rapport AMP/ATP suite à la diminution d’ATP. La phosphorylation de 

l’AMP kinase permet en cas de stress énergétique de courte durée de bloquer les processus 

consommateurs d’ATP est d’activer les voies de production d’ATP indépendantes de la 

mitochondrie pour tenter de normaliser le rapport AMP/ATP. En cas de persistance du 

manque d’ATP, la libération de facteurs apoptotiques se produit et la cellule entre en apoptose 

(Shaw et al, 2004). 

La carence énergétique entraîne enfin l’apoptose par un phénomène de dérégulation calcique 

et d’excitotoxicité glutamatergique. La libération du calcium intra mitochondrial dans le 

cytosol par ouverture du pore mitochondrial est encore réversible au stade immédiat 

(« immediate Ca2+ deregulation »), mais évolue secondairement vers un stade irréversible 

(« delayed Ca2+ deregulation ») (Nicholls et al, 2003). La dépolarisation neuronale partielle 

par manque d’énergie entraîne par ailleurs une surcharge en glutamate extracellulaire et 

l’activation des récepteurs NMDA. L’association de ces deux phénomènes pathologiques 

déclenche le processus d’apoptose. 

Ces éléments soulignent l’intrication majeure des différentes voies pathologiques qui mènent 

toutes à l’apoptose. Les premières étapes de l’ensemble de ces réactions sont supposées 

réversibles et les axes développés en neuroprotection reposent sur cette réversibilité 
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potentielle. La lutte conjointe contre l’accumulation de calcium, de glutamate et de NO 

permettrait ainsi de prévenir les lésions cellulaires consécutives à la défaillance énergétique 

mitochondriale. La prise en compte de la coexistence des deux types de mort cellulaire 

caspase-dépendante et caspase-indépendante semble d’autre part nécessaire. 
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Figure 8 : Cascade lésionnelle mitochondriale 

 

5. Pathologies neuro dégénératives de l’adulte  

La dépense énergétique intense des neurones et leur dépendance au glucose explique qu’ils 

constituent une cible privilégiée en cas de stress métabolique par défaillance de la CR 

mitochondriale (Beal, 1995). Le SNC est en particulier sensible au stress oxydatif en raison de 

sa consommation élevée en oxygène, de sa densité en acides gras polyinsaturés 
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membranaires, de ses capacités anti oxydantes faibles  et d’un stock ferreux important dans 

certaines régions (Rego et Oliveira, 2003).  

L’implication d’une défaillance mitochondriale est ainsi établie dans la pathologie des 

accidents vasculaires cérébraux ou médullaires, des maladies d’Alzheimer, de Parkinson et 

d’Huntington et de la sclérose latérale amyotrophique (pour revue, Mattson et al, 2008). 

L’existence d’un splicing alternatif (en faveur des isoformes de plus petite taille) secondaire à 

la carence en ATP a été récemment démontrée dans un modèle animal de défaillance 

mitochondriale par intoxication au paraquat (Maracchioni et al, 2007). La survenue des 

maladies dégénératives à un âge avancé est également expliquée par l’altération du génome 

mitochondrial : le fonctionnement de la CR mitochondriale diminue, le contenu en calcium 

intracellulaire augmente (Squier et Bigelow, 2000) et la susceptibilité du pore au calcium est 

majorée (Mather et Rotenberg, 2000). 

Dans le cas de la maladie d’Alzheimer, plusieurs points attestent de l’altération 

mitochondriale : le métabolisme énergétique cérébral mesuré par tomographie par émission de 

positons (TEP) est réduit (Mosconi et al, 2008) et  l’activité du complexe III de la CR est 

diminuée (Maurer et al, 2000). Ces atteintes seraient secondaires à la surcharge en peptide β 

amyloïde (Aβ) qui augmente la production de radicaux libres, diminue la production d’ATP et 

déclenche un stress calcique chez des neurones en culture (Hashimoto et al, 2003). Le peptide 

Aβ déclenche également l’apoptose caspase-dépendante (Darios et al, 2005).  

Dans le cas de la maladie de Huntington, l’étude de lignées de souris mutantes a permis 

d’établir que le trafficking des protéines mitochondriales est altéré (Chang et al, 2006)et que 

les mitochondries se dépolarisent pour une charge calcique moindre (Panov et al, 2002), avec 

une ouverture du pore par conséquent plus facile (Choo et al, 2004).  Enfin les neurones 

mutants ont une sensibilité augmentée à l’excitotoxicité (Fernandes et al, 2007). 
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Dans le cas de la maladie de Parkinson, le rôle de la mitochondrie semble central. Une 

diminution du complexe I de la CR est ainsi présente chez les patients atteints de la forme 

sporadique de cette maladie (Swerdlow et al, 1996). La surexpression dans des neurones en 

culture de la protéine α-synucléine (protéine qui entre dans la constitution des corps de Léwy 

accumulés dans les neurones altérés) majore le stress oxydatif (Hsu et al, 2000) et augmente 

la vulnérabilité cellulaire à l’apoptose caspase-dépendante (Tanaka et al, 2001). Dans 

certaines formes de maladie de Parkinson génétique (mutation des gènes parkin et PINK1), 

l’implication de la mitochondrie est également démontrée. Les souris avec mutation du gène 

parkin ont ainsi une diminution des complexes I et IV de la CR (Palacino et al, 2004). Les 

souris knock out pour le gène PINK1 ont des mitochondries de morphologie anormale et dont 

la dépolarisation est aberrante (Exner et al, 2007).  

 

6. Les encéphalopathies métaboliques et dégénératives de l’enfant 

i. Clinique des maladies avec atteinte des NGC chez l’enfant 

Une atteinte des NGC est également en cause dans diverses encéphalopathies métaboliques et 

dégénératives de l’enfant. Parmi celles-ci, on compte des anomalies du métabolisme du fer, 

du cuivre, des aciduries organiques, des anomalies du cycle de l’urée, différents déficits de la 

CR mitochondriale et le SL. Ils sont également lésés en cas d’hypoxie-ischémie en période 

périnatale chez un enfant à terme. 

Comme nous l’avons vu antérieurement, les NGC sont impliqués dans le contrôle de la 

posture et des mouvements du corps et dans les processus cognitifs d’apprentissage. L’atteinte 

des NGC se traduit en conséquence cliniquement par une atteinte motrice et une régression 

cérébrale. Le phénotype moteur inclue le plus souvent une dystonie, des mouvements 

anormaux de type choréo athétosiques ou balliques, une ataxie, une hypotonie axiale avec 

hypertonie périphérique, un syndrome parkinsonien (Thomas et al, 2004). 
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L’atteinte spécifique des NGC est également détectable radiologiquement par scanner ou 

imagerie par résonance magnétique (IRM). Ainsi, dans le cas des maladies 

neurodégénératives avec accumulation intra cérébrale de fer, la surcharge en fer se traduit par 

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

 

ii. Le syndrome de Leigh 

Nous nous sommes plus spécifiquement intéressés dans ce travail au SL. Le SL est la maladie 

mitochondriale la plus fréquente, avec une prévalence estimée de 2,05 enfants pour 10000, 

tandis que la prévalence des maladies mitochondriales dans leur ensemble est estimée entre 

7,5 et 8,7 enfants pour 10000 (Castro-Gago et al, 2006). Ce syndrome a été initialement décrit 

comme une encéphalomyélite nécrosante subaiguë du nourrisson ou de l’enfant. Ses critères 

diagnostiques incluent aujourd’hui une atteinte cognitive et motrice progressive avec retard 

mental, hypotonie, mouvements anormaux, dégénérescence du tronc cérébral (TC) et des 

NGC et souvent augmentation du taux de lactate dans le sang et/ou dans le liquide céphalo 

rachidien (Bernier et al, 2002).  

Les lésions radiologiques mettent typiquement en évidence des anomalies de signal du TC et 

des NGC à un stade précoce, suivi d’une nécrose des NGC (Piao et al, 2006, Schiff et al, 

2006). Yang et al ont ainsi pratiqué une IRM chez 65 patients avec SL. Cinquante huit soit 

90% des sujets avaient des lésions nécrotiques symétriques des NGC, du thalamus et de TC. 

La nécrose avec perte neuronale a été confirmée par l’autopsie (Yang et al, 2006).  

Le SL est secondaire à un déficit de production d’énergie dans la mitochondrie, par déficit en 

pyruvate deshydrogénase, déficit en pyruvate carboxylase, ou déficit en complexe de la CR. 

Parmi ces déficits en complexe de la CR, les complexes I et IV (cf. schéma Fig. 5) sont le plus 

fréquemment atteints (Malfatti et al, 2007, Lebon et al, 2007).  
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Figure 9: IRM d’un patient présentant un syndrome de Leigh 

L’IRM met évidence des anomalies de signal à type d’hyposignal T1 et hypersignal T2 au 

niveau des putamen, globus pallidus, noyaux caudés et thalamus, sans effet de masse.          

Cet aspect est évocateur de syndrome de Leigh mais peut aussi s’observer dans l’acidémie 

méthylmalonique, la maladie de Wilson, le syndrome d’Hallervorden-Spatz                             

et différentes intoxications (méthanol, CO, cyanure). 

 

 iii. Susceptibilité des NGC au cours du développement 

Les NGC semblent donc présenter une susceptibilité particulière à la souffrance énergétique 

d’origine mitochondriale. La défaillance mitochondriale a été prouvée chez l’homme dans 

différentes maladies avec atteinte des NGC. Dans le cas de l’acidémie méthylmalonique, des 

dérivés de l’acide méthylmalonique en excès (propionyl-CoEnzyme A, 2-méthylcitrate et 

malonate en particulier) inhiberaient de manière synergique la CR mitochondriale et le cycle 

de Krebs et seraient à l’origine des lésions du globus pallidus (Kölker et al, 2003). 

La défaillance énergétique mitochondriale constituerait le pivot de ces différentes maladies, 

mais doit être interprétée en tenant compte des interactions neurones-astrocytes (cf. IIIc), de la 

maturation du SNC en développement, du terrain génétique et de facteurs environnementaux 

(Strauss et Morton, 2003). 
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De multiples éléments interviendraient ainsi potentiellement dans l’altération des NGC et en 

particulier du striatum et expliquerait l’atteinte âge-dépendante :  

1.La demande métabolique cérébrale est élevée (débit sanguin et production d’ATP) et 

augmente durant les trois premières années de vie, d’où une susceptibilité à la 

défaillance énergétique. 

2.L’expression des récepteurs NMDA est majorée durant le développement cérébral et 

facilite le déclenchement d’une réaction excitotoxique. 

3.Les facteurs pro apoptotiques, tel que Bcl-xL, sont abondamment exprimés afin de 

permettre la synaptogenèse et contribue à la survenue d’une apoptose en cas de stress 

cellulaire. 

4.L’atteinte conjointe des astrocytes altère le métabolisme du potassium, du glutamate et 

de la dopamine et entraine la libération de NO. 

Les NGC constituent donc une cible commune aussi bien chez l’adulte durant le 

vieillissement que chez l’enfant durant le développement. L’établissement d’un modèle de 

lésion des NGC secondaire à une souffrance énergétique d’origine mitochondriale nous a 

donc paru justifié. 

 

C. Le MPTP 

1. Métabolisme du MPTP 

Le tableau constitué lors d’une défaillance de la production énergétique mitochondriale peut 

être mimé par l’utilisation d’inhibiteurs des complexes mitochondriaux. Il existe au-delà de la 

susceptibilité globale des NGC une susceptibilité régionale mise en évidence par l’utilisation 

de différentes toxines. Le MPTP et la roténone (qui inhibent le complexe I) lèsent ainsi les 

neurones dopaminergiques de la SN, tandis que l’acide malonique ou l’acide 3 nitro-

propionique (3NP) (qui inhibent le complexe II) lèsent les neurones épineux du noyau caudé 
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et du putamen (Bonsi P et al, 2006). Nous avons choisi d’utiliser le MPTP afin de tenter de 

développer un modèle murin de SL par déficit en complexe I de la CR mitochondriale. 

Le MPTP a été isolé à la fin des années 1970 dans un analogue synthétique de l’héroïne après 

constatation de nombreux cas de syndromes parkinsoniens chez des toxicomanes (Langston et 

al, 1983). Son utilisation dans des modèles animaux de maladie de Parkinson s’est ensuite 

généralisée durant les années 1990, avant même que la propriété d’inhibition mitochondriale 

du MPTP ne soit connue.  

Le MPTP administré chez l’animal par voie intra péritonéale (ip) est hautement lipophile et 

traverse la barrière hémato-encéphalique (BHE) librement. Il est transformé en un premier 

métabolite nommé MPDP+ par action de la MAO-B au niveau des astrocytes, puis le MPDP+ 

est supposé s’auto oxyder en un métabolite actif nommé MPP+. Le MPP+ est une molécule 

polaire qui ne peut donc pas diffuser librement au travers des membranes. Le MPP+ se lie au 

DAT pour lequel il présente une haute affinité ce qui explique la sélectivité du MPTP envers 

les neurones dopaminergiques (Bezard et al, 1999). Le MPP+ peut ensuite soit rester dans le 

cytoplasme et interagir avec différentes enzymes, soit être concentré dans la mitochondrie où 

il inhibe majoritairement le complexe I de la chaîne respiratoire mais aussi les complexes III 

et IV (Mizuno et al, 1987).  

La cellule nerveuse peut lutter contre l’accumulation du MPP+ par deux mécanismes : elle 

peut le stocker dans des synaptosomes par transfert par le transporteur vésiculaire des 

monoamines VMAT2 ou le dégrader en un métabolite inactif nommé nor MPTP par action du 

cytochrome P450 (Upadhya et al, 2001). 

 

2. Influence de l’âge et de la lignée sur la neurotoxicité du MPTP 

Il est important de noter que la sensibilité du réseau nigro-strié à la neurotoxicité du MPTP est 

dépendante de la lignée de souris utilisée et de l’âge des animaux. La sensibilité augmente 
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progressivement entre 2 et 24 mois pour ensuite se stabiliser. Cette dépendance à l’âge serait 

liée, selon les auteurs, à l’augmentation contemporaine du taux de MAO-B (Irwin et a l, 

1992), à une activation microgliale plus marquée chez la souris adulte (Sugama et al, 2003) à 

une production accrue de radicaux libres (Ali et al, 1994), ou encore à l’accumulation de 

lésions de l’ADN mitochondrial (Mandavilli et al, 2000). 

La lignée de souris la plus couramment utilisée est la C57BL/6J en raison de sa sensibilité au 

MPTP. Cette susceptibilité serait liée au profil immunologique particulier de cette lignée 

(profil Th1) avec production de diverses cytokines après intoxication par le MPTP (IL-10, IL-

12(p40), IL-13, IFN-γ, MCP-1 and TNF-α). Cette production de cytokines n’est pas retrouvée 

dans le LCR des souris de la lignée BAL/B peu sensibles au MPTP (Yasuda J et al, 2008). 

Une activation différentielle de la voie c-Jun/JNK (voie pro apoptotique) serait également en 

cause : c-Jun serait fortement induit par le MPTP chez les souris C57BL/6J mais pas dans la 

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

 

3. Mécanismes d’action du MPTP 

Le MPP+ exerce son effet neurotoxique selon des modalités multiples aussi bien dans la 

mitochondrie que dans le cytosol des neurones dopaminergiques. Au niveau de la 

mitochondrie, le MPP+ inhibe majoritairement le complexe I de la chaîne respiratoire, mais 

aussi les complexes III et IV (Mizuno et al, 1987). Il s’ensuit une déplétion en ATP et la 

production d’ion superoxyde qui s’associe au NO produit par les cellules microgliales pour 

constituer du peroxynitrite (Cleeter et al, 1991). Le peroxynitrite détruit les protéines, les 

lipides et l’ADN. Parmi les protéines altérées, le peroxynitrite inactive la TH par nitration (. 

L’altération de L’ADN induit la machinerie de réparation dont l’enzyme PARP (poly(ADP-

ribose) polymérase) qui aggrave la défaillance mitochondriale par consommation du NAD 

(Przedborski et al, 2000). 
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Au niveau cytosolique, le MPTP active la voie NF-КB. NF-КB est une molécule maintenue à 

l’état quiescent dans le cytoplasme par des protéines inhibitrices de la famille des IКB 

(inhibitrices de NF-КB). Le MPTP provoque la phosphorylation des IКB qui sont 

ubiquitinylées et dégradées par le protéasome. Les signaux de localisation nucléaire des sous-

unités NF-KB sont ainsi démasqués, le complexe NF-KB libre peut pénétrer dans le noyau, se 

lier aux sites spécifiques de l'ADN et activer la transcription de gènes codant pour des 

protéines de l’inflammation ou des facteurs pro apoptotiques (Ghosh et al, 2007) 

Le MPTP provoque également l’accumulation de fer dans les neurones dopaminergiques. Le 

MPTP déclenche la destruction des enzymes de régulation du métabolisme du fer par le 

protéasome après ubiquitinylisation. Le fer ainsi accumulé se combine aux radicaux libres 

pour produire des radicaux hydroxyles à fort pouvoir oxydant qui sont impliqués dans la 

neurodégénérescence du réseau nigro-strié (Youdim, 2003). 

MPTP MPTP MPDP+ MPP+
MAO B auto oxydation

DAT

MPP+

VMAT2
synaptosomes

dégradation en 
nor MPTPaccumulation dans la mitochondrie

inhibition forte du complexe I
inhibition faible des complexes III et IV

carence énergétique MORT
CELLULAIRE

activation microgliale
libération de ROS et NO

PEROXIDATION
LIPIDIQUE

activation de PARP

consommation de NAD

astrocytes

ouverture du PTP

APOPTOSE

glutamate

EXCITOTOXICITE

TH

DAT

lactate

dopa

nitration de 
la TH

cyt P450

activation
de NFКB

accumulation de fer

peroxy
nitrite

 

Figure 10 : Mécanismes d’action du MPTP 
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4. Les modèles d’intoxication par le MPTP 

Le MPTP peut être administré selon de multiples paradigmes en fonction des caractéristiques 

biochimiques et neuropathologiques recherchées. La voie d’administration peut ainsi être 

orale, sous cutanée, ip, ou stéréotaxique intra striatale. La voie ip est la plus couramment 

utilisée en raison de la reproductibilité des lésions induites. Le calendrier d’injection peut 

consister en une unique injection (intoxication aiguë), en 4 injections sur la même journée 

(intoxication subaiguë), ou en une injection quotidienne durant 5 jours (intoxication 

chronique). Les intoxications aiguë et subaiguë entrainent une dégénérescence du réseau 

nigro-strié par mort cellulaire non apoptotique, tandis que l’intoxication chronique déclenche 

une apoptose prépondérante (Jackson-Lewis et Przedborski, 2007). Il n’existe donc pas un 

modèle MPTP mais des modèles MPTP développés par les équipes de recherche selon leurs 

besoins pour étudier les différents aspects de la neurodégénérescence dopaminergique. Nous 

avons choisi de recourir au modèle MPTP d’intoxication subaiguë afin de valider l’atteinte 

nigro-striée secondaire à la défaillance énergétique, puis de tester des molécules 

neuroprotectrices candidates. 

 

D.  Propriétés neuroprotectrices éventuelles des antiépileptiques 

1. Le concept de neuroprotection 

La recherche en neuroprotection concerne actuellement un ensemble de maladies très diverses 

qui inclue les maladies neurodégénératives citées antérieurement mais aussi l’hypoxie-

ischémie périnatale, les accidents vasculaires cérébraux (AVC), les traumatismes crânio-

encéphaliques et rachidiens, la sclérose en plaque et le glaucome (Yenari et al, 2008). Les 

deux écueils principaux sont l’absence d’efficacité d’une molécule ou l’impossibilité de son 

utilisation chez l’homme en raison d’effets indésirables. De nombreux cas d’échec en 

recherche clinique après preuve d’un effet neuroprotecteur chez l’animal sont ainsi connus. 
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Un des exemples les plus frappants est celui de la recherche de molécules neuroprotectrices 

en phase aiguë d’AVC. De multiples études précliniques ont établi l’efficacité de différentes 

classes thérapeutiques (antagonistes glutamatergiques, bloqueurs de canaux ioniques, anti 

inflammatoires, anti radicaux libres) sans démontrer par la suite d’efficacité clinique (pour 

revue, Hill, 2007). Dans le cas de l’étude du facteur neurotrophique βFGF, le groupe traité a 

même présenté un devenir péjoratif par rapport au groupe placebo (Alzheimer et al, 2002). 

Il est donc nécessaire de définir précisément la population étudiée, les critères d’étude, la 

fenêtre thérapeutique et le dosage utilisé. Il convient, enfin, de garder à l’esprit qu’une 

combinaison de molécules, ou l’utilisation de molécules avec modes d’action pléiotrope peut 

être préférable afin d’agir sur les différents mécanismes synergiques de mort cellulaire mis en 

jeu dans la neuro dégénérescence que l’on cherche à prévenir.  

 

2. Recherche de molécules candidates 

La recherche de molécules candidates en neuroprotection est essentiellement basée sur les 

connaissances physiopathologiques apportées par l’étude des modèles animaux des maladies 

humaines et sur les propriétés pharmacologiques des différentes classes thérapeutiques à 

disposition. Dans le cas de la défaillance énergétique d’origine mitochondriale, les principales 

classes de molécules testées avec succès ont été des modulateurs énergétiques (carnitine, 

créatine, coenzyme Q10, acides gras polyinsaturés (Virmani et al, 2005)), des molécules anti 

radicaux libres et NO (Grünblatt et al, 2000), des anti inflammatoires (Esposito et al, 2007), 

des antagonistes glutamatergiques (Mitchell et Carroll, 1997), des agonistes dopaminergiques 

(Schapira, 2002), des chélateurs du fer (Lan et Jiang, 1997), des inhibiteurs des canaux 

calciques (Mandel et al, 2003), des composés anti apoptotiques (Eberhardt et Schulz, 2003) et 

des facteurs neurotrophiques (Nagatsu et Sawada, 2005). 
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Le choix innovant de tester des antiépileptiques dans notre modèle a reposé sur le fait qu’ils 

présentent plusieurs caractéristiques pharmacologiques à potentiel neuroprotecteur. En effet, 

les antiépileptiques inhibent certains canaux ioniques ATP-dépendants. Ils favorisent donc 

une épargne d’ATP et pourraient ainsi remettre en adéquation les capacités de production 

d’ATP diminuées en période de stress métabolique avec la consommation énergétique 

cellulaire. Certains antiépileptiques pourraient également promouvoir un environnement 

protecteur pour les neurones en raison de leur effet anti glutamatergique, pro GABAergique et 

stabilisateur de membrane (Czapinski et al, 2005, Urenjak et Obrenovitch, 1998). 

Les antiépileptiques présentent par ailleurs une pharmacocinétique et un profil de tolérance 

très favorable chez l’enfant. Les doses à utiliser pour obtenir des taux plasmatiques efficaces 

comparables à ceux de l’adulte sont connus (Hwang et al, 2008 ; Toublanc et al, 2008 ; 

Reimers et al, 2007 ; Tallian et al, 2004 ; French et al, 2003 ; Battino et al, 1997) et les effets 

indésirables sont peu fréquents à de telles doses (Bootsma et al, 2008 ; Shechter et al, 2005 ; 

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

 

3. Pathologies pour lesquelles un effet neuroprotecteur des AE est connu 

Les pathologies pour lesquelles les antiépileptiques ont prouvé un effet en dehors du champ 

de l’épileptologie lui-même sont multiples et incluent principalement des maladies 

neuropsychiatriques telles que la migraine (Frediani, 2004), les douleurs neuropathiques 

(Eisenberg, 2007), le tremblement essentiel (Frima et Grünewald, 2006), l’ischémie cérébrale 

(Hanon et Klitgaard, 2001), le trouble bipolaire (Weisler et al, 2006), la schizophrénie (Hosak 

et Libiger, 2002) ou encore l’anxiété (Johanessen Landmark, 2008). 
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4. Mécanismes connus de neuroprotection par les antiépileptiques 

Les mécanismes par lesquels les antiépileptiques exerceraient leur effet neuroprotecteur sont 

multiples : 

- Effet anti canaux ioniques ATP dépendants : phénytoïne et riluzole (Ates et al, 

2007), carbamazépine et topiramate (Costa et al, 2006), lamotrigine (Kapoor, 

2008), valproate de sodium (Ragsdale et Avoli, 1998) 

- Effet anti radicalaire : valproate de sodium (Wang et al, 2003), lamotrigine 

(Papazisis et al, 2008), gabapentine (Baydas et al, 2005) 

- Effet anti excitotoxique (anti glutamatergique et pro GABAergique) : topiramate 

(Sfaello et al, 2005), valproate de sodium (Feng et al, 2008), felbamate (Palmer, 

2001), tiagabine (Yang et al, 2000) 

- Effet anti apoptotique : valproate de sodium (Kim et al, 2005) 

- Effet pro neurogenèse : carbamazépine et lamotrigine (Chang et al, 2008) 

Certaines voies potentiellement neuroprotectrices (effet anti inflammatoire et effet anti 

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

 

5. Critères de choix des antiépileptiques utilisés dans le modèle MPTP 

Parmi les 19 antiépileptiques commercialisés actuellement, l’exclusion de plusieurs molécules 

a été justifiée en raison d’interaction pharmacologiques avec le MPTP. Les antiépileptiques 

qui inhibent la MAO-B (tel que la phénytoïne par exemple) ou induisent le cytochrome P450 

(tel que le phénobarbital par exemple) diminuent en effet la neurotoxicité du MPTP par 

diminution de son métabolite actif le MPP+ et semblent de ce fait faussement 

neuroprotecteurs. Nous avons donc finalement testé 7 antiépileptiques couramment utilisés : 

lamotrigine (Lamictal®), lévétiracétam (Keppra®), gabapentine (Neurontin®), 

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

Lévétiracétam (Keppra) 
Probable action sur le relargage 

des neurotransmetteurs 

Vigabatrin (Sabril) Gabamimétique indirect 

Gabapentine (Neurontin) 
- Gabamimétique indirect 

- Action sur les canaux calcium voltage-dépendants 

Prégabaline (Lyrica) 
- Gabamimétique indirect 

- Action sur les canaux calcium voltage-dépendants 

Tiagabine (Gabitril) Gabamimétique indirect 

Clonazépam (Rivotril) Benzodiazépines (gabamimétique direct) 

Lamotrigine (Lamictal) Inhibiteur des canaux sodium voltage-dépendants 

 

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

A. Présentation des articles 

Au terme de la synthèse bibliographique de ce travail, nous pouvons donc formuler deux 

séries de constatations issues des données de la littérature : 

1) La première série de constatations concerne la susceptibilité particulière des NGC et 

plus spécifiquement du réseau nigro-strié : Le réseau nigro-strié est lésé dans de nombreuses 

encéphalopathies métaboliques et dégénératives de l’enfant bien que ces affections soient 

d’origine très diverses : anomalies du métabolisme du fer (maladie d’Hallervorden-Spatz, 

maladie de Friedreich), du cuivre (maladie de Wilson, maladie de Menkes), aciduries 

organiques (acidémie méthylmalonique, propionique, glutarique, isovalérique), anomalies du 

cycle de l’urée, déficits de la CR mitochondriale ou encore hypoxie-ischémie en période 

périnatale chez un enfant à terme. Cette susceptibilité serait expliquée par les étapes 

physiopathologique communes décrites au cours de ces maladies, avec comme acteur central 

la mitochondrie. En effet, l’implication de la mitochondrie et du métabolisme énergétique 

dans les pathologies neurodégénératives est aujourd’hui parfaitement établie tant chez l’adulte 

que chez l’enfant. Une défaillance de la production d’ATP au sein de la CR mitochondriale 

déclenche en effet une cascade de réactions pathologiques qui incluent le stress oxydatif, 

l’excitotoxicité glutamatergique et la dérégulation calcique et se concluent par la mort 

neuronale par apoptose, comme nous l’avons détaillé dans la partie introductive. 

Ces éléments nous ont conduits à formuler l’hypothèse selon laquelle l’utilisation d’un 

toxique de la CR mitochondriale permettrait de développer un modèle de dégénérescence du 

réseau nigro-strié par stress énergétique et plus spécifiquement un modèle de SL. Comme 

nous l’avons vu, le SL constitue en effet l’affection mitochondriale la plus fréquente de ce 

groupe chez l’enfant. La caractérisation d’un modèle animal de SL nous semblait donc utile 

afin de pouvoir tester ensuite l’efficacité de diverses stratégies de neuroprotection. Ce modèle 
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est innovant dans la mesure où les principaux modèles animaux d’altération mitochondriale 

actuellement utilisés sont i) soit des modèles génétiques nécessitant la mise en œuvre de 

techniques lourdes et spécifiques (Ohsawa et al, 2008) ii) soit des modèles nécessitant 

l’utilisation de primates (Eslamboli, 2005) iii) soit des modèles plus éloignés de la pratique 

clinique qu’un modèle murin tel que par exemple des modèles de levures (Braungart et al, 

2004). La validation de notre modèle fait l’objet de l’article 1.  

 

2) La deuxième série de constatations concerne le domaine de la neuroprotection :  

La découverte du rôle central de la mitochondrie dans les phénomènes neuro dégénératifs a 

conduit à l’émergence du concept de « neuroprotection énergétique ». Comme nous l’avons 

vu, de nombreuses classes médicamenteuses ont ainsi été testées en se basant sur diverses 

propriétés pharmacologiques. Une molécule est potentiellement neuroprotectrice si elle peut 

limiter ou bloquer une voie délétère (peroxydation lipidique, excitotoxicité glutamatergique, 

afflux calcique) ou inhiber la nécrose et/ou l’apoptose qui en découlent. De nombreux 

composés ont ainsi prouvé leur efficacité in vitro, mais se sont souvent avérés inefficaces ou 

mal tolérés une fois transposés chez l’homme. Les écueils semblent être : 

- Le caractère rapidement  irréversible des lésions, une action trop en aval ne 

permettant ainsi pas de bloquer l’évolution vers l’apoptose.  

- La coexistence de plusieurs cascades pathologiques et de différents types de 

mort cellulaire (caspase dépendante et indépendante) qui impliquent 

l’utilisation de molécules à modes d’action multiples. 

- Les problèmes de tolérance. 

Nous avons donc émis l’hypothèse que l’utilisation de telles molécules pléiotropes pourrait 

avoir un meilleur potentiel neuroprotecteur. Ainsi, nous avons choisi de retenir la classe des 

antiépileptiques capables de fournir simultanément des propriétés anti excitotoxiques et pro 
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GABAergique et surtout d’inhiber les canaux ioniques ATP dépendants. Cette dernière 

propriété pourrait donc permettre de remettre en adéquation la consommation énergétique de 

cellules soumises à un stress mitochondrial avec leurs capacités de production transitoirement 

limitées d’ATP.  

Nous avons testé plusieurs antiépileptiques dans le modèle MPTP. Les molécules testées 

présentent un profil de tolérance très favorable chez l’enfant et le nourrisson. Parmi les 

différentes molécules testées, seule la lamotrigine a prouvé un effet neuroprotecteur. L’étude 

de cet effet neuroprotecteur de la lamotrigine dans notre modèle de SL chez l’animal fait 

l’objet de l’article 2.  

Deux autres publications sont actuellement en cours de soumission et de préparation. La 

première concerne la comparaison de l’effet neuroprotecteur de l’ensemble des 

antiépileptiques compatibles sur le plan pharmacologique avec le modèle MPTP chez la 

souris. La seconde porte sur l’évaluation de l’état énergétique des NGC chez des souris 

témoins et intoxiquées par le MPTP par étude de l’expression du transporteur du glucose du 

glucose de type 1 et des transporteurs du phosphate inorganique de type 1 et 2. Le glucose 

constitue en effet le nutriment principal du cerveau et le phosphate entre dans la constitution 

des composés à haute énergie tels que l’ATP. L’étude de l’expression de leur transporteur 

permet donc d’avoir un reflet de l’utilisation intracellulaire de ces nutriments et donc du 

métabolisme énergétique cellulaire en particulier dans les NGC après 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 childhood. Metabolic 

Brain Disease, 2009. 

Cette première publication est issue de notre travail concernant la susceptibilité des NGC et 

plus particulièrement du réseau nigro-strié au stress énergétique. Notre intérêt pour les NGC 

découle de deux éléments : 1) les NGC intègrent de multiples données sensorielles, motrices 

et cognitives d’origine corticale et jouent ainsi un rôle neurologique majeur 2) les NGC 

constituent une cible commune altérée dans de nombreuses encéphalopathies métaboliques et 

dégénératives de l’enfant bien que ces affections soient d’origine très diverses. 

Nous avons souhaité dans un premier temps valider l’hypothèse selon laquelle une défaillance 

énergétique serait à l’origine de l’atteinte du réseau nigro-strié, dans le but de générer par la 

suite un modèle d’altération des NGC par intoxication mitochondriale. Des données de la 

littérature commençaient en effet à l’époque à attribuer un rôle central à la mitochondrie au 

sein des différents effecteurs de la neuro dégénérescence (Murphy, 1999 ; Cassarino, 1999, 

Schapira, 1998).  

Nous avons utilisé le toxique mitochondrial MPTP utilisé depuis plus de deux décennies 

comme modèle de maladie de Parkinson et ceci avant même que son effet d’inhibition de la 

mitochondrie ne soit établi. Nous avons dans un premier temps vérifié l’inhibition du 

complexe I et recherché une augmentation du taux de lactate après MPTP. Nous avons étudié 

les lésions du réseau nigro strié par étude de la TH (qui est l’enzyme limitante de synthèse de 

la dopamine), par marquage autoradiographique du DAT et par dosage de la dopamine et de 

ses catabolites par chromatographie (HPLC). 

Nous avons ainsi confirmé que le MPTP inhibe le complexe I et entraine une augmentation du 

taux de lactate plasmatique chez la souris au stade P35 (35ème jour post natal), ce qui 
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correspond à l’adolescence chez l’homme. Nous avons ensuite caractérisé les lésions du 

réseau nigro strié par les trois marqueurs sus cités. L’association d’une diminution du nombre 

de corps cellulaires dopaminergiques dans la SN, d’une diminution du DAT dans le striatum 

et d’une réduction du contenu striatal en dopamine nous a permis d’établir que le stress 

énergétique consécutif à une inhibition du complexe I de la CR par le MPTP entraine une 

dégénérescence du réseau nigro-strié chez la souris.   

Ce modèle présente les intérêts majeurs d’être facile à produire, reproductible et de fournir un 

outil pour la recherche de molécules neuroprotectrices. La roténone lèse également le réseau 

nigro-strié par inhibition du complexe I, mais l’utilisation du MPTP nous semble à privilégier 

car le MPTP entraine un stress énergétique plus marqué à doses comparables  (Schmidt et 

Alam, 2006). 

Certaines limites du modèle doivent malgré tout être évoquées : 

- Le phénotype comportemental spécifique des souris MPTP (avec en 

particulier des déficits d’exploration de l’environnement) n’est pas 

détectable sans mettre en œuvre de tests de comportement. 

- Le MPTP est métabolisé en MPP+ par la MAO-B. Le modèle MPTP n’est 

donc utilisable que chez la souris à plus de P28 environ, ce qui correspond au 

début de la deuxième décade chez l’homme. Ce modèle n’est donc pas 

adapté à l’étude du nourrisson et du jeune enfant. 

Au total, cette première série d’expérimentations a permis de valider l’utilisation du modèle 

MPTP chez la souris comme modèle de dégénérescence du réseau nigro-strié d’origine 

mitochondriale et plus spécifiquement de SL. Ce pré requis nous a par la suite permis 

d’évaluer le potentiel neuroprotecteur de plusieurs molécules. 
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MPTP INTOXICATION IN MICE: A USEFUL MODEL OF LEIGH SYNDROME TO 

STUDY MITOCHONDRIAL DISEASES IN CHILDHOOD 
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ABSTRACT:  

The basal ganglia, which are interconnected in the striato-nigral dopaminergic network, are 

affected in several childhood diseases including Leigh syndrome (LS). LS is the most 

common mitochondrial disorder affecting children and usually arise from inhibition of the 

respiratory chain. This vulnerability is attributed to a particular susceptibility to energetic 

stress, with mitochondrial inhibition as a common pathogenic pathway. In this study we 

developed a LS model for neuroprotection trials in mice by using the complex I inhibitor 

MPTP.  

We first verified that MPTP significantly inhibits the mitochondrial complex I in the brain (p 

= 0.018). This model also reproduced the biochemical and pathological features of LS: MPTP 

increased plasmatic lactate levels (p = 0.023) and triggered basal ganglia degeneration, as 

evaluated through dopamine transporter (DAT) autoradiography, tyrosine hydroxylase (TH) 

immunohistochemistry, and dopamine dosage. Striatal DAT levels were markedly decreased 

after MPTP treatment (p = 0.003). TH immunoreactivity was reduced in the striatum and 

substantia nigra (p = 0.005), and striatal dopamine was significantly reduced (p < 0.01). 

Taken together, these results confirm that acute MPTP intoxication in young mice provides a 

reproducible pharmacological paradigm of LS, thus opening new avenues for neuroprotection 

research. 

 

 

KEY WORDS: basal ganglia, mitochondria, MPTP, Leigh syndrome, neuroprotection, 

mouse 
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INTRODUCTION  

The basal ganglia mainly refer to the striatum (i.e., caudate nucleus and putamen), the globus 

pallidus, the nucleus accumbens, the sub-thalamic nucleus and the substantia nigra (SN). 

These nuclei are tightly interconnected and share a complex overlay of functions and 

regulations. They process informations from several cortical regions and are responsible for 

motor, sensory, and cognitive functions (Liss and Roeper, 2004). 

Clinical and experimental evidences have shown that the basal ganglia represent vulnerable 

structures among the brain, especially during pre- and postnatal brain development (Marti et 

al, 1997, Klawitter et al, 2007). More specifically, a partial or total destruction of the striato-

nigral dopaminergic network is found in several conditions occurring in childhood such as 

hypoxic-ischemic encephalopathy (Rutherford et al, 2005), iron metabolism disorders (Hartig 

et al, 2006), organic acidurias (Okun et al, 2002) and several forms of mitochondrial diseases 

(Di Filippo et al, 2006; Byrne, 2002). This vulnerability seems to be due to a particular 

susceptibility to energetic stress (Beal, 2000; Byrne, 2002). Mitochondrial inhibition appears 

to be a common pathogenic pathway in several basal ganglia diseases including Leigh 

syndrome (LS) (Mandemakers et al, 2007; Sas et al, 2007). 

LS was originally described as a sub-acute necrotizing encephalopathy which affects infants 

and young children (OMIM #256000). The estimated prevalence of LS is 2.05 children per 

10 000, while the estimated prevalence for all mitochondrial respiratory chain disorders is 7.5 

– 8.7 per 10 000 (Castro-Gago et al, 2006). Therefore, LS represents one of the most frequent 

mitochondrial disorders in childhood. Children suffering from mitochondrial diseases, 

including LS, exhibit a high mortality rate (45% death before 20 years of age), and the age at 

onset appears to be the strongest predictor (Debray et al, 2007, Mercier et al, submitted). LS 

diagnostic criteria include a progressive neurological disease with motor and intellectual 

developmental delay, hypotonia, movement disorders, brainstem and/or basal ganglia 
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degeneration and often increased lactate levels in blood and/or cerebrospinal fluid (CSF) 

(Bernier et al, 2002). Besides these biochemical markers, little is known about the cerebral 

metabolic modifications which occur in LS. 

 Radiological evaluation can be performed in the young patients through MRI and typically 

characterizes signal abnormalities in the basal ganglia and brainstem at an early stage later 

followed by basal ganglia necrosis (Piao YS et al, 2006, Schiff et al, 2006). Yang et al 

performed MRI in 65 patients suffering from LS. Fifty-eight patients (90%) had typical 

symmetrical necrotizing lesions within the basal ganglia, thalamus, and brain stem. At 

autopsy, the basal ganglia degeneration includes multiple symmetrical foci of necrosis and a 

loss of neurons (Yang et al, 2006).  

LS always arises from a deficiency in energy production in the mitochondria, secondary to an 

alteration or deficiency of the pyruvate deshydrogenase complex, the pyruvate carboxylase, or 

the respiratory chain complex. Deficiency of the respiratory chain complex are frequently due 

to mutations in genes coding for proteins of the mitochondrial respiratory chain complex I or 

IV (Malfatti et al, 2007; Lebon et al, 2007, Mercier et al, submitted). Either mitochondrial 

mutants (Wallace, 2002; Qi et al, 2004) or mitochondrial inhibitors (e.g., 1-methyl-4-phenyl-

1,2,3,6-tetrahydropyridine [MPTP], rotenone) (Ramachandiran et al, 2007) can be used to 

experimentally generate complex I deficiency in mice. These toxins might provide a way to 

obtain an animal model of LS without genetic manipulation. Such LS model could help to 

clarify the basal ganglia particular susceptibility to energetic stress, which seems to constitute 

a core step in several pediatric and adult neurological diseases. Elucidating these vulnerability 

pathways is mandatory to further develop neuroprotective strategies.  

Among all complex I inhibitors, we chose to use MPTP which toxicity has already been 

studied in mice and monkeys (Przedborski et al, 2000). Indeed, MPTP provides a model of 

Parkinson’s disease and recapitulates some of its pathophysiological steps. In the present 
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study, we did not try to further characterize this Parkinson’s disease model. We rather used 

MPTP for its ability to induce a mitochondrial stress. We aimed to demonstrate that this 

mitochondrial toxin could represent a tool to generate a reliable mouse model of LS.  

Thus, we first studied the effect of MPTP intoxication on complex I and lactate metabolism. 

Then, we analysed the basal ganglia lesions through a characterisation of the nigro striatal 

nuclei using validated specific markers.  

 

MATERIALS AND METHODS  

Animals 

All experiments were performed on consanguineous male C57/Bl6N@Rj mice (5 weeks old, 

average weight: 19 ± 1 g, CERJ, France) with 6 mice per group. This strain is highly 

susceptible to MPTP neurotoxicity. All mice experiments were carried out in compliance with 

appropriate European Community Commission directive guidelines (86/609/EEC). The mice 

were kept under environmentally controlled conditions (room temperature (RT) = 23 ± 1°C, 

humidity = 40.3 ± 7.1%) on a 12-hour light/dark cycle with food and water ad libitum. 

 

MPTP intoxication 

The mice (n = 6 per group) were intoxicated with 4 administrations of MPTP (12.5 mg/kg) 

intraperitoneal (ip) at 1-hour intervals on a single day. MPTP (Sigma, France) was dissolved 

in 0.9% sodium chloride to a final concentration of 2.5 mg/mL (100 µL injection per 20 g 

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

 

Mitochondrial respiratory complexes activity assays 

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

dislocation 6 hours after the last MPTP injection. The two striata from the same animal were 
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dissected, pooled and homogenized in a Potter homogenizer in 9 volumes of MAN buffer (pH 

7.2, 225 mM mannitol, 75 mM saccharose, 10 mM TrisHCl, 0.1 mM EDTA). The 

homogenate was centrifuged for 10 minutes at 650 x g and 4°C, and the resulting supernatant 

fraction was adjusted to a 1 mg/mL protein concentration. 

For the assay of complex I (NADH ubiquinone oxidoreductase) activity, each sample (40 µg 

protein) was incubated with 100 µM decylubiquinone, 50 mM sodium phosphate (pH 7.5), 

and 3.75 mg/mL BSA. The reaction was triggered with 100 µM NADH. The NADH 

reduction rate was measured during 2 minutes, with and without rotenone, in order to subtract 

the non-specific rotenone activity.  

For the assay of complex IV (cytochrome C oxidase) activity, each sample (10 µg protein) 

was added to 50 mM potassium phosphate (pH 7). The reaction was triggered with 80 µM 

cytochrome C. The cytochrome C oxidation rate was measured during 2 minutes.  

All the results are expressed as nM/min/mg protein (mean ± SEM). 

 

Lactate dosage 

For lactate level measurements, mice were sacrificed by cervical dislocation and their blood 

immediately collected through trans-cardiac puncture. Each sample (500 µL) was analysed 

through spectroscopy magnetic resonance imaging. The results are expressed as mM (mean ± 

SEM). CSF collection is not routinely performed in the mouse and was not performed in this 

study. 

 

Basal ganglia lesions evaluation 

We evaluated the basal ganglia lesions through DAT, TH and DA. These markers constitute 

early and reliable indicators of the functional alteration secondary to the energetic impairment 

observed after MPTP intoxication (Cleren, 2008; Himeda, 2006). 
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1) Dopamine transporter autoradiographic studies 

For dopamine transporter (DAT) autoradiographies, mice were sacrificed by cervical 

dislocation 7 days after MPTP intoxication. The brains were rapidly removed and frozen in 

isopentane (-35°C). Twenty-micron coronal sections were cut with a cryostat microtome 

(Reichert-Jung Cryocut CM3000 Leica, France), collected on gelatine-coated slides, and 

stored at -80°C. 

For binding studies, 3 sections per animal were incubated for 90 minutes at RT with a pH 7.4 

phosphate buffer (100 mM Na2HPO4, 137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 1.76 mM KH2PO4, 0.32 

M sucrose) containing the radio ligand [125I]PE2I (100 pM) as previously described (Chalon 

et al, 1999). Non-specific binding was assessed on adjacent sections with the same buffer 

containing 1 µM cocaine (Cooper, France) and subtracted from total binding to yield specific 

binding in each sample. After rinsing and drying, the sections were exposed to sensitive films 

(Biomax MR, Kodak, France) with standard radioactive scales (125I-microscales, Amersham 

Bioscience AB, UK) for 1 day. The films were analyzed through an image analyzer 

(Betavision, Biospace Instruments, France) after identifying the substantia nigra pars 

compacta (SNpc) and striatum areas. The absorbance obtained was converted into apparent 

tissue ligand concentrations using the radioactive standards and the specific activity of the 

radioligand (74 TBq/mM). The intensity of [125I]PE2I binding was expressed in nCi/mg (1 

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

 

2) Tyrosine hydroxylase immunostaining 

For tyrosine hydroxylase (TH) immunostaining, the mice were sacrificed by cervical 

dislocation 7 days after MPTP intoxication. The brains were removed, post-fixed in 4% 

paraformaldehyde (3 days, RT), embedded in paraffin, cut into serial coronal sections (16 µm) 

and coated onto Super Frost slides (VWR, Batavia, USA). 
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After paraffin removal and rehydration, the sections were heated in a microwave oven (for 1 

minute at 750 W and then for 9 minutes at 300 W) and cooled at RT during 15 minutes. 

Endogenous peroxidases were blocked with hydrogen peroxide. Slides were first incubated 

with a rabbit polyclonal anti-TH antibody (Pel Freeze, USA) diluted at 1:500 for 3 hours at 

RT, then with a biotinylated goat anti rabbit for 1 hour at RT, and last with an avidin-biotin 

complex (Vector Laboratory, Burlingame, USA) for 30 minutes at RT. The staining was 

revealed with diamino benzidine (Sigma, France) for 5 minutes. Control staining was 

performed by omitting the primary antibody. The optic density was expressed as mean ± SD 

in arbitrary unit (AU). Dopaminergic neurons were counted on four sections per animal with 

an optical microscope (x20; Leica, France) coupled to an image analyzer (Histolab, 

Microvision Instruments, France). The neurons were counted in the SNpc, excluding the 

ventral tegmental area, according to the Paxinos and Watson atlas (Plate 56, interaural 0.72 

mm, bregma -3.08 mm) (Paxinos and Franklin, 2003). The 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 were pooled and sonicated with 750 µL ice-

cold (0.12 M perchloric acid, 0.1 mM EDTA, 0.5 mM Na2S2O5). The homogenate was 

centrifuged for 20 minutes at 16 000 x g (at 4 °C). The supernatant fraction (25 µL) was 

injected onto a Beckman System Gold Carat HPLC (Beckman-Coulter, Fullerton, Calif). The 

biogenic amines were separated on an ultrasphere, ion pair, C18 reverse phase analytical 

column (LC-22C, BAS, West Lafayette, USA). Electrodetection was performed at +0.74 V, 

using an electrochemical detector (Concorde, Waters, France). The mobile phase contained 20 

mM citric acid, 10 mM Na2HPO4, 3.25 mM heptane sulfonic acid, 3 mM octane sulfonic acid, 

0.1 mM EDTA, 2 Mm KCl, 0.2 % diethylamine, 0.6 % phosphoric acid, 7 % acetonitrile, 3 % 
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methanol. In each sample, total proteins were evaluated in the pellet with spectrophotometry 

using the Bradford assay (Bradford et al, 1976). The results are expressed as mean ± SD in 

nM DA per mg protein. 

 

Statistical analysis 

Statistical analysis was performed with the Mann-Whitney test for monoamine quantification, 

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

mitochondrial complex activity assays and plasma lactate level measurements. Statistical 

significance was considered for p < 0.05. 

 

RESULTS 

In vivo complex I and IV activity  

Complex I and complex IV activities were evaluated in the striatum of both control and 

MPTP-treated mice through spectrophotometry. Complex I activity was significantly 

decreased (p= 0.018) in the MPTP group (50.125 ± 5.31 nM/min/mg protein) compared with 

the control group (70.25 ± 3.08 nM/min/mg protein). In comparison, complex IV activity was 

not modified in the MPTP group (809 ± 70 nM/min/mg protein) compared with the control 

group (725 ± 160 nM/min/mg protein). Results for complex I activity are shown in Figure 1.  

 

Plasma lactate level measurements 

MPTP intoxication induced a significant rise in plasma lactate levels in the mice. The mean 

plasma lactate levels were 10.9 ± 1.13 mM/L in the control group and 14.76 ± 1.3 mM/L in 

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

The basal ganglia alterations were evaluated through 3 specific markers in the striatum and 

the SN: DAT, TH, and DA.  

The DAT density in the striatum, evaluated with the specific radio-labelled ligand [125I]PE2I,  

significantly decreased to 7.23 ± 1.01 nCi/mg in the MPTP group compared with 14.11 ± 1.51 

nCi/mg in the control group (p = 0.008). Such reduction in the striatum was not found in the 

SNpc (control group: 1.86 ± 0.31 nCi/mg; MPTP group: 1.89 ± 0.26 nCi/mg). These results 

are shown in Figure 3. 

The TH immunoreactivity was analyzed by optical density measurement in the striatum and 

the SNpc, and subsequently confirmed in the SNpc by counting dopaminergic neurons. In the 

striatum, TH immunoreactivity was significantly reduced in the MPTP group (91 ± 21 AU) 

compared with the control group (164 ± 42 AU) (p= 0.005).  

TH immunostaining in the SNpc was statistically different between the MPTP group (68 ± 16 

AU) and the control group (112 ± 20 AU, p= 0.005). The neuron count in the SNpc confirmed 

the optical density measurements: the number of TH-positive neurons in the MPTP group (26 

± 3) was significantly lower than in the control group (65 ± 9, p= 0.005). These results are 

shown in Figure 4. 

We finally evaluated the DA content in the striatum. MPTP intoxication caused a significant 

reduction in striatal DA content, (MPTP-intoxicated mice: 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 model in young mice provides a valuable 

paradigm to mimic the energy failure which occurs in LS. In order to demonstrate that MPTP 

triggers a basal ganglia degeneration corresponding that observed in LS, we evaluated 
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complex I inhibition and lactate levels in MPTP-intoxicated young mice to confirm the 

mitochondrial origin of the pathogenesis observed. We also evaluated the mice nigro-striatal 

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

 

LS usually arises from a mitochondrial respiratory chain complex mutation, most frequently 

on complex I and IV (Malfatti et al, 2007, Lebon et al, 2007). We first verified that MPTP 

inhibits the mitochondrial complex I in the brain. In the present study, MPTP intoxication 

significantly reduced mitochondrial complex I activity by 28.7% in the mice striatum.  To our 

knowledge, this result obtained through spectrophotometry is original because a complex I 

inhibition following MPTP intoxication has already been shown in vitro (Cleeter et al, 2001, 

Höglinger et al, 2003) but never in vivo after a systemic MPTP administration.  

MPTP inhibits complex I through a series of key steps: MPTP is converted into N-methyl-4-

phenylpyridinium (MPP+) by monoamine oxidase B (MAO-B) in the substantia nigra and is 

accumulated in dopaminergic neurons via the dopamine-reuptake system. MPP+ further 

accumulates in mitochondria by passive diffusion (Murphy et al, 1995) and binds to the 

complex I rotenone/piericidin-binding sites (Gluck et al, 1994).  

We then verified that the energy failure induced through mitochondrial complex I inhibition is 

responsible for a striato-nigral degeneration, as observed in LS. An increase in lactate levels 

in blood and/or CSF is frequently found in LS (Böhm et al, 2006). In the present study, the 

plasmatic lactate concentration was significantly elevated (by 35%) in the MPTP group 

compared with the control group. We did not evaluate lactate levels in the CSF, as CSF 

collection is not routinely achieved in the mouse. 

The elevation in plasma lactate concentration observed in the present study is in accordance 

with the literature: Vyas et al first showed a rise in lactate levels following MPTP intoxication 

in vitro using isolated mitochondrial preparations (Vyas et al, 1986). Since then, several in 
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vivo studies have confirmed this elevation in the rat (Rollema et al, 1994; Petzer et al, 2000). 

Dynamic in vivo imaging studies have also recently proven a lactate level elevation following 

MPTP intoxication in primates, cats, and mice (Brownell et al, 1998, Podell et al, 2003, Koga 

et al, 2006). This increase is also seen in another mitochondrial complex I inhibition model 

generated through rotenone intoxication (Hirata et al, 2005, Leng et al, 2003). A similar 

lactate elevation can be elicited through magnetic resonance spectroscopy in LS patients 

(Krägeloh-Mann et al, 1993). Therefore, mitochondrial complex I inhibition following 

systemic MPTP administration seems to reproduce the main biochemical alterations observed 

in LS. 

 

Complex I activity measurement and plasma lactate level measurements showed that MPTP 

specifically inhibits mitochondrial respiratory chain complex I, and that this can be detected 

using peripheral markers. Because diagnostic criteria for LS also include basal ganglia 

degeneration (Bernier et al, 2002), we evaluated the nigro-striatal network through specific 

dopaminergic markers (TH, DAT, and DA content) in order to determine whether MPTP 

induces a functional deterioration comparable to that observed in LS.  

We confirmed the striato-nigral network degeneration through DAT evaluation. DAT is the 

specific DA transporter located on the neurons striatal dendrites. DAT specifically recaptures 

80% of DA from the synaptic cleft into the dendrites and therefore reflects the morphological 

nerve endings integrity and the striatal dopaminergic activity. We showed a 49% DAT 

decrease (p = 0.008) in the striatum. Two studies have described a comparable DAT reduction 

in this model (42% and 43%, respectively) (Himeda et al, 2006; Petzinger et al, 2007).  

We also showed a statistically significant decrease in TH immunoreactivity in the striatum 

(45% decrease, p = 0.005). This result is in accordance with that from two other groups who 

respectively showed a 42% and a 44% decrease in TH immunoreactivity in the striatum 
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(Hamill et al, 2007; Oida et al, 2006). Concerning the dopaminergic neuron counts in the 

SNpc, our results indicate a 60% (significant) decrease following MPTP treatment also 

consistent with the literature which shows reductions in dopaminergic cell bodies in the SNpc 

after MPTP intoxication ranging from 58% to 71%, respectively (Liang et al, 2007;  Geng et 

al, 2007). 

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

neurotransmission. We found a 42% decrease in striatal DA content. This result is consistent 

with that found by others in this model (Oida et al, 2006; Hamill et al, 2007).  

Since striatal DAT, TH, and DA content reflect the dendrites density and the network activity, 

these results altogether demonstrate that MPTP specifically induces basal ganglia 

degeneration.  

 

As others, we have previously shown an increased cell death in the basal ganglia in this model 

(Turmel et al, 2001; Lagrue et al, 2007). These results are corroborated by the in vivo imaging 

studies of the MPTP toxicity through MRI and diffusion tensor imaging techniques. Basal 

ganglia degeneration in vivo was first demonstrated by Miletich et al in 1994 in a primate 

model: unilateral intracarotid injection of MPTP caused MRI changes along with clinical 

signs, consisting in hyperintensity on T2-weighted images and hypointensity on T1-weighted 

images of the ipsilateral caudate and putamen (Miletich et al, 1994). Zhang et al showed later 

that not only these structures, but also the rostral globus pallidus were affected by MPTP 

(Zhang et al, 1999). Podell et al demonstrated an equivalent hyperintensity on T2-weighted 

images in the striatum of cats intoxicated with MPTP (Podell et al, 2003). Recently, Boska et 

al confirmed the SN degeneration in MPTP-intoxicated mice using quantitative diffusion 

tensor imaging (Boska et al, 2007).  
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However some limitations of this model should be outlined: MPTP-treated mice do not 

exhibit neurological symptoms exactly comparable to those seen in LS. To date, MPTP 

intoxication in rodents only elicits exploratory behaviour deficits which can be evaluated 

through open field tests (Crocker et al, 2003). Another limitation relies on the fact that the 

MPTP mouse model requires MAO-B expression to generate MPP+, the active MPTP toxic 

form. Therefore MPTP can only be used from 10 days post natal when cerebral MAO-B level 

becomes sufficient. This has been studied by others (Saura et al, 1994) and verified by us 

(data not shown).  

 

Lastly, the MPTP mouse model can be compared to other means of mitochondrial inhibition: 

concerning molecular genetic approaches, these techniques require a complex procedure of 

selective mutations (Wallace, 2007). Regarding mitochondrial toxins, comparable acute 

rotenone intoxication provides a milder energetic stress. (Schmidt et al, 2006). Therefore we 

believe that MPTP appears to provide the most straightforward strategy to generate a reliable 

LS model. 

 

Accumulating evidence suggests that the basal ganglia are vulnerable structures of the brain 

and that such vulnerability may arise from an energetic impairment secondary to 

mitochondrial dysfunction.  In this study, we showed that the MPTP model mimics the main 

biochemical and pathological features of LS.  

Promising neuroprotective therapies for mitochondrial diseases in the future might include 

anti-convulsant (Lagrue et al, 2007), anti-apoptotic (Dietz et al, 2008), anti-glutamate 

(Wallace et al, 2007), anti-oxidants (Watanabe et al, 2008) 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 I activity assay. 

Each bar represents the mitochondrial complex I activity in the striatum of n = 6 mice per 

group (control group and MPTP group). The two striata from the same animal were pooled. 

The NADH reduction rate was measured during the first 2 minutes and the non-specific 

rotenone-independent activity was subtracted. Results are expressed as mean ± SEM in 

nM/min/mg protein. Complex I activity is significantly decreased (p= 0.018) in the MPTP 

group (50.125 ± 5.31) compared with the control group (70.25 ± 3.08) (* p <0.05). 

Figure 2: Plasma lactate level measurement dosage.  

Lactate levels were evaluated by spectroscopy magnetic resonance imaging in MPTP-treated 

and control mice. Each bar represents the mean ± SEM of n = 6 mice per group. Lactate levels 

were significantly higher (p = 0.023) in the MPTP group (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 autoradiography using the specific radioligand [125I]PE2I. 

Representative striatum autoradiographies from control and MPTP-treated mice are shown (n 

= 6 per group). Each bar represents the mean ± SD of DAT density in the striatum. Results are 

expressed in nCi/mg. DAT density was significantly (*p = 0.008) lower in the MPTP-treated 

mice compared with control mice (7.23 ± 1.01 nCi/mg vs 14.11 ± 1.51 nCi/mg, respectively). 

Figure 4: TH immunohistochemistry and neuron counts in the SNpc. 

TH-positive neurons were counted bilaterally in the SNpc (representative photograph shown) 

excluding the ventral tegmental area on 4 adjacent sections per animal (n = 6 per group). 

Results are expressed as the mean total number of neurons ± SD. The number of TH-positive 

neurons was significantly lower (** p = 0.005) in MPTP-treated mice compared with control 

mice ((26 ± 3 neurons vs. 65 ± 9 neurons, respectively). 
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2. Article 2: Lamotrigine is neuroprotective in the energy deficiency 

model of MPTP intoxicated mice. 

Nous avons souhaité après validation du modèle MPTP chez la souris évaluer le potentiel 

neuroprotecteur de différentes molécules. Les classes pharmaceutiques déjà testées dans ce 

modèle dans le cadre de recherches sur la maladie de Parkinson ont été nombreuses et 

diverses : agonistes dopaminergiques (Schapira, 2002), anti radicaux libres (Matthews et al, 

1999), œstrogènes (Ramirez et al, 2003), neurotrophines (Zeng et al, 2006), anti 

glutamatergiques (Lange et Riederer, 1994), modulateurs énergétiques (Cleren et al, 2008), 

anti inflammatoires (Soliman et al, 2009). Nous avons émis l’hypothèse que les 

antiépileptiques pourraient présenter un potentiel neuroprotecteur en raison de leurs propriétés 

pharmacologiques particulières. Les antiépileptiques ont en effet des propriétés anti 

glutamatergiques, pro GABAergiques et inhibent dans certains cas les canaux ioniques ATP-

dépendants.  Nous avons privilégié des molécules à modes d’actions pléiotropes et par 

conséquent susceptibles d’agir sur les différentes voies pathologiques d’excitotoxicité, de 

peroxydation lipidique et de dérégulation calcique mises en jeu après intoxication par le 

MPTP. Les antiépileptiques nous ont par ailleurs intéressés en raison de leur  profil de 

tolérance très favorable chez l’enfant, y compris très jeune. 

Nous avons choisi de tester le valproate de sodium, le topiramate et la lamotrigine. Le 

topiramate n’avait jamais été testé dans le modèle MPTP, mais avait prouvé un effet 

neuroprotecteur après intoxication à l’iboténate (Sfaello et al, 2005), dans l’état de mal 

convulsif induit par le lithium-pilocarpine (Cha et al, 2002) ou bien encore l’hypoxie-

ischémie (Yang et al, 1998). La lamotrigine avait quand à elle démontrée un effet protecteur 

dans des modèles d’hypoxie ischémie (Crumrine et al, 1997 ; Shuaib et al, 1995). Nous avons 

enfin retenu le valproate de sodium comme contrôle négatif (Melamed et al, 1986).  
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Nous avons évalué le potentiel effet neuroprotecteur de ces trois molécules par les techniques 

d’évaluation du réseau nigro-strié antérieurement décrites : immunohistochimie anti TH, 

marquage autoradiographique du DAT, dosage de la dopamine et des ses dérivés par HPLC. 

Cette étude ne nous a pas permis de prouver un effet neuroprotecteur du topiramate dans notre 

modèle. Cette molécule a même eu un effet délétère sur la population des neurones 

dopaminergiques de la SN. La lamotrigine a au contraire prouvé un effet bénéfique.  

Nous avons émis l’hypothèse qu’une inhibition différentielle des canaux ioniques ATP-

dépendants pourrait être à l’origine de ces résultats. La lamotrigine inhibe en effet un large 

spectre de canaux ioniques (canaux sodiques, canaux potassiques, canaux calciques de type L, 

N, P/Q et R) tandis que le topiramate n’inhibe que les canaux sodiques et les canaux calciques 

de type L et stimule les canaux potassiques et les canaux calciques de type N, P/Q et R. Le 

topiramate augmenterait par ailleurs la libération de radicaux libres par les astrocytes ce qui 

pourrait majorer le stress oxydatif post MPTP (Pavone et Cardile, 2003).  

La lamotrigine semble constituer une molécule à fort potentiel de neuroprotection. Un effet 

protecteur a également été prouvé dans d’autres modèles d’intoxication mitochondriale par le 

3-NP (Lee et al, 2000) et le malonate (Connop et al, 1997). Cette molécule est également en 

phase de test clinique chez l’homme dans le cadre de la sclérose en plaques (Kapoor, 2008).  

Au total, ce travail a permis de caractériser l’effet neuroprotecteur de la lamotrigine dans le 

modèle de dégénérescence du réseau nigro-strié par intoxication au MPTP chez la souris. 

Nous continuons actuellement ce travail dans le but de préciser les mécanismes par lesquels 

cette neuroprotection s’exerce (dosage du complexe I et évaluation du stress oxydatif par 

exemple). Nous envisageons par ailleurs de déterminer si cet effet neuroprotecteur est stable 

dans le temps par des études in vivo par tomographie par émission de positons. Nous 

envisageons enfin de tester la lamotrigine dans le modèle MPTP chez le primate. 
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C. Article soumis : Article 3: Basal ganglia neuroprotection with anticonvulsants after 

energy stress : a comparative study. 

Nous avons souhaité après l’étude du valproate de sodium, du topiramate et de la lamotrigine 

élargir notre recherche de molécules neuroprotectrices à l’ensemble de la classe des 

antiépileptiques en utilisant la technique de marquage autoradiographique du DAT comme 

test. Parmi les molécules actuellement commercialisées, nous avons retenu celles qui ne 

présentaient pas d’interaction pharmacologique avec le MPTP au niveau de la MAO-B et du 

cytochrome P450. Nous avons ainsi testé le lévétiracetam, le vigabatrin, la gabapentine, la 

prégabaline, la tiagabine, le clonazépam. Seul le lévétiracétam avait déjà été testé dans le 

modèle MPTP chez le primate dans le but de réduire les dyskinésies post L-DOPA (Hill et al, 

2003). Nous avons par ailleurs souhaité confirmer les résultats antérieurs en recherchant un 

effet dose de l’effet neuroprotecteur de la lamotrigine.  

Parmi ces sept antiépileptiques, seule la lamotrigine a confirmé l’effet neuroprotecteur 

antérieurement démontré. De plus, l’étude aux posologies de 5 mg/kg, 20 mg/kg et 40 mg/kg 

a permis de caractériser un effet lié à la dose.  

Il convient de noter que cinq de ces six nouvelles molécules testées (gabapentine, prégabaline, 

tiagabine, vigabatrin, clonazépam) ont pour mécanisme d’action principal un effet pro 

GABAergique qui ne semble donc pas constituer l’axe de neuroprotection à privilégier dans le 

modèle MPTP. Le mode d’action du lévétiracétam est quand à lui unique au sein de la classe 

des antiépileptiques : le lévétiracétam entraine une diminution de la libération de 

neurotransmetteurs en présynaptique (Yang et al, 2003)et un impact sur la neurodégénération 

post MPTP semble donc difficile à évaluer. Aucune de ces molécules n’a pour mode d’action 

principal l’inhibition de canaux ionique ATP-dépendants au contraire de la lamotrigine. Cette 

voie d’épargne énergétique nous pourrait donc constituer un axe de neuroprotection à 

développer.   
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ABSTRACT 

The 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine (MPTP) inhibits the mitochondrial 

complex I of the respiratory chain. This results in ATP and ion homeostasis disturbances, 

which lead to selective death of the substantia nigra dopaminergic neurons. Well known as a 

Parkinson’s disease model, the MPTP animal model also provides a potential paradigm of the 

energy deficiencies found in childhood. In these conditions, anticonvulsants may provide 

neuroprotection by limiting cellular energy consumption. We tested 7 anticonvulsants: 

levetiracetam, vigabatrin, gabapentine, pregabaline, tiagabine, clonazepam and lamotrigine in 

the MPTP mouse model. Dopamine transporter (DAT) density was assessed by quantitative 

autoradiography. Unlike the other anticonvulsants, lamotrigine provided a significant 

neuroprotection against MPTP. Altogether, the data indicate that lamotrigine…. Lamotrigine, 

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

adjuvant therapy in various energy deficiency conditions during childhood. 
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INTRODUCTION  

Evidences from degenerative and metabolic encephalopathies studies indicate that the 

striatum and the substantia nigra (SN) are vulnerable structures in the brain, especially during 

pre and postnatal brain development [1, 2]. A partial or total destruction of this striato-nigral 

dopaminergic network is found in several conditions occurring in childhood such as iron or 

copper metabolism abnormalities [1], organic acidurias [3], urea cycle disorders, various 

mitochondrial energy production deficiencies including Leigh syndrome [1, 4], or hypoxia-

ischemia [2, 5]. All these conditions witness the vulnerability of this particular deep nuclei 

network involved in multiple motor, sensory and cognitive functions.  

These basal ganglia share a common susceptibility to energetic stress [6, 7], which can be 

studied experimentally using mitochondrial inhibitors [8]. Once converted into MPP+, the 

neurotoxin 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine (MPTP) inhibits the mitochondrial 

electron transport chain at complex I (NADH-ubiquinone oxidoreductase) resulting in 

decreased oxygen consumption and ATP production and ion homeostasis disturbances which, 

together, lead to neuronal cell death [9]. This toxin depletes dopaminergic neurons in the SN 

and causes neuronal degeneration of the nigrostriatal pathway in animals and humans [9]. As 

recently shown by Lagrue et al [10], this intoxication is a reproducible pharmacological 

paradigm of Leigh syndrome, thus opening new avenues for neuroprotection research. 

Several neuroprotection studies were performed in this MPTP mouse model using: energy 

sparing drugs; free radicals scavengers; anti-glutamatergic drugs; anti-apoptotic molecules 

and neurotrophines [11-13].  

Anticonvulsants share several cell protective properties such as ATP-dependent ion channel 

inhibition, glutamate release inhibition and GABA release stimulation. We chose to test in the 

MPTP mouse model, anticonvulsants that operate on a large number of the pathological ways 

described above and which might spare energy through ion channels inhibition. ATP 
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dependent ion channels inhibition may indeed protect neurons as it adapts the cellular 

metabolism to the limited ATP availability during the energetic distress [14]. Moreover, 

current anticonvulsants carry now a reasonable tolerance profile in humans even in young 

children. Therefore, anticonvulsants provide good candidates for neuroprotection assays 

especially in energy stress conditions in childhood. We then chose to test all the 

anticonvulsants that could actually be used in the MPTP model, that is none of these drugs 

activate cytochrome P450 or monoamine oxidase B which interferes with MPP+ metabolism 

thereby reducing MPTP toxicity [9]. 

Among them, we tested levetiracetam (LVT), vigabatrin (VGT), gabapentine (GPT), 

pregabaline (PGB), tiagabine (TGB), clonazepam (CZP) and lamotrigine (LMT), each of 

which recapitulates these properties. None of them, except LMT, was ever tested in the MPTP 

mice model. GPT, VGT and TGB exhibit neuroprotective properties which were reported in 

other conditions such as status epilepticus and hypoxia-ischemia [15-17]. LVT, a relatively 

new anticonvulsivant, tested by Gibbs et al, showed an interesting protection against 

mitochondrial dysfunction in hippocampus after status epilepticus [18]. In contrast, LMT 

could have neuroprotective properties when associated to MPTP administration [19]. 

However, the mechanism by which LMT provides this effect remains poorly understood.  

In the present study, we examined through dopamine transporter (DAT), a specific 

dopaminergic marker, the neuroprotective properties of these anticonvulsants on MPTP-

induced neurotoxicity in mice. As LMT showed marked neuroprotective properties in this 

model, we subsequently focused on this well tolerated anticonvulsant to identify a possible 

dose effect to determinate the active dose, which would be as closest as possible to the 

posology administered to human. 
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MATERIALS AND METHODS  

All experiments were performed on consanguineous male C57/Bl6N@Rj mice (5 weeks old, 

average weight: 19 ± 1g, CERJ, France) in accordance with the European Community 

Commission guidelines (86/609/EEC). The mice were kept under controlled conditions on a 

12 hours light/dark cycle with food and water ad libitum. Since mature levels of monoamine 

oxidase B are required to convert MPTP into its active toxic form MPP+, younger animals 

were not used in the present study. 

 

Anticonvulsant treatments 

Ten groups (n = 6 per group) were constituted for DAT study: control (saline p.o. and i.p.), 

MPTP (saline p.o. - MPTP i.p.), GPT-MPTP (GPT p.o. - MPTP i.p.), CZP-MPTP (CZP p.o. - 

MPTP i.p.), .), VGT-MPTP (VGT p.o. - MPTP i.p.), LVT-MPTP (LVT p.o. - MPTP i.p.), 

PGB-MPTP (PGB p.o. - MPTP i.p.), TGB-MPTP (TGB p.o. - MPTP i.p.) and LMT-MPTP 

(LMT p.o. - MPTP i.p.). Each group was treated with the corresponding anticonvulsant twice 

a day p.o. from day 1 (D1) to day 7 (D7). The cumulative dose was 50 mg/kg/day for GPT 

(Neurontin®, Pfizer, France), 0,1 mg/kg/day for CZP (Rivotril®, Roche, France), 200 

mg/kg/day for VGT (Sabril, Marion Merrell S.A, France), 1000 mg/kg/day for LVT (Keppra, 

Ucb SA, France), 10 mg/kg/day for PGB ( Lyrica, Pfizer, France), 17 mg/kg/day for TGB 

(Gabitril, Cephalon, France) and 40 mg/kg/day for LMT (Lamictal®, GlaxoSmithKline, 

France). Each anticonvulsant was dissolved in saline to obtain a final 200µl volume of oral 

administration. Each mice was weighted daily. 

 

MPTP intoxication  

The mice were intoxicated with 4 administrations of MPTP (12.5 mg/kg) i.p. at 1 h intervals 

on D3. MPTP (Sigma, France) was dissolved in 0.9% sodium chloride to a final concentration 



  81 

of 2.5 mg/ml (100µl injection / 20g mouse body weight). The control mice only received 

saline.  

 

DAT autoradiographic studies  

The mice were sacrificed by cervical dislocation 7 days after MPTP intoxication (i.e. 3 days 

after the end of the anticonvulsant treatment). The brains were rapidly removed, frozen  

(-35°C), subsequently cut into 20 µm coronal sections (Reichert-Jung Cryocut CM3000 

Leica, France) and stored at -80 °C. 

For binding studies, 3 sections/animal were incubated for 90 min at room temperature (RT) in 

a phosphate buffer containing [125I]PE2I (100 pM) as previously described (21). Non specific 

binding was assessed on adjacent sections with the same buffer containing 1 µM cocaine 

(Cooper, France) and subtracted from total binding to yield specific binding. After rinsing and 

drying, the sections were exposed to sensitive films (Biomax MR, Kodak, France) with 

radioactive standard scales (125I-microscales, Amersham Bioscience AB, UK). The films were 

analyzed through an image analyzer (Betavision, Biospace instruments, France) after 

identifying the subtantia nigra pars compacta (SNpc) and striatum areas. The absorbance 

obtained was converted into apparent tissue ligand concentrations with reference to standards 

and specific activity of the radioligand (74 TBq/mmol). The intensity of [125I] PE2I binding 

was expressed in nCi/mg of equivalent tissue (mean ± SD).  

 

Statistical analysis (maJ) 

Data were prospectively collected and analyzed with the Winks software (Texasoft, USA). 

Statistical significance was evaluated with the non parametric Mann-Whitney test for non 

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

Preliminary experiments were performed to monitor the impact of each anticonvulsant on 

mice survival and growth. Each animal group was compared to a reference group based on the 

strain characteristics from the mice provider. During the observation period, all the animals 

survived and the MPTP-induced transient weight loss at day 4 did not significantly affect the 

final animal weight as shown in Figure 1A. The brain mean weight was 0.4 ± 0.02 g in all 

groups.  

The striatal DAT density was subsequently evaluated through autoradiography using the 

specific radio-labeled ligand [125I]PE2I.  In the LMT-MPTP group, the DAT level appeared 

macroscopically normal compared to the control mice. The Figure 1B shows representative 

micrographs from each animal group.  

A semi-quantitative analysis showed a DAT level of 20 ± 1 Bq/mg in the MPTP-intoxicated 

mice compared to 38 ± 11 Bq/mg in the control group (p=0.005). The DAT density in the 

LMT-MPTP group (32 ± 6 Bq/mg) was comparable to the control group (p=0.575) but 

statistically different than in the MPTP intoxicated mice (p=0.005). No significant effect was 

found with any of the other anticonvulsants tested. The Figure 1C recapitulates the effect of 

each anticonvulsant as a percentage of the control group. 

In order to identify a possible dose effect, we tested different LMT dosages. The DAT level 

reached 140 ± 44 Bq/mg in the MPTP-intoxicated mice compared to 215 ± 39 Bq/mg in the 

control group (p=0.007). The density in the MPTP-LMT mice group at 5, 20 and 40 

mg/kg/day was respectively: 154 ± 27 Bq/mg, 192 ± 25 Bq/mg and 226 ± 19 Bq/mg. 

Therefore a significant neuroprotection was obtained at 20 mg/kg/day (p=0.149) and 40 

mg/kg/day (p=0.288). The Figure 3 shows an histogram of this dose effect including 

representative micrographs of the corresponding striatum. 
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DISCUSSION 

This study aimed to characterize the potential neuroprotective effects of all the 

anticonvulsants, which can be used in a mice model of Leigh syndrome, using the MPTP 

toxicity [10]. MPTP inhibits the mitochondrial respiratory chain complex I and therefore 

provides, to some extent, a valuable tool to mimic the energy failure which occurs in various 

childhood conditions including Leigh syndrome. The neuroprotective properties of these 

anticonvulsants were evaluated through the DAT density, within the nigro-striatal network.  

MPTP induced a weight loss in all intoxicated groups, with a complete retrieval within a day. 

This might be caused by the multiple manipulations on D3 or by a direct MPTP effect [20].  

In the MPTP-intoxicated mice striatum, the DAT expression was reduced to 47,37% of the 

control levels. A similar decrease was observed in other studies using comparable methods 

[21, 22]. In contrast, the DAT levels in the SN of the control and MPTP mice were not 

statistically different. Consequently, the anticonvulsant treatment impact on DAT density was 

not assessable in this area. This result is consistent with previous studies from our laboratory 

and others (6, 26) and probably relies on the autoradiographies spatial resolution, which 

prevents discrete evaluation of small structures such as the SNpc.  

Our results are consistent with the literature [23] reporting a 45% decrease in these 

experimental conditions in mice.  

LMT is a potent anti glutamatergic anticonvulsant with calcium channels inhibition 

properties. It also inhibits sodium channels and stabilizes neuronal plasmic membranes. In 

this study, LMT provided a neuroprotective effect in the MPTP mouse model. Lagrue et al  

had already shown the effectiveness of the LMT in the same model with the  40 mg/kg/day 

dosage and Jones-Humble pointed out that a single 40 mg LMT dose, 2 hours before MPTP 

intoxication, maintains normal DA striatal levels. [19].  
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Our results, based on DAT, confirm the LMT neuroprotective effect and show that in these 

particular experimental conditions, the other anticonvulsants do not bring satisfying 

neuroprotection to the striatum. As far as we know, these results are original since none of 

them had ever been tested in the MPTP mouse model. LMT provided an apparent protection 

of DAT density in MPTP mice. These results could be explained by a striatal sprouting of the 

dopaminergic dendrites where DAT is highly expressed (29). After MPTP intoxication, a 

natural sprouting occurs and concerns 10% of the dendrites (26, 30). Thus, the near normal 

DAT level (84,21%) found in the LMT-MPTP mice (versus 47,37% in the MPTP group) is 

probably related to the anticonvulsant treatment and not only spontaneous. This result 

suggests that LMT promotes dopaminergic neurons sprouting in the striatum following 

energetic stress. What Lagrue’s results suggested, was that LMT limits dopaminergic 

neuronal death in the SNpc and promotes compensatory sprouting of the dendrites projections 

in the striatum [24]. 

In addition, LMT might promote mitochondrial stability through its anti oxidant [25], anti 

excitotoxic [26] and anti apoptotic effects [27]. LMT might also carry additional properties on 

the mitochondrial membrane permeability and/or the respiratory chain complexes activity 

which have not been reported yet. In the 3-nitro propionate model, where the mitochondrial 

complex II is targeted, LMT improves the cellular energy status [28]. The fact that LMT is 

neuroprotective in several respiratory chain complex inhibition models suggests that LMT 

could be beneficial in various types of mitochondrial stress. 

The other fact our results pointed out is the presence of an obvious dose effect. Indeed, we 

showed a significant neuroprotection at 20 and 40 mg/kg/day contrary to the 5 mg/kg/day 

dosage. Jones-Humble had already pointed out the efficiency of a single 40 mg LMT dose; 

moreover, he showed that there was no more efficiency by use of a 100 mg/kg/day 

dosage[19]. 
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In conclusion, LMT shows an appropriate combination of neuroprotective properties in the 

energy deficiency model generated with MPTP intoxication in young mice. LMT is a widely 

used and well tolerated molecule in children, even under two years old [25]. LMT could 

therefore represent an interesting adjuvant neuroprotective therapy to consider in energetic 

stress of the basal ganglia encountered in various childhood 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 : chaîne respiratoire 

DAT : dopamine transporter (transporteur de la dopamine) 

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 tétrahydropyridine 

NGC : noyaux gris centraux 

NP : neuroprotecteur 

PBS : phosphate buffered saline (tampon phosphate salin) 

PGB : prégabaline (Lyrica®) 

RLZ : riluzole (Rilutec®) 

SP : sérum physiologique 
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FIGURE LEGENDS  

 

Figure 1: 

Effect of the anticonvulsant compared to the control and MPTP intoxicated 

mice groups (n=6 in each group - C57/Bl6 strain). (A) Mice growth curves 

during MPTP intoxication and anticonvulsant treatments. The mean weight per 

group is indicated at each time point. (B) Representative striatum 

autoradiographies of each mice group showing a macroscopically apparent 

preservation of the basal level in the LMT-MPTP group. Scale bar = 200 µm 

(C) Effect of each anticonvulsant as a percentage of the control group. 

 

Figure 2:  

DAT density in control and MPTP intoxicated mice groups compared with the 

LMT treated groups, with different dosages (n=6 in each group - C57/Bl6 

strain). (A) Representative striatum autoradiographies of each mice group 

showing a macroscopically apparent preservation of the basal level in the 

LMT20-MPTP and the LMT40-MPTP groups. Scale bar = 200 µm. Mean 

values ± S.D. are expressed in Bq/mg. (B) Noteworthy, DAT density is 

reduced in the MPTP group versus control level (* : p=0,007/0.014)) and 

apparently normal in the LMT20-MPTP and LMT40-MPTP groups (** : 

respectively p=0,028/0.055 and p=0,004 /0.008 versus MPTP level). 
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D. Article en préparation : Article 4: Surface expression of Glut1, Pit1 and Pit2 

in normal and MPTP mouse brain as monitored by new metabolic markers. 

L’article 4 est issu d’une collaboration avec l’équipe de Marc Sitbon dans le cadre d’un 

contrat d’interface INSERM-CHU dans l’unité de Neuropédiatrie dirigée par le Pr Castelnau 

au CHRU de Tours.  L’équipe de Marc Sitbon a mis évidence que l'enveloppe du rétrovirus 

HTLV se liait au transporteur de glucose ubiquitaire GLUT-1 (Manel et al, 2003) et qu’un 

dérivé de l’enveloppe du virus HTLV étiqueté permettait de détecter la présence de ce 

transporteur membranaire à la surface de cellules (Kim et al, 2003) aussi bien en suspension 

cellulaire (par cytométrie de flux) que sur culture ou sur tissu (par immunofluorescence). 

Sachant que les protéines d’enveloppe de la plupart des rétrovirus gamma et delta constituent 

des transporteurs de nutriments chez l’homme, il a été développé selon le même principe des 

ligands qui permettent de détecter le transporteur du phosphate inorganique de type 1 et 2 ou 

le transporteur des acides aminés neutres par exemple. La mise en évidence de transporteurs 

de nutriments à la surface des cellules permettrait donc d’en établir un «phénotype 

métabolique» particulier à un instant donné. Ces nouveaux outils permettent d’envisager la 

possibilité de mieux préciser le métabolisme neuronal dans diverses situations normales et 

pathologiques. 

Ainsi, nous avons souhaité déterminer si l’intoxication par le MPTP modifie l’expression du 

transporteur du glucose par utilisation du ligand à notre disposition. Notre hypothèse était que 

l’expression de GLUT-1 serait logiquement augmentée dans le striatum et la SN des souris 

après intoxication par le MPTP. L’inhibition de la phosphorylation oxydative constitue en 

effet selon la littérature un signal d’augmentation d’expression de GLUT-1 de même que la 

diminution de la glycémie (von der Crone et al, 2000), l’augmentation du TNFα (McGowan et 

al, 1997), la libération de neurotrophines (Boado, 2001) et l’hypoxie-ischémie (Vannucci et 

al, 1996).  
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Pour le moment, cette étude n’a pas permis à ce jour de confirmer notre hypothèse de départ. 

Une expression faible et diffuse du transporteur du glucose a été mise en évidence dans le 

striatum et la SN sans modification visible du profil d’expression après administration du 

MPTP. Nous avons par ailleurs caractérisé un marquage cellulaire dans le cortex (la nature 

neuronale de ces cellules doit être confirmée par la réalisation d’un co-marquage avec un 

anticorps neuronal), ainsi qu’un marquage des oligodendrocytes de la substance blanche. 

Au total, l’utilisation de nouveaux marqueurs rétroviraux semble constituer un outil 

prometteur d’évaluation du statut métabolique cellulaire. L’application de cette technique 

dans le cadre de notre modèle MPTP nécessite d’être perfectionnée afin d’obtenir une 

localisation plus précise des structures constitutives du réseau nigro-strié. Un manuscrit à ce 

sujet est en préparation.  
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ABBREVIATIONS: 

ARBD  Amphotropic murine leukemia virus-RBD 

BBB  Blood-brain barrier 

CC  Corpus callosum 

Env  Envelope glycoprotein receptor 

FACS  Fluorescence Activated Cell Sorting 

GFP  Green fluorescent protein 

GLUT-1 Glucose transporter type 1 

GRBD  Gibbon ape leukemia virus-RBD 

HTLV  Human T-cell leukemia virus 

H2RBD HTLV-2-RBD 

LS  Leigh syndrome 

MLV  Murine leukemia retrovirus 

MPTP  1-methyl-4-phenyl-1, 2, 3, 6-tetrahydropyridine 

PBS  Phosphate Buffer Saline 

Pit  Inorganic phosphate transporter 

RBD  Receptor binding domain 

RC  Respiratory chain 

rFc  Fc region of rabbit IgG 

RT  Room temperature 

SN  Substantia nigra 

SU  Extracellular surface component 
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 INTRODUCTION:  

Nutrient transporters are key molecules that regulate cell growth and survival by controlling 

intracellular levels of nutrients. Their expression varies within several pathophysiological 

states, indirectly reflecting these nutrients metabolism. Among all the nutrients, facilitative 

glucose transport is mediated by one of the members of the glucose transporter (GLUT) 

family. GLUT-1, the most expressed isoform, is the primary glucose transporter across the 

blood-brain barrier (BBB) in human. GLUT-3 is expressed in neurons and GLUT-5 in the 

microglia, the rest of the transporter family (GLUT-2, 4, 7) being detected at lower levels and 

confined to more discrete regions of the brain (Dwyer et al, 2002). GLUT-1 is also 

responsible for the mitochondrial import of vitamin C in the erythrocytes (KC S et al, 2005) 

and the uptake of some neuro active drugs through the BBB (Guo et al, 2005). GLUT-1 

expression is modulated in animal models by glucose deprivation (von der Crone et al, 2000), 

hypoxia (Boado and Pardridge, 2002), hypoxia-ischemia (Vannucci et al, 1996), thermal 

injury (Gamelli et al, 1994), and mitochondrial inhibitors (Ebert et al, 1995). In human 

pathological conditions, GLUT-1 expression is decreased in the brain of patients with 

Alzheimer’s disease (Liu et al, 2008) and Huntington’s disease (Gamberino et Brennan, 1994) 

and over expressed in numerous tumors (Younes et al, 1996). 

GLUT1 has been shown to be the Human T-cell leukemia virus (HTLV) envelope (Env) 

receptor (Manel et al, 2003). HTLV-2 Env receptor-binding domain (RBD) have then been 

expressed in and secreted from eukaryotic cells in functional soluble amino terminal-tagged 

fusion proteins (H2RBD). The H2RBD therefore constitutes a natural extracellular ligand 

available for the evaluation of GLUT-1 surface expression and intracellular trafficking in 

various tissues (Kim et al, 2004).  

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

delta retroviruses, immunoadhesins from several retroviral envelope glycoproteins were 
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derived to serve as new tools for the detection and the study of their cognate transporters. For 

example, the gibbon ape leukemia virus-RBD (GRBD) was derived as the inorganic 

phosphate transporter type 1 (Pit1), the amphotropic murine leukemia virus-RBD (ARBD) as 

the Na-dependent phosphate transporter 2 (Pit2), the feline leukemia type C virus-RBD as the 

heme exporter, the murine leukemia virus RD114-RBD as the neutral amino acid transporter 

ASCT2.  

As said earlier, all these nutrient transporters can be used as metabolic markers in order to 

assess a cellular “metabolic phenotype” under various conditions. This work aimed at 

evaluating the GLUT-1, Pit1 and Pit2 surface expression in the brain of normal and 1-methyl-

4-phenyl-1, 2, 3, 6-tetrahydropyridine (MPTP)-treated mice. We previously proved the MPTP 

mouse model to be a reliable Leigh Syndrome (LS) model (Lagrue et al, 2007). LS is the most 

frequent mitochondrial disorder in childhood. LS diagnostic criteria include a progressive 

neurological disease with motor and intellectual developmental delay, hypotonia, movement 

disorders, brainstem and/or basal ganglia degeneration and often increased lactate levels in 

blood and /or cerebrospinal fluid (Bernier et al, 2002). LS always arises from a deficiency in 

energy production in the mitochondria, secondary to an alteration or deficiency of the 

pyruvate deshydrogenase complex, the pyruvate carboxylase or a respiratory chain (RC) 

complex. Deficiencies of a RC complex are frequently due to mutations in genes coding for 

proteins of the mitochondrial RC complex I or IV (Malfatti et al, 2007; Lebon et al, 2007). 

We intended to establish the distinctive distribution of GLUT-1, Pit1 and Pit2 in several 

regions of the brain in young mice (frontal cortex, corpus callosum, hippocampus, striatum, 

substantia nigra (SN)) using these new metabolic markers. We also aimed to determine if the 

energetic depletion secondary to the mitochondrial dysfunction elicited by the MPTP 

intoxication modulates the expression of GLUT-1 in our LS model. 

 



  98 

METHODS :  

Generation of H2RBD, GRBD and ARBD fusion proteins 

H2RBD, GRBD and ARBD fusion proteins were generated as described in previous works 

(Kinet et al, 2007; Kim et al, 2003). The construct of a pCSI expression vector encoding the 

amino terminal 215 amino acids of the extracellular surface component (SU) region of HTLV 

Env comprising the signal peptide and the SU RBD fused to a carboxy-terminal rabbit 

immunoglobulin Fc (rFc) tag was generated and is herein referred to as HRBD. A similar 

construct comprising the N-terminal 379 amino acids of the MLV Env SU and fused to the 

carboxy-terminal rFc tag was also generated and is herein referred to as ARBD. 

HRBD, ARBD, and GRBD proteins were produced by transfecting 293 T cells with the 

appropriate constructs or with the empty control vector using the calcium phosphate method 

(Manel et al, 2003). After transfection, cells were washed twice with phosphate-buffered 

saline (PBS) and fresh medium without PBS was added. Media containing the various soluble 

RBDs were harvested 2 days later and clarified by filtration (0.45 µm) to remove cell debris. 

The supernatants were concentrated 12-fold using an iCon Concentrator 20 ml/9K spin 

column (Thermo Fischer Scientific, Rockford, USA). HRBD and mock-transfected 

supernatants were frozen at -20°C until use. 

 

Animals 

All experiments were performed on consanguineous male C57/BL6N@Rj mice (5 weeks old, 

average weight: 19 ± 1 g (CERJ, Le Genest St Isle, France) with 6 mice per group. This strain 

is highly susceptible to MPTP neurotoxicity. All mice experiments were carried out in 

compliance with appropriate European Community Commission directive guidelines 

(86/609/EEC). The mice were kept under environmentally controlled conditions (room 
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temperature (RT) = 23 ± 1°C, humidity = 40.3 ± 7.1%) on a 12-hour light/dark cycle with 

food and water ad libitum. 

 

MPTP intoxication 

The mice (n = 6 per group) were intoxicated with 4 administrations of MPTP (12.5 mg/kg) ip 

at 1-hour intervals on a single day. MPTP (Sigma, France) was dissolved in 0.9% sodium 

chloride to a final concentration of 2.5 mg/ml (100 µL injection per 20 g body weight). The 

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

 

Immunofluorescence 

For H2RBD, GRBD and ARBD incubation, we used cryosections from mice sacrificed by 

cervical dislocation 7 days after MPTP intoxication. The brains were rapidly removed and 

frozen in isopentane (-35°C). Twenty-µm coronal sections were cut with a cryostat microtome 

(Reichert-Jung Cryocut CM3000 Leica Microsystems, Rueil-Malmaison, France), collected 

on Super Frost Plus slides (Menzel Gläser, Braunschweig, Germany), and stored at -80°C. 

After fixation with 100% ethanol at room temperature (RT), the sections were blocked with 

normal goat serum and endogenous biotin blocking reagent (Biotin blocking system, Dako, 

Via Real, CA, USA) prior to the incubation with either HRBD (ligand for GLUT-1), GRBD 

(ligand for Pit1) or ARBD (ligand for Pit2). The sections were incubated with the 

aforementioned probes for 30 minutes at 37°C. The sections were further incubated with 

biotinylated anti-rabbit IgG (dilution 1/200) (Vectastain Elite kit, Vector Laboratories, 

Burlingame, CA, USA) for one hour at RT, followed by incubation with streptavidine-Alexa 

488 (10 µg/ml) 30 minutes at RT, Hoechst 33342 (1 mM) (labelling for cell nucleus) and cell 

Trace BODIPYBODIPY TR methyl ester (5 µg/ml) (labelling for intracellular membranes) 

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

Brain sections were scanned with an Axio Imager Z1 upright microscope (Zeiss, Le Pecq, 

France). The excitation / emission filter sets specific for each of the fluorescent antibodies 

were as follows: 360 nm excitation filter and 470 nm emission filter for DAPI (nucleus), 473 

nm excitation filter and 525 nm emission filter for GFP, 480 nm excitation filter and 527 

emission filter for FITC (cell membranes). Image scans for each probe were acquired in z-

series at a step-size of 3 µm with a specimen magnification 200x.  Deconvolution was 

performed through Huygens professional software (Montpellier RIO imaging facility) with 

0% background offset in order to avoid artificially decreased signals. An image projection 

was produced by stacking each of the individual z sections of all 3 fluorescent probes into one 

image, resulting in a three-dimensional end product and an overlay of all colours (Image J 

software,  (Rasband, 2008)) Maximum intensity projection method was used with the same 

display range for each colour for all the images.  

 

RESULTS : 

GLUT-1, Pit1 and Pit2 distribution in the cortex 

GLUT-1 staining in the cortex was irregular within layer I to IV.  Layer I exhibited a low 

cellular density. All the neuronal cells in this layer were stained. Layer II/III displayed a 

higher cellular density with all the neurons being stained in their cytoplasm. However, the 

staining intensity was different from one cell to another. Two distinct cellular populations 

with a cytoplasmic staining were identified in layer IV. The morphologic aspect of these cells 

identified them as stellate interneurons and large pyramidal cells. 

PiT1 staining in the cortex also differed within layer I to IV. Stained neurons were only 

detected in layer II/III. They were medium-sized with a cytoplasmic and homogeneous 

staining. PiT2 staining was different from GLUT-1 and Pit1 staining. The staining was 
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detected in layer I to IV and was exclusively peripheral with a “rosette like” aspect. The 

staining intensity was brighter in layer II/III. Representative microphotographs of GLUT-1, 

Pit1 and Pit2 immunostaining in the cortex are shown in Fig. 1. 

 

GLUT-1, Pit1 and Pit2 distribution in the corpus callosum 

Few GLUT-1-stained cells were seen in the corpus callosum (CC) with a weak staining 

compared to the cortex and striatum. No Pit2 staining was observed in the CC. Concerning 

these two markers, perivascular cells were strongly labelled.  

Pit1-stained cells were present in the CC. Pit1 staining exhibited a linear pattern within the 

CC with stained cells following the myelinated fibre bundles identifying them as 

oligodendrocytes. Representative microphotographs of GLUT-1, Pit1 and Pit2 

immunostaining in the corpus callosum are shown in Fig. 2. 

 

GLUT-1, Pit1 and Pit2 distribution in the hippocampal dentate gyrus 

The three layers (granular layer, molecular layer, polymorph / hilar layer) were differentially 

stained. In the granular layer, GLUT-1 staining was lacking whereas PiT1 staining was 

intermediate and Pit2 staining was intense and homogeneous. The polymorph and molecular 

layers were uniformly stained with GLUT-1 and Pit2 at a low level without any cellular 

signal. On the contrary, Pit1 staining exhibited a cellular pattern in these layers with all the 

cellular bodies stained. Representative microphotographs of GLUT-1, Pit1 and Pit2 

immunostaining in the hippocampal dentate gyrus are shown in Fig. 3. 

 

GLUT-1, Pit1 and Pit2 distribution in the striatum 

GLUT-1 and Pit1 staining in the striatum was weak and homogeneous. Pit1 was also detected 

in few cellular bodies (4-5 cells in each striatum) and some staining was cell-independent. 
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Pit2 staining was different with a “rosette like” pattern similar to the cortex in addition to the 

diffuse and intense staining in all this structure. Noteworthy, the white matter tracts were not 

stained with any of the three markers. Representative microphotographs of GLUT-1, Pit1 and 

Pit2 immunostaining in the striatum are shown in Fig. 4. 

 

GLUT-1, Pit1 and Pit2 distribution in the substantia nigra 

No cellular GLUT-1 staining was detected in the SN, the structure being weakly and diffusely 

stained. Pit1 staining exhibited a reticular pattern with cellular bodies intensely stained. Pit2 

staining was comparable to the patterns observed in the cortex and the striatum with a “rosette 

like” aspect.  

As observed previously, the cerebral peduncle (white matter) did not show any GLUT-1 or 

Pit2 staining, whereas several oligodendrocytes were detected through Pit1 staining. 

Representative microphotographs of GLUT-1, Pit1 and Pit2 immunostaining in the SN are 

shown in Fig. 5. 

 

MPTP intoxication 

GLUT-1, Pit1 and Pit2 expression were not modulated in the cortex, the CC, the hippocampal 

dentate gyrus and the striatum after MPTP administration. In the SN pars reticulata, GLUT-1 

staining and Pit2 staining were unchanged: GLUT-1 staining remained weak and diffuse and 

Pit2 staining still exhibited a “rosette like” aspect. On the contrary, Pit1 expression pattern in 

the SN of MPTP-mice was different from the one seen in non intoxicated mice. The reticular 

pattern noticed in normal mice was no more detected though numerous stained cells were still 

remaining. Representative microphotographs of Pit1 immunostaining 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(photograph 1), Pit1 (photograph 2) 

and PiT2 (photograph 3) immunostaining in the cortex.  A: specific staining / GFP, B: Cell 

Trace Bodipy (membrane lipids), C: Hoechst (nuclei), D: GFP + Hoechst, E: GFP + Cell 

Trace Bodipy, E: Hoechst + Cell Trace Bodipy. Scale bar: 100 µm (photograph 1), 75 µm 

(photographs 2 and 3).  

Concerning GLUT-1 staining, layer I to IV were distinguishable depending on the cellular 

density. Layer IV included two cellular populations with cytoplasmic staining (first 

population: stellate interneurons, second population: large pyramidal neurons). Cells in layer I 

and II/III also exhibited a cytoplasmic staining pattern (Photographs 1). Pit1 staining was only 

detected in layer II/III within medium-sized cells that were homogeneously stained in their 

cytoplasm (Photographs 2). Pit2 staining exhibited a “rosette like” aspect predominantly 

located in layer II/III (Photographs 3). 

 

Figure 2: Representative microphotographs of GLUT-1(photograph 1), Pit1 (photograph 2) 

and PiT2 (photograph 3) staining in the corpus callosum. A: specific staining / GFP, B: Cell 

Trace Bodipy (membrane lipids), C: Hoechst (nuclei), D: GFP + Hoechst, E: GFP + Cell 

Trace Bodipy, E: Hoechst + Cell Trace Bodipy. Scale bar: 125 µm (photograph 1 and 3), 200 

µm (photographs 2).  

Few GLUT-1-stained cells were seen in the corpus callosum with a weak staining compared 

to the cortex and striatum. Pit2 staining was only detected in perivascular cells (see arrows 

photograph 2A and 2D). Pit1 staining exhibited a linear pattern within the CC with stained 

oligodendrocytes following the myelinated fibre bundles.  

 

Figure 3: Representative microphotographs of GLUT-1(photograph 1), Pit1 (photograph 2) 

and PiT2 (photograph 3) staining in the hippocampal dentate gyrus. A: specific staining / 

GFP, B: Cell Trace Bodipy (membrane lipids), C: Hoechst (nuclei), D: GFP + Hoechst, E: 

GFP + Cell Trace Bodipy, E: Hoechst + Cell Trace Bodipy. Scale bar: 100 µm. Gr: granular 

layer, Po: polymorph layer, Mo: molecular layer. 

In the granular layer, GLUT-1 staining was lacking whereas PiT1 staining was intermediate 

and Pit2 staining was intense and homogeneous. The polymorph and molecular layers were 

uniformly stained with GLUT-1 and Pit2 at a low level without any cellular signal. On the 
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contrary, Pit1 staining exhibited a cellular pattern in these layers with all the cellular bodies 

stained. 

 

Figure 4: Representative microphotographs of GLUT-1(photograph 1), Pit1 (photograph 2) 

and PiT2 (photograph 3) staining in the striatum. A: specific staining / GFP, B: Cell Trace 

Bodipy (membrane lipids), C: Hoechst (nuclei), D: GFP + Hoechst, E: GFP + Cell Trace 

Bodipy, E: Hoechst + Cell Trace Bodipy. Scale bar: 75 µm. 

GLUT-1 and Pit1 staining in the striatum was weak and homogeneous. Pit1 was also detected 

in few cellular bodies (4-5 cells in each striatum) (see arrows photograph 2D) and some 

staining was cell-independent. Pit2 staining was different with a “rosette like” pattern similar 

to the cortex in addition to the diffuse and intense staining in all this structure. Noteworthy, 

the white matter tracts were not stained with any of the three markers.  

 

Figure 5: Representative microphotographs of GLUT-1(photograph 1), Pit1 (photograph 2) 

and PiT2 (photograph 3) staining in the substantia nigra. A: specific staining / GFP, B: Cell 

Trace Bodipy (membrane lipids), C: Hoechst (nuclei), D: GFP + Hoechst, E: GFP + Cell 

Trace Bodipy, E: Hoechst + Cell Trace Bodipy. Scale bar: 100 µm. 

No cellular GLUT-1 staining was detected in the SN, the structure being weakly and diffusely 

stained. Pit1 staining exhibited a reticular pattern with cellular bodies intensely stained. Pit2 

staining was comparable to the patterns observed in the cortex and the striatum with a “rosette 

like” aspect.  

 

Figure 6: Representative microphotographs of Pit1 immunostaining in the substantia nigra of 

normal (photograph 1) and MPTP-treated mice (photograph 2). A: specific staining / GFP, B: 

Cell Trace Bodipy (membrane lipids), C: Hoechst (nuclei), D: GFP + Hoechst, E: GFP + Cell 

Trace Bodipy, E: Hoechst + Cell Trace Bodipy. Scale bar: 100 µm. 

Pit1 expression pattern in the SN of MPTP-mice was different from the one seen in non 

intoxicated mice. The reticular pattern noticed in normal mice was no more detected though 

numerous stained cells were still remaining. 
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III.  DISCUSSION 

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

modèle murin de syndrome de Leigh 

1. Intérêt et originalité du modèle au regard des autres modèles de 

maladies mitochondriales 

Nous avons donc généré un modèle de maladie mitochondriale chez l’enfant et plus 

précisément de SL. Ce modèle présente l’originalité de recourir à un toxique utilisé depuis 

longtemps pour développer des modèles animaux de maladie de Parkinson, mais ici mis en 

œuvre pour ces propriétés d’inhibiteur spécifique de la CR mitochondriale. En comparaison 

des autres modèles de maladies mitochondriales développés, notre modèle présente plusieurs 

avantages :  

1) L’utilisation du MPTP, sous réserve des précautions inhérentes à sa toxicité, est 

relativement simple.  

2) Le MPTP déclenche chez la souris une dégénérescence du réseau nigro-strié reproductible 

d’un animal à l’autre (Jackson-Lewis et Przedborski, 2007). 

3) La défaillance énergétique est plus profonde qu’après intoxication par la roténone (Schmidt 

et al, 2006). 

4) Notre modèle permet de combiner l’évaluation simultanée de plusieurs molécules à 

potentiel neuroprotecteur avec l’utilisation d’un modèle rongeur plus proche de la physiologie 

humaine que les modèles utilisant la levure Sacharomyces cerevisiae (Witt et Flower, 2006), 

le nématode Cenorrhabditis elegans (Braungart et al, 2004), l’amibe Dictyostelium discodeum 

(Barth et al, 2007) ou encore la drosophile (Jacobs et al, 1994). Le recours à ces organismes 

permet un screening de plusieurs centaines de molécules simultanément, mais au détriment du 

recours à un modèle cellulaire relativement frustre. 
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5) Ce modèle pharmacologique simple permet de s’affranchir de techniques lourdes de 

génétique, telles que la production de souris knock-out (Tyynismaa et Soumalainen, 2009 ; 

Ohsawa et al, 2008). 

 

2. Limites du modèle :  

i. Phénotype des souris MPTP 

Ce modèle présente cependant également plusieurs limites : 

1)  La première limite est que les rongeurs restent une espèce plus éloignée de l’homme que 

les mammifères supérieurs, notamment en matière d’architecture cérébrale. Il semblerait donc 

intéressant de tester ultérieurement chez les primates non humains puis chez l’humain une 

molécule qui serait neuroprotectrice dans le modèle MPTP chez la souris tel que la 

lamotrigine.  

2) La deuxième limite est que le MPTP nécessite sur le plan pharmacologique la présence de 

MAO-B pour être transformé en son métabolite actif le MPP+. La MAO-B n’est présente 

chez la souris à un taux significatif qu’à partir d’environ 4 semaines post natal (Desai et al, 

1996). Le modèle d’intoxication par le MPTP ne peut donc être utilisé que pour générer un 

modèle de maladie mitochondriale chez l’adolescent et l’adulte jeune, mais moins aisément 

chez le petit enfant ou le nourrisson. Pour étudier ces stades, il faut recourir à l’injection 

intracrânienne de MPP+ qui évite l’étape de transformation par la MAO-B.  

3) La troisième limite est que les souris intoxiquées par le MPTP ne présentent pas de 

phénotype moteur évident à la différence de ce qui est observé chez les primates non humains. 

L’évaluation des altérations motrices secondaires au MPTP chez les rongeurs nécessite donc 

la mise en œuvre de tests comportementaux par utilisation d’un rotarod (Rozas et al, 1998), de 

poutres (Quinn et al, 2007) ou encore par des mesures automatisées de déambulation en 

champ libre (Quinn et al, 2006; Stefanova et al, 2003). 
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4) Une autre limite est que les lésions post MPTP tendent à récupérer spontanément au cours 

des semaines suivant l’administration (Jackson-Lewis et Przedborski, 2007). Il est donc 

nécessaire dans l’avenir de développer des techniques d’étude in vivo afin de pouvoir 

comparer l’évolution d’animaux témoins et intoxiqués sur une période prolongée et ainsi 

prouver le caractère durable de l’effet neuroprotecteur d’une molécule. 

 

ii. Mécanisme de mort cellulaire après intoxication mitochondriale 

Une autre limitation du modèle est le paradigme d’intoxication choisi. Nous avons eu recours 

au protocole subaigu (4 injections ip sur une journée à 2 heures d’intervalle) puisque nous 

voulions générer un modèle de défaillance énergétique mitochondriale. L’inhibition du 

complexe I post MPTP in vivo chez la souris n’est en effet démontrée dans la littérature que 

dans le protocole aigu (injection unique ip) (Mizuno et al, 1998 ; Sriram et al, 1997). Nous 

l’avons également mise en évidence dans le protocole subaigu comme démontré dans l’article 

1, mais nous ne l’avons pas caractérisée dans le protocole chronique (une injection 

quotidienne ip durant 5 jours) (résultats non publiés). Dans ces trois schémas d’intoxication, 

la mort cellulaire survient soit par nécrose (protocole d’intoxication aigu et subaigu), soit par 

apoptose (protocole d’intoxication chronique). Notre schéma d’intoxication subaigu qui 

permet de valider l’inhibition du complexe I repose donc sur une mort cellulaire par nécrose. 

Or il a été prouvé que l’apoptose est la modalité majeure de mort cellulaire lors d’un déficit en 

complexe I dans des modèles animaux knock-out (Marella et al, 2007 ; Qi et al, 2004).  

Le schéma d’intoxication a également un impact direct sur le caractère neuroprotecteur d’une 

molécule. Anderson et al ont ainsi montré que la modification des schémas d’intoxication, des 

paramètres d’évaluation ou encore des délais entre l’intoxication et le sacrifice peut modifier 

totalement les résultats expérimentaux. Ces auteurs conseillent donc de tester une même 
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molécule sous plusieurs conditions afin de valider au mieux un éventuel caractère 

neuroprotecteur (Anderson et al, 2006).  

Au total, le modèle d’agression énergétique des NGC par le MPTP chez la souris nous semble 

constituer un modèle valable de SL. Ce modèle permet l’étude du potentiel neuroprotecteur de 

différentes molécules de manière relativement simple et rend ainsi possible la sélection de 

molécules prometteuses à tester ultérieurement chez le primate. 

 

B. Neuroprotection par les antiépileptiques dans le modèle murin 

de syndrome de Leigh 

1. Molécules à action neuroprotectrice prouvée chez l’animal et l’homme 

Nous avons donc recherché un potentiel effet neuroprotecteur des antiépileptiques dans le 

modèle MPTP chez la souris. L’étude de la littérature met en évidence un grand nombre de 

molécules neuroprotectrices dans divers modèles animaux. Quelques exemples classés en 

fonction de la maladie étudiée et de l’axe de neuroprotection principal supposé sont 

récapitulés dans le tableau 2, page XX. Ces données amènent à deux constatations : 

1) Plusieurs molécules (mélatonine, mémantine, FGF, érythropoïétine) ont prouvé leur 

efficacité dans différents modèles animaux. Ceci est sous tendu par le fait que les 

voies de neuro dégénérescence sont communes aux différentes maladies 

neurodégénératives comme précédemment évoqué. 

2) La tendance actuelle est de s’orienter vers des molécules à effet multiples 

(« multifunctional neuroprotective drugs ») afin d’agir sur un maximum, si ce n’est 

l’ensemble, des voies pathogènes impliquées. Les antiépileptiques semblent pouvoir 

constituer une de ces classes de drogue « multifonctionnelles ». 

Une fois extrapolé à l’humain, seuls quelques composés ont prouvé une action bénéfique : la 

sélégiline (inhibiteur de la MAO-B) et la mémantine ont prouvé un effet neuroprotecteur 
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traduit par une amélioration de la mémoire chez les patients atteints de la maladie 

d’Alzheimer (Filip et Kolibas, 1999 ; Lipton, 2007). D’autres composés (créatine et rasagiline 

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

sont actuellement en cours d’évaluation (Schapira, 2008 ; Waxman, 2008).  

Voie utilisée Maladie Molécule testée Référence 
Parkinson iptakalim Hu et al, 2005 

glibenclamide Nistico et al, 2007 

Canaux 
ioniques 

ATP-
dépendants 

Hypoxie-ischémie 
antagonistes des iGluR Schurr, 2004 

pramipexole Le et al, 2000 

métallothionéines Ebadi et Sharma, 2006 Parkinson 

Mayo et al, 2005 

Alzheimer 
mélatonine 

Chyan et al, 1999 

Huntington mithramycine Ferrante et al, 2004 

Hypoxie-ischémie ebselen Yagamata et al, 2008 

antagonistes NMDA Wood et al, 1997 

Stress oxydatif 

Traumatisme 
crânien (TC) resvératrol Ates et al, 2007 

SLA lithium / valproate Feng et al, 2008 

Hypoxie-ischémie 
Garcia de Arriba 

et al, 2006 mémantine 
Sonkusare et al, 2005 

nicotine Picciotto et Zoli, 2008 Alzheimer 

Bruno et al, 2001 

 
antagoniste des mGluR 

Zhong et al, 2005 

Parkinson Kalda et al, 2006 

Excitotoxicité 

Huntington 
antagonistes A2AR 

Minghetti et al, 2007 

Hypoxie-ischémie surexpression FLIP(L) Taoufik et al, 2007 

AVC Hashimoto et al, 2001 
humanin 

Xu et al, 2006 

Bclw Zhu et al, 2004 Alzheimer 

œstrogènes Yao et al, 2007 

apomorphine Kyriazis, 2003 
transfection gène 

ICP10PK 
Wales et al, 2008 

KO MAPKAP kinase 2 Thomas et al, 2008 
Parkinson 

leptine Weng et al, 2007 

Huntington lithium Senatorov et al, 2004 

Apoptose 

TC flavopiridol Di Giovanni, 2005 
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Tableau 2 : Molécules à action neuroprotectrice prouvée chez l’animal 

greffe de cellules souches Corti et al, 2007 
SLA 

IGF1 Vincent et al, 2004 

Parkinson GDNF Deierborg et al, 2008 

Alzheimer Thorns et Masliah, 1999 

Huntington Jin et al, 2005 

Neurogenèse 

TC 

FGF 

Alzheimer et al, 2002 

indomethacine Chechneva et al, 2006 

inhibition NF-κB Nijboer et al, 2008 
Hypoxie-
ischémie 

Paschos et al, 2008 

Parkinson Xue et al, 2007 érythropoïétine 

Xiong et al, 2008 
TC 

antagonistes PPAR Kapadia et al, 2008 

IFN γ Baron et al, 2008 

cannabinoïdes Ramirez et al, 2005 Alzheimer 

statines Stepien et al, 2005 

Inflammation 

Sclérose en 
plaques 

stimulation récepteurs 
cannabinoïdes CB2 

Docagne et al, 2008 

Huntington 
inhibiteurs de 

l’histone déacétylase 
Oliveira et al, 2006 

Parkinson coenzyme Q10 Beal, 2003 

Alzheimer Youdim et al, 2001 inhibiteurs 
de la MAO-B Huang et al, 1999 

TC 
découpleurs mitochondriaux Pandya et al, 2007 

lithium Fornai et al, 2008 
SLA 

régime cétogène Zhao et al, 2006 

Mitochondrie 
Energie 

Hypoxie-
ischémie 

peptide CART Mao et al, 2007 

SLA riluzole Noh et al, 2000 
l’ensemble des 

maladies 
minocycline Kim et Suh, 2009 

greffe de cellules souches Yasuhara et al, 2006 
Parkinson 

activine Kupershmidt et al, 2007 
Sclérose en 

plaques 
acétate de glatiramer Arnon et Aharoni, 2007 

polyphénols, curcumin Mandel et al, 2007 

Modalités 
multiples 

 
Alzheimer ladostigil Youdim et al, 2006 
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2. Effet neuroprotecteur de la lamotrigine 

i. Effet neuroprotecteur chez l’animal et l’homme 

Parmi l’ensemble des antiépileptiques évalués, seule la lamotrigine a prouvé un effet 

neuroprotecteur chez l’animal. Il est important de noter que cette molécule a également 

prouvé son efficacité dans les modèles animaux suivants : 

- Modèle d’excitotoxicité par le kaïnate sur coupe d’hippocampe de rat (Calabresi et al, 

2003 ; Longo et al, 1995) et état de mal convulsif induit par le kaïnate chez le rat (Maj et 

al, 1998) 

- Modèle d’hypoxie-ischémie chez la gerbille (Shuaib et al, 1995 ; Wiard et al, 1995) et le 

rat (Papazisis et al, 2008) et modèle d’ischémie de neurones striataux de rat en culture 

(Calabresi et al, 2003) 

- Modèle d’ischémie-reperfusion chez le rat (Crumrine et al, 1997) 

- Modèle d’intoxication mitochondriale par la roténone (Kim et al, 2007), le 3-NP (Lee et 

al, 2000) ou le malonate (Connop et al, 1997) 

Dans l’ensemble de ces modèles, les auteurs retiennent comme mode d’action neuroprotecteur 

principal l’inhibition présynaptique de la libération de glutamate secondaire à l’inhibition des 

canaux sodium voltage-dépendants.  

 

Dans les cas d’essai de neuroprotection chez l’homme, les résultats sont plus mitigés. Bien 

que la lamotrigine ait prouvé son efficacité dans le modèle de maladie de Parkinson par 

intoxication au MPTP chez la souris, il n’a pas été mis en évidence d’effet antiparkinsonien 

chez l’homme lors d’une étude randomisée en double aveugle avec cross over (Shinotoh et al, 

1997). Dans le cas du modèle de maladie de Huntington, il n’a été caractérisé chez l’homme 

qu’une diminution de la chorée et une amélioration symptomatique selon l’autoévaluation des 

patients inclus (Kremer et al, 1999). Il est à noter que l’étude du modèle de maladie de 
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Huntington par intoxication au 3-NP chez le rat avait amené des résultats contradictoires : Lee 

et al ont prouvé un effet neuroprotecteur (Lee et al, 2000) à la différence de Wu et al (Wu et 

al, 2006). Enfin, la lamotrigine n’a pas permis de retarder l’évolution de la sclérose latérale 

amyotrophique dans deux études (Ryberg et al, 2003 ; Eisen et al, 1993). 

 

ii. Voies de neuroprotection possibles 

Plusieurs voies semblent impliquées dans l’effet neuroprotecteur de la lamotrigine chez 

l’animal. La lamotrigine présente la particularité d’agir simultanément sur six voies délétères :  

1) Elle diminue le stress oxydatif (Eren et al, 2007 ; Tufan et al, 2008), 

2) Elle augmente le taux de GABA (Cunningham et al, 2000) 

3) Elle inhibe les canaux sodium voltage-dépendants (Kuo et al, 1997 ; Zona et al, 1997 ; Xie 

et al, 1995). Il est intéressant de noter que le blocage des canaux sodium voltage-dépendants, 

en plus de permettre une épargne d’ATP pour les neurones en état de stress énergétique, 

modulerait l’action de la microglie dont l’implication dans la neurodégénérescence est 

aujourd’hui clairement établie (Black et al, 2008). 

4) Elle inhibe les canaux potassium voltage-dépendants (Grunze et al, 1998) 

5) Elle stimule la neurogenèse par augmentation de la production de BDNF (Chang et al, 

2008) 

6) Elle exercerait un effet inhibiteur direct sur la formation du pore mitochondrial ce qui 

semblerait pouvoir expliquer son effet neuroprotecteur dans les modèles d’intoxication 

mitochondrial par le MPTP (Jones-Humble et al, 1994 ; Lagrue et al, 2007), par la roténone 

(Kim et al, 2007 ; Costa et al, 2008) ou encore par le 3-NP (Lee et al, 2000).  

 

Concernant les autres antiépileptiques, l’étude de la littérature permet de distinguer trois 

groupes selon le mécanisme d’action des différentes molécules. Le lévétiracétam doit être 
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séparé en raison de son mode d’action spécifique : le lévétiracétam inhibe la libération 

présynaptique des neurotransmetteurs (Yang et al, 2007).  

Un premier groupe est constitué des molécules qui permettent un rééquilibrage de la balance 

GABA-glutamate afin de lutter contre l’excitotoxicité : vigabatrin, gabapentine, tiagabine, 

prégabaline, clonazépam. Ces molécules ont un mode d’action potentiellement 

neuroprotecteur univoque et n’ont pas prouvé d’effet bénéfique en dehors de modèles 

animaux d’ischémie basés essentiellement sur la réponse glutamatergique (Traa et al, 2008 ; 

Iqbal et al, 2002 ; Abel et al, 1992). Nous n’avons par ailleurs pas prouvé d’effet 

neuroprotecteur dans le modèle MPTP tel qu’explicité dans l’article 3. Il convient de noter 

que ces molécules n’agissent pas sur les canaux sodium et calcium en dehors du cas 

particulier de la gabapentine et de la prégabaline qui exerceraient leur effet antalgique par 

association exclusive à la sous unité α2δ du canal calcium voltage-dépendant de type P/Q 

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

 

Un deuxième groupe est représenté par la carbamazépine, le topiramate et la phénytoïne. Ces 

molécules rééquilibrent également la balance GABA-glutamate, mais exercent de plus un 

effet inhibiteur sur les canaux sodium voltage-dépendants (Rush et al, 1997 ; Xie et al, 1995). 

La carbamazépine a prouvé un effet bénéfique après intoxication à la roténone in vitro (Costa 

et al, 2008) mais pas après MPTP (Lagrue et al, 2007 ; Jones-Humble et al, 1994). Le 

topiramate n’a pas prouvé d’effet bénéfique après MPTP (Lagrue et al, 2007) et n’a pas été 

testé dans les modèles 3-NP et roténone. La phénytoïne est quand à elle incompatible 

pharmacologiquement avec le modèle MPTP et n’a pas été testée dans les modèles 3-NP et 

roténone. Ces éléments soulignent le fait que l’inhibition des canaux sodium voltage-

dépendants ne semblent pas promouvoir une neuroprotection à elle seule. Une action 
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simultanée sur les différentes voies de neuroprotection tel que réalisé par la lamotrigine 

semble donc nécessaire.  

 

Une troisième catégorie de molécules comprenant la lamotrigine, le riluzole et le valproate de 

sodium semble pouvoir présenter ces propriétés combinées. Le riluzole :  

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

2000) 

2) Diminue l’apoptose par modulation de l’interféron endogène de type 1 (Achour et al, 2009) 

et induction du heat shock factor 1 (Yang et al, 2008) 

3) Stimule la neurogenèse par induction du BDNF (Katoh-Semba et al, 2002) 

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

Le riluzole a montré un effet bénéfique à plusieurs reprises dans le modèle MPTP (Diguet et 

al, 2005 ; Obinu et al, 2002 ; Araki et al, 2001) mais cet effet n’a pas été retrouvé en clinique 

chez les patients atteints de syndrome parkinsonien plus (Bensimon et al, 2009). Le riluzole 

est également neuroprotecteur en modèle 3-NP (Guyot et al, 1997) et malonate (Kaal et al, 

2000) et après lésion ischémique de la moelle épinière chez le rat (Lang-Lazdunski et al, 

2000). Enfin le riluzole est la seule thérapeutique efficace dans la sclérose latérale 

amyotrophique chez l’homme (Miller et al, 2007) même si l’augmentation de la durée de vie 

n’est que d’environ trois mois. Il est à noter que plusieurs propriétés potentiellement 

neuroprotectrices sont partagées par le riluzole et la lamotrigine. Ces propriétés de diminution 

de l’excitotoxicité, d’augmentation du GABA et de promotion de la neurogenèse par 

augmentation du BDNF associées à l’inhibition des canaux sodium voltage-dépendants 

pourrait donc expliquer la neuroprotection apportée par ces molécules. 
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La dernière molécule à effet pléiotrope, le valproate de sodium exerce également des effets 

neuroprotecteurs potentiels multiples : 

1) Il diminue le stress oxydatif (Andreazza et al, 2008) 

2) Il diminue l’apoptose par inhibition de la glycogène synthétase kinase 3  (Kim et al, 2005), 

up régulation de Bcl2 (Creson et al, 2009) et induction de la heat shock protein 70 (Pan et al, 

2005) 

3) Il stimule la neurogenèse GABA (Laeng et al, 2004) 

4) Il inhibe les canaux sodium et calcium voltage-dépendants (Albus et Williamson, 1998 ; 

Kito et al, 1994)  

Le valproate de sodium présente un effet bénéfique après intoxication par le malonate 

(Morland et al, 2004) et en association au lithium dans un modèle souris de sclérose latérale 

amyotrophique (Feng et al, 2008). Il n’a pas été testé dans les modèles 3-NP et roténone. 

Nous l’avons testé sans succès dans le modèle MPTP (Lagrue et al, 2007). Les raisons de cet 

échec sont possiblement la pharmacocinétique particulière de ce produit chez la souris qui 

élimine rapidement le valproate, ou encore l’interaction faible mais existante avec le 

cytochrome P450 2D6 qui empêcherait la détoxification en nor-MPTP et aggraverait donc la 

toxicité du MPTP (Coleman et al, 2006 ; Wen et al, 2001). La recherche d’un effet 

neuroprotecteur du valproate de sodium dans le modèle MPTP à plus forte dose nous 

paraitrait à envisager. Il nous paraitrait d’autre part utile de vérifier l’absence d’altération du 

complexe I après administration de valproate de sodium. Il est en effet connu de longue date 

que l’administration de ce médicament chez les patients atteints de maladie mitochondriale 

peut accélérer leur détérioration neurologique et entrainer une défaillance hépatique, mais cet 

effet semble lié à une altération du complexe IV et non du complexe I (Ponchaut et al, 1992). 

Cet élément justifierait donc d’être vérifié plus en détail.  
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En conclusion, seules des molécules à effet pléiotrope telles que la lamotrigine, le valproate 

de sodium ou le riluzole semble pouvoir exercer un effet neuroprotecteur chez l’animal, mais 

la transposition en pratique clinique reste encore délicate. 

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

l’environnement neuronal constitué principalement par les astrocytes et les cellules 

microgliales. Ces deux populations gliales jouent en effet un rôle majeur dans la 

physiopathologie des maladies neurodégénératives. Cet aspect va être développé dans la 

dernière partie de notre discussion. 

 

C. Coopération neurones-glie et métabolisme énergétique 

1. Coopération neurones-glie 

i. Rôle des astrocytes 

a. Astrocytes et neurodégénérescence 

Les astrocytes sont impliqués, avec les cellules microgliales, dans les lésions neuronales 

secondaires à la défaillance énergétique par l’intermédiaire de l’excitotoxicité 

glutamatergique et du stress oxydatif. Le TNFα produit par les cellules microgliales activées 

par les neurones en apoptose (cf paragraphe III.C.1.ii.) inhibe en effet la recapture du 

glutamate par les astrocytes par down regulation du transporteur du glutamate GLT1 (Zhou et 

Crews, 2005). Les astrocytes produisent par ailleurs du NO qui s’associe aux radicaux libres 

pour former du peroxynitrite qui lèse les neurones, mais également les astrocytes eux même. 

L’exposition des astrocytes au NO déclenche une up régulation du métabolisme du glutathion 

qui limite rapidement le stock de cette molécule responsable de la détoxification du peroxyde 

d’hydrogène H2O2 (Heales et al, 2004). Cette carence aggrave donc le stress oxydatif. Ceci 

souligne les relations étroites entre neurones et astrocytes.    
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b. Astrocytes et métabolisme énergétique 

Les astrocytes n’exercent pas seulement un rôle délétère, ils sont également responsables du 

soutien métabolique et trophique des neurones auxquels ils fournissent du lactate et 

différentes neurotrophines. La notion longtemps définitive que le glucose constituerait le seul 

composé énergétique utilisable par les neurones a été battue en brèche par la découverte que 

ces cellules peuvent également métaboliser le lactate produit par les astrocytes en cas 

d’activité métabolique neuronale intense. Mc Ilwain fut le premier durant les années 1950 à 

émettre l’hypothèse d’une collaboration métabolique neurono-gliale (Mc Ilwain, 1951). Cette 

théorie a depuis été prouvée principalement par Pellerin et Magistretti et est aujourd’hui 

communément dénommée sous le terme de  « glutamate-stimulated astrocyte-neuron lactate 

shuttle ». En cas de fonctionnement synaptique soutenu, le glutamate libéré dans la fente 

synaptique est recapté par les astrocytes associé à des ions sodium. Ces ions sodium sont 

relargués dans l’espace péri cellulaire en échange de potassium par la Na+/K+ ATPase avec 

transformation d’ATP en ADP. L’ADP est retransformé en ATP par la phosphoglycérate 

kinase avec production de lactate. Le lactate est transféré de l’astrocyte au neurone par les 

transporteurs de monocarboxylates MCT. Il est alors métabolisé en pyruvate qui est pris en 

charge dans le cycle des acides tricarboxyliques afin de générer de l’ATP. Ce phénomène 

permet de coupler l’activité excitatrice de la synapse et la production d’ATP (Pellerin et al, 

2007 ; Pellerin et Magistretti, 1996 ; Pellerin et Magistretti, 1994).  

Cet élément souligne l’importance des astrocytes dans la résistance à l’agression énergétique 

et le fait que cette population pourrait constituer une cible de neuroprotection. Il a ainsi été 

prouvé que l’augmentation de la population d’astrocytes en co-culture neurones-astrocytes 

protège les neurones de la déplétion en ATP secondaire au MPTP (Smeyne et al, 2005). 
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c. Astrocytes et neuroprotection 

Comme évoqué antérieurement, les astrocytes exercent un rôle neuroprotecteur en plus de leur 

rôle métabolique lors d’une agression énergétique. Les astrocytes sécrètent en effet différentes 

substances neurotrophiques après lésion neuronale, parmi lesquelles les principales sont le 

TGFβ et la fractalkine (Streit et al, 2005). Ce mécanisme de neuroprotection met en jeu les 

relations astrocytes-microglie : la microglie activée libère de l’interleukine-1 (IL-1) qui 

stimule la production de FGFβ et de GDNF par les astrocytes (Morale et al, 2006).  

 

ii. Rôle de la microglie 

a. Microglie et neurodégénérescence 

La microglie, qui représente 10% des cellules non neuronales du cerveau, joue également un 

rôle majeur dans la neurodégénérescence. La reconnaissance de résidus phosphatidyl sérine 

au niveau de la membrane cellulaire des neurones en apoptose déclenche une activation 

microgliale et la production de NO, d’IL-1β et de prostaglandine E2 en particulier (Minghetti 

et al, 2005). Ces composés sont à l’origine de lésions neuronales par stress oxydatif. Le rôle 

majeur de la microglie est connu dans la maladie de Parkinson, la maladie d’Alzheimer, la 

maladie d’Huntington et la sclérose latérale amyotrophique (Shin et al, 2007 ; Block et Hong, 

2005). Takeuchi et al ont montré le rôle central du TNFα dans l’activation microgliale et 

l’excitotoxicité glutamatergique : le TNFα libéré par la microglie stimule de manière 

autocrine la libération de glutamate par up regulation de la glutaminase (Takeuchi et al, 

2006). Il s’y associe l’inhibition de la recapture du glutamate par les astrocytes déjà évoquée 

antérieurement (Zou et Crews, 2005), ces deux actions combinées créant une surcharge 

glutamatergique délétère pour les neurones. Le blocage de l’activation microgliale semble 

donc constituer un axe de neuroprotection intéressant. Il a ainsi été prouvé que l’inhibition de 

la microglie par la minocycline protège les neurones de l’action du MPTP (Wu et al, 2002). Il 
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est également démontré que la microglie exprime différents canaux sodiques et que l’activité 

de ces canaux régule le fonctionnement microglial (Black et al, 2008). Les inhibiteurs des 

canaux sodiques tels que la lamotrigine, la phénytoïne ou le riluzole pourrait donc exercer en 

partie leur effet neuroprotecteur par une modulation de l’activité microgliale. La phénytoïne 

réduit ainsi l’activation microgliale dans un modèle de sclérose en plaques (Craner et al, 

2005). 

 

b. Microglie et neuroprotection 

Le rôle de la microglie ne se limite néanmoins pas, comme pour les astrocytes, à un effet 

inflammatoire délétère. Les cellules microgliales sécrètent en effet elles aussi des facteurs 

neurotrophiques tels que la MAP kinase, NFκB ou encore l’IL-1 qui stimule la libération de 

neurotrophines par les astrocytes comme vu antérieurement. Une éventuelle action sur les 

cellules microgliales devrait donc inhiber le relargage de cytokines et de glutamate sans 

altérer la sécrétion de neurotrophines. 

 

2. Evaluation du statut énergétique cellulaire par l’intermédiaire de 

récepteurs rétroviraux 

Notre étude étant centrée sur la sensibilité des NGC au stress énergétique, nous avons 

souhaité mieux caractériser le métabolisme du glucose et du phosphate (qui entre dans la 

composition de l’ATP) au sein de cette structure. Nous avons pour cela tenté d’évaluer 

l’expression du transporteur du glucose de type 1 (GLUT-1) et des transporteurs du phosphate 

inorganique de type 1 (Pit1) et de type 2 (Pit2) dans le striatum et la substance noire de souris 

témoins et intoxiquées par le MPTP. Les transporteurs de nutriments constituent en effet des 

molécules cibles qui participent à la régulation de la croissance et à la survie des cellules en 

contrôlant le niveau intracellulaire de nutriments. Nous avons donc réalisé un marquage par 
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immunofluorescence de GLUT-1, Pit1 et Pit2 en utilisant des ligands extracellulaires 

spécifiques dérivés de gamma et delta rétrovirus.  

GLUT-1 est le principal transporteur du glucose au niveau cérébral. Son expression est 

connue pour être modulée in vitro par la déprivation en glucose (von der Crone et al, 2000),  

l’hypoxie-ischémie (Vannucci et al, 1996) ou encore par les toxiques mitochondriaux (Ebert 

et al, 1995). Notre hypothèse était que l’expression de GLUT-1 serait up régulée après stress 

énergétique. Nous avons mis en évidence une expression faible et diffuse du GLUT-1 dans le 

striatum et la SN, avec présence de quelques corps cellulaires plus spécifiquement marqués 

dans le cas du striatum. Ces résultats nous ont permis de valider l’utilisation de ces traceurs 

innovants in vivo chez la souris. Nous n’avons par contre pas retrouvé de modification de 

l’expression de surface de GLUT-1 après intoxication au MPTP. Ceci nécessite en effet des 

études quantitatives plus poussées et cet échec semble probablement lié en partie à des 

difficultés de localisation de la SN qui devrait pouvoir être résolus par la réalisation de co-

marquages GLUT-1-TH. 

Nous avons lors de la même étude déterminé la distribution de GLUT-1 dans le cortex, le 

corps calleux, l’hippocampe et le cervelet. Nous avons caractérisé un marquage d’aspect 

neuronal dans le cortex et un marquage des cellules de Purkinje du cervelet, ce qui est en 

opposition avec la notion communément admise que le transporteur du glucose neuronal est le 

GLUT-3 (Simpson et al, 2008). Nous envisageons de réaliser des co-marquages GLUT-1-

NeuN pour confirmer ces résultats. Le mode de production du ligand H2RBD spécifique du 

GLUT-1 rend en effet impossible toute réaction croisée avec GLUT-3 (Manel et al, 2003). Il 

convient de noter que les anticorps utilisés pour les marquages immunohistochimiques chez la 

souris ou le rat reconnaissent l’extrémité N-terminale du récepteur, à la différence de notre 

ligand spécifique de l’extrémité C-terminale. L’utilisation de ces anticorps met en évidence 

une expression de GLUT-1 dans le cortex de la souris de type vasculaire au niveau de la 
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BHEet non cellulaire probablement neuronale comme dans notre cas (Choeiri et al, 2002). La 

spécificité des anticorps pour l’extrémité N-terminale pourrait expliquer l’absence de 

détection d’une expression de GLUT-1 de faible niveau dans les neurones en comparaison 

d’une forte expression de GLUT-3. 

Nous avons également retrouvé une expression de GLUT-1 par les oligodendrocytes de la 

substance blanche au niveau du corps calleux, des faisceaux du striatum et des pédoncules 

cérébraux. Ceci est en accord avec la littérature (Maher et al, 1994). 

Concernant l’expression des transporteurs du phosphore, nous avons mis en évidence une 

modification qualitative de l’expression de Pit1 dans la SN. L’aspect réticulé du marquage 

Pit1 chez les souris témoins n’a en effet pas été retrouvé chez les souris intoxiquées par le 

MPTP. L’expression des transporteurs du phosphate inorganique dans le striatum et la 

substance noire n’étant pas connue, l’interprétation de ces résultats reste difficile et nécessite 

des études complémentaires.  

Ainsi, l’évaluation du statut énergétique des noyaux gris centraux par utilisation de ligands 

dérivés de delta et gamma rétrovirus nous semble prometteuse. Ces ligands pourraient en effet 

permettre d’établir un « phénotype métabolique » cellulaire sous des conditions 

physiopathologiques variées. Nous poursuivons actuellement ces recherches au sein de notre 

laboratoire. 
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IV. CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES 

A. Conclusions 

Ce travail nous a donc permis de valider l’utilisation du modèle d’intoxication par le MPTP 

chez la souris comme modèle de SL de l’enfant. Une fois entériné ce pré-requis nécessaire, 

nous avons par la suite pu évaluer le caractère neuroprotecteur des antiépileptiques qui 

constituent pour nous une classe thérapeutique de choix en raison de leurs propriétés 

complémentaires. Nous avons ainsi prouvé que la lamotrigine est neuroprotectrice dans notre 

modèle, les autres antiépileptiques n’ayant pas montré d’effet bénéfique.  

Nos données viennent s’ajouter à celles déjà recueillies par des techniques d’imagerie. 

L’ensemble de ces recherches a pour but de développer à long terme un traitement curatif 

pour les maladies mitochondriales de l’enfant qui restent à ce jour incurables. 

 

B. Perspectives 

Afin de poursuivre et compléter ce travail, nous envisageons de mettre en œuvre divers axes 

de recherche :  

Un premier axe concerne la poursuite de l’étude de l’effet neuroprotecteur de la lamotrigine, 

cet axe se divisant en trois parties : 

1) Dans le but d’une utilisation ultérieure de cette molécule en pratique clinique, 

plusieurs étapes de validation s’avèrent nécessaires : nous souhaitons donc vérifier par 

microTEP chez la souris que la lamotrigine présente bien un effet neuroprotecteur 

stable dans le temps et qu’elle ne retarde pas simplement l’expression de la 

neurotoxicité du MPTP. Nous souhaitons également tester la lamotrigine en modèle 

MPTP chez le primate dont la physiologie est plus proche de la physiologie humaine.  

2) Afin de mieux déterminer les mécanismes par lesquels la lamotrigine exerce son 

effet neuroprotecteur, nous envisageons d’évaluer le stress oxydatif et l’activation 
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microgliale sous lamotrigine, ainsi que de doser le complexe I de la CR 

mitochondriale en présence de ce médicament. 

3) Nous souhaitons enfin rechercher un éventuel effet synergique bénéfique de 

l’association de la lamotrigine à d’autres molécules agissant sur des voies non ciblées 

par la lamotrigine telle que la chélation du fer. D’autres molécules candidates sont à 

l’étude dans le cadre du Réseau National constitué par les équipes impliquées dans la 

prise en charge des affections mitochondriales (Réseau Carammel) avec notamment 

les centres de Paris (Necker, A.Munich), Poitiers (M.Jaber), Angers (D.Bonneau) et 

Bordeaux (D.Lacombe). 

 

Un deuxième axe concerne l’utilisation du valproate de sodium chez les enfants atteints de 

maladie mitochondriale. Nous souhaiterions en effet vérifier l’absence d’inhibition du 

complexe I lors de l’administration de valproate de sodium. Ceci pourrait avoir des débouchés 

en pratique clinique humaine. 

 

Un troisième et dernier axe concerne l’étude de la distribution des transporteurs de nutriments 

GLUT-1, Pit1 et Pit2 dans le cerveau de souris avant et après intoxication par le MPTP. Nous 

espérons pouvoir réaliser des co-marquages GLUT-1–NeuN dans le cortex de souris témoins 

afin de valider l’expression neuronale de GLUT-1, ainsi que des co-marquages GLUT-1–TH 

dans le striatum et la SN afin d’affiner nos résultats concernant l’expression de GLUT-1 dans 

le réseau nigro-strié. Cette approche pourrait permettre de developper de nouveaux outils pour 

caractériser in situ le statut énergétique neuronal. 

En conclusion, il convient de ne pas oublier que ce travail se fonde sur notre pratique clinique 

quotidienne au coté de nos petits patients dont l’amélioration du pronostic et de la qualité de 

vie reste notre préoccupation première et guide ces recherches. 
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VULNERABILITE ENERGETIQUE 

ET NEUROPROTECTION 

DES NOYAUX GRIS CENTRAUX 

 

Résumé 

Les noyaux gris centraux (NGC)  une cible commune de nombreuses encéphalopathies métaboliques et 

dégénératives de l’enfant. Parmi l’ensemble des maladies avec altération des NGC, nous nous sommes 

intéressés aux maladies mitochondriales en raison de données de la littérature qui attestent du rôle central de la 

mitochondrie dans la neurodégénérescence. Nous avons centré notre étude sur le syndrome de Leigh (SL) qui 

constitue la maladie mitochondriale la plus fréquente chez l’enfant. Nous avons généré un modèle de SL de 

l’enfant chez la souris C57BL/6J à 35 jours de vie par utilisation du MPTP qui inhibe le complexe I 

mitochondrial. Nous avons ensuite recherché un éventuel effet neuroprotecteur des antiépileptiques dans ce 

modèle. Nous avons ainsi prouvé l’effet neuroprotecteur de la lamotrigine. Cet effet neuroprotecteur est 

probablement expliqué par la multiplicité des voies d’action de cette molécule : diminution du stress oxydatif, 

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

dépendants, stimulation de la production de  BDNF et inhibition directe de la formation du pore mitochondrial. 

Mots clefs : mitochondrie, neurodégénérescence, MPTP, ATP, antiépileptiques, lamotrigine 

 

Résumé en anglais 

The basal ganglia are affected in several metabolic and degenerative encephalopathies in childhood. Among all 

these encephalopathies, we focused on mitochondrial diseases given data from the literature which underline 

the mitochondrion pivotal role in neurodegeneration. We specifically centred our work on Leigh syndrome 

(LS), which represents one of the most frequent mitochondrial disorders in childhood. We first generated a 

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

mitochondrial complex I in the respiratory chain. We then evaluated the potential neuroprotective effect of anti 

convulsants (AC) in this model. We finally proved that lamotrigine is neuroprotective in our LS model. This 

neuroprotective effect might rely on lamotrigine multiple and synergistic actions: oxidative stress lowering, 

microglial inhibition, GABA increase, sodium and potassium voltage –dependent channels inhibition, BDNF 

up regulation, mitochondrial pore direct inhibition. 
 

Keywords: mitochondrion, neurodegeneration, MPTP, ATP, anticonvulsants, lamotrigine 


