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1. Introduction
1.1. But de I’étude

L’épilepsie est une maladie neurologique touchant prés de 65 millions de personnes
dans le monde (Moshé et al., 2014). La découverte d’agents pharmacologiques
antiépileptiques durant la seconde moitié du XXe™me siécle a fourni un moyen efficace,
de contrdle des crises pour une majorité des patients atteints de cette pathologie.
Cependant, approximativement un tiers des personnes atteintes présentent une
forme d’épilepsie réfractaire, ne répondant pas aux inhibiteurs des canaux sodiques,
glutamatergigues ou calcigues nécessaires a [I'excitation neuronale, ni aux
exhausteurs de I'acide gamma-aminobutyrique (GABA), principal neurotransmetteur
sous-tendant I'inhibition (Granata et al., 2009 ; Kwan et Brodie, 2000). Dans de tels
cas, la solution conventionnelle permettant aux patients de controler leurs crises est
I'utilisation d’'un régime alimentaire spécifique appelé diete cétogene. Cette derniere
fut concue et développée au début des années 1920, pour mimer les changements
métaboliques induits par le jeline, et consiste principalement en une transformation
des lipides stockés en corps cétogenes, seules sources d’énergie mobilisables
pendant cette période de restriction. Pour atteindre ce but, la diéte doit présenter une
proportionnalité pondérale de 4 portions de lipides pour 1 portion de glucides +
protéines (rapport4 :1). Du point de vue calorique, ce régime apporte 90 % de
I'énergie nécessaire aux besoins journaliers via le gras consommé, de 7 a 8 % par
les protéines et 2 a 3 % par les glucides. Malgré l'efficacité incontestable du régime
cétogéne qui permet de réduire d’au moins 50 % la fréquence des crises, dans
approximativement la moitié des patients suivant ce traitement (Miranda et al., 2012 ;
Neal et al., 2008), cette solution nutritionnelle est trés exigeante et difficile a suivre,
de sorte qu’elle n’est pratiquement applicable que chez les jeunes enfants présentant
une épilepsie réfractaire (Miranda et al., 2012). Dans ces cas, le régime cétogéne est
effectivement recommandé, car il est un précieux atout pour éviter les crises durant
cette période critique du développement postnatal. Cependant, par sa forte teneur en
graisse, cette diete est associée a des risques de complications comprenant
essentiellement des néphrolithiases, hyperlipidémie, ainsi que des retards de

croissance (Freeman et al., 2007).



Dans la présente étude nous avons recherché a développer une diéte saine et
palatable possédant des propriétés antiépileptiques, grace a une approche
combinant différentes stratégies nutritionnelles.

1.2. Epilepsie et diéte cétogéne

En médecine, les modifications du régime alimentaire et leurs bienfaits sur la santé
sont connus depuis longtemps, qu’il s’agisse d’un apport ou d'une limitation de
substance animale, végétale, minérale, voire méme d’une restriction totale de
nourriture. Elles furent employées depuis le V™ avant notre ere. En effet, il a été
relaté dans le corpus Hippocratique, ouvrage réunissant une collection d'une
soixantaine de traités de médecine, les propriétés thérapeutiques du jedne qui
étaient alors décrites comme la seule cure possible pour I'épilepsie (Wheless, 2008.).
Dans la bible (d’aprés Matthieu 17 : 14-21), Jésus guérit un enfant épileptique grace

au jelne et a la priére.

Il fallut attendre le début du XXémMe siécle pour voir apparaitre les premiéres études
scientifiques sur les vertus thérapeutiques du jelne contre I'épilepsie. Deux
médecins Francais, Guelpa et Marie en 1911 montrérent sur une cohorte composée
de vingt enfants et adultes, que la privation de nourriture abaissait la sévérité des
crises pendant cette période de restriction, leur travail « la lutte contre I'épilepsie par
la désintoxication et par la rééducation alimentaire » fut publié dans la Revue de
thérapie médicochirurgicale. (Guelpa et Marie, 1911). Une décennie plus tard, c’est
un Ameéricain Hugh Conklin, médecin ostéopathe dans le Michigan qui, étant
persuadé que I'épilepsie serait due a une intoxication intestinale, préconisa la mise
au repos digestif par le biais du jelne ou seule I'eau est admise, et cela pour une
période aussi longue que le patient pouvait le supporter. Ce fut un succés (Conklin,
1922), surtout en regard des drogues qui étaient utilisées a ce moment-la, car
'emploi des bromures et du phénobarbital présentaient de nombreux effets
secondaires. Devant de tels résultats, un autre Américain, le Dr Rawle Geyelin,
endocrinologue au New York Presbyterian Hospital, reprit ce protocole en le limitant
a une durée de 20 jours. La cohorte constituée par trente patients agés de 3,5 a 35
ans répondit tres bien a la cure, confirmant ainsi les précédents résultats de Conklin.

Il fut le premier a reporter a la convention de '’American Medical Association le
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bénéfice de traiter I'épilepsie par le jelne. (Geyelin, 1921). Toujours dans les
années 1920, Drs Cobb et Lennox, deux médecins de I’école de médecine d’Havard,
ont montré que le jelne avait pour effet de diminuer les convulsions dés le 2™ ou
3¢me jour de diéte. Lennox rapporta également que la baisse du nombre de crises
était due a un changement métabolique, et que l'absence de nourriture ou la
diminution de glucides consommeés conduisait le corps a utiliser des acides gras
comme principale source énergétique. (Lennox et Lennox, 1960). C’est grace aux
travaux de Woodyatt sur le diabéte en 1921, qu’'a pu étre mis en évidence
'apparition d’acétone et du B-hydroxybutyrate lors du jedne ou de diéte trés faible en
glucides et riche en graisses. Ces corps cétoniques sont en effet la résultante
immédiate de la métabolisation des acides gras utilisés quand le glucose n’est plus

disponible en tant que source énergétique (Woodyatt, 1921).

A la méme époque, en vue de traiter les patients atteints d’épilepsie, le Dr Wilder de
la Mayo Clinic mit en place un régime alimentaire comportant également une grande
proportion de graisse et tres peu de glucides, assurant ainsi une cétose plus facile a
supporter sur des périodes plus longues que le jeGne. Il nomma ce régime,
« ketogenic diet » ou diete cétogene (Wilder, 1921). Toujours a la Mayo Clinic, le Dr
Peterman développa par la suite un régime engendrant moins de carences en
permettant un apport suffisant de protéines essentielles pour le développement de
I'enfant, avec un apport de 1 g de protéine par kilo de poids de corps et par jour,
limitant la prise journaliere de sucre a 10-15 g, le reste des calories nécessaires au
besoin journalier étant fourni par les lipides (Peterman, 1925). De facon
remarquable, ce protocole reste proche de ceux en vigueur de nos jours. La diéte
cétogéne fut beaucoup appliquée jusqu’en 1938, date a laquelle la phénytoine, un
blogueur des canaux sodiques fut découvert par Meritt et Putnam, ce qui eut pour
conséguence d’engendrer un désintérét croissant pour la diete par la communauté
scientifique et médicale, se focalisant sur le développement et I'étude de ces
nouvelles molécules. Ces approches pharmacologiques persistérent avec I'apparition
de nouvelles drogues telles que I'éthosuximide en 1958, le valproate et la
carbamazépine dans les années 60 (Figure 1). De moins en moins de personnes
étant correctement formées aux traitements alimentaires, la perte du savoir n’a fait
que renforcer l'idée que la diéte cétogéne est archaique et donc seulement

appliguée, a certains cas rares. Ce sentiment fut reporté dans un texte du Dr Jean



Aicardi qui confiait que beaucoup de praticiens ne trouvaient plus l'utilisation de diéte
justifiee en regard des thérapies médicamenteuses (Wheless, 1995). Pourtant un
article du Dr Livingston du John Hopkins Hospital en 1972 portant sur une étude de
plus de mille enfants montra des résultats trées encourageants quant aux contrdles

des crises par l'utilisation du régime cétogéne (Livingston, 1972).

Contre toute attente, la diffusion d’'un programme de la NBC en octobre 1994 est
venue briser la morosité autour de ce sujet et relancer l'intérét pour la diete
cétogene, en retracant la lutte de Charlie, un jeune garcon de 2 ans ainsi que de ses
parents contre une épilepsie réfractaire a tous traitements. Apres avoir consulté de
multiples spécialistes, I'état de Charlie restait sans amélioration, chose grave pour un
enfant en période critique de développement cérébral. Cependant, I'obstination du
pere de Charlie finit par aboutir, et c’est au John Hopkins Hospital de Baltimore que
fut pris en charge I'enfant par le Dr Freeman et la diététicienne Kelly Millicent,
ancienne collaboratrice du Dr Livingston. Traité par la diéte cétogéne Charlie arriva
rapidement a ne plus avoir de crise, a la grande stupeur de son pere qui fut étonné
gu’'un tel traitement ne lui fOt jamais proposé auparavant. Il participa donc a la
diffusion de ce traitement alors mal connu, a travers une fondation et des vidéos a
destination des médecins et nutritionnistes, ainsi que d’autres sources d’informations
(Freeman et al., 1994).

Ces dernieres années virent la résurrection de ce traitement. Malgré cela, ce type de
traitement est souvent choisi en derniére option, car il présente de nombreux effets
secondaires et une observance difficile, et demande encore de nombreux efforts
pour étre mieux percu aupreés des professionnels de santé qui préférent l'utilisation

moins contraignante des médicaments (Mastriani et al., 2008).
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Figure 1. Cinétique d’apparition des médicaments antiépileptiques.

Liste des drogues découvertes contre I'épilepsie au cours du XX siécle, se comporte
de maniere exponentielle (d’aprés Arzimanoglou et al., 2010).



1.3. Métabolisme cérébral
1.3.1. Substrats énergétiques et voies métaboliques cérébrales

Le cerveau adulte utilise le glucose comme substrat énergétique préférentiel.
Cependant I'existence de voies alternatives et complémentaires permet d’assurer le
bon fonctionnement cérébral en cas de déficience glucidique (Figure 2). Le cerveau
peut en effet accéder, comme le reste du corps, a différents substrats énergétiques,
ce qui lui permet de s’adapter en fonction de ses activités et de la disponibilité
nutritionnelle. Les nutriments apportés par la prise alimentaire permettent a la fois
une contribution énergétique immédiate, par le glucose, et a moyen/long terme par
les acides aminés et lipides pour faire face aux périodes de restriction et/ou de forte
activité que peut rencontrer I'organisme. En effet, en fonction de la prise de
nourriture plusieurs états métaboliques ont été définis. La période postprandiale
correspond aux premiéres heures suivant le repas, et peut durer jusqu’a 8 heures. Le
jeline quant a lui, se manifeste a partir de 16 heures sans apport alimentaire. La
période post-absorptive représente une période d’environ 12 heures de jedne;
généralement ce terme est employé pour désigner I'état de jelne au levé.
Nécessairement, ces différents états métaboliques présentent des variations en
regard de la grande variabilité qui existe entre les individus (métaboliseur lent,
rapide), leurs activités (actif, sédentaire, sommeil), et leur état de santé général
(pathologique ou non). Ces données également peuvent varier pour une méme

personne au cours du temps de fagon imprédictible.

D’un point de vue énergétique les différents macronutriments ne possédent pas tous
les mémes propriétés. Le pouvoir calorifique des glucides représente un apport de
4 Kcal.g?. Les lipides fournissent 9 Kcal.g'et les protéines 4 Kcal. g*.
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Figure 2. Schéma simplifié de I'organisation générale des différentes voies
métaboliques retrouvées au niveau de I'organisme.

La production d’énergie implique des voies biochimiques qui se croisent, impliquant
I'existence de véritables carrefours métaboliques aboutissant a la formation d’ATP,
d’eau et de COz. Le recyclage de co-facteurs, éléments essentiels au bon maintien
de ces voies biochimiques peut se retrouver pendant ces étapes.
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Les besoins en énergie du cerveau sont considérables. En effet, cet organe qui ne
représente que 2 % du poids de corporel total utilise a lui seul ~20 % de I'énergie
allouée a I'ensemble du corps chez les étres humains (450 p mol.min't). Cependant,
selon les espéces ces besoins varient, le cerveau des rongeurs peut consommer
2 % des ressources énergétiques (0.3-1.2 umol.min't), alors que le primate non-
humain va pouvoir mobiliser entre 9 % et 12 % de I'énergie totale (30-60 pmol.mint)
(Mink et al., 1981). Chez I'homme le néocortex, région cérébrale associée aux
hautes fonctions cognitives, serait responsable de plus de 40 % de la consommation
énergétique cérébrale, ceci afin de répondre aux demandes énergétiques de ces
réseaux neuronaux complexes permettant les processus cognitifs supérieurs
(Lennie, 2003). Les progrés techniques développés ces derniéres années ont permis
des études nous renseignant sur les mécanismes cellulaires et moléculaires du
métabolisme cérébral. Leurs interactions dynamigues, notamment au niveau du
couplage entre astrocytes et neurones, ont permis de mettre en avant l'utilisation
complémentaire de différents substrats, et d’apporter une plus grande précision dans

la compréhension du réle de ces derniers dans la physiologie du cerveau.

Il a été montré in vivo que le glucose est le substrat énergétique principal du
cerveau. Cependant, dans certaines circonstances, d’autres voies métaboliques
peuvent prendre le relais et garantir 'approvisionnement énergétique. En particulier,
lors du jelne [l'utilisation du produit de dégradation des acides gras, les corps
cétoniques, comme substrat énergétique permet notamment d’assurer un
fonctionnement cérébral optimal (Pellerin et Magistretti, 2012). Ces différences
métaboliques peuvent également se retrouver a I'échelle locale. En effet, I'existence
de régulations énergétiques différentielles précise, selon les niveaux d’activité des
différentes régions cérébrales sont connues depuis plus d'un siécle. Charles
Sherrington (1857 — 1954) avait déja postulé que le cerveau posséde un mécanisme
intrinséque lui permettant de faire varier localement le flux sanguin cérébral en
fonction des variations locales de l'activité neuronale. Depuis une décennie, le
lactate, un composant longtemps sous-estimé du métabolisme cérébral fit 'objet de
nouvelles découvertes. En effet, il a été montré qu’'une voie métabolique classique
du glucose, la glycolyse aérobie, passe par la formation de lactate (Vaishnavi et al.,
2010). Cependant, l'utilisation de cette voie métabolique présente une grande

hétérogénéité puisque dans certaines zones cérébrales telles que le cortex préfrontal
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elle concerne jusqu’a 25 % du glucose consommé, alors que dans d’autres régions
comme le cervelet, elle serait quasiment inutilisée (Bauernfeind et al., 2014 ; Goyal
et al., 2014). La glycolyse aérobie est principalement trouvée dans les astrocytes,
tandis que les neurones présentent un profil plus oxydatif, avec oxydation totale du
glucose, lactate ou pyruvate par le cycle de Krebs et la chaine respiratoire de la
mitochondrie. Le bilan énergétique de la glycolyse aérobie est la formation de deux
molécules d’ATP pour une molécule de glucose. Puis, a partir du pyruvate formé et
grace a I'enzyme lactate déshydrogénase (LDH), le pyruvate sera catalysé en lactate
avec la production en paralléle d’'un cofacteur essentiel a la glycolyse, le NAD*
(Figure 3). Cette réaction catalytique, nommée « effet Warburg », peut se retrouver
lorsque I'apport en dioxygene est faible ou en concentration physiologique, et dans
certains profils cellulaire (notamment en pathologie, chez les cellules cancéreuses)
(Warburg, 1956). Le cycle de Krebs, principale voie métabolique des neurones,
permet quant a lui 'oxydation compléte du glucose ou de ses métabolites via le
processus de phosphorylation oxydative (on peut aussi parler de « respiration
cellulaire ») dans la matrice mitochondriale et produit de 30 a 36 molécules d’'ATP
par molécule de glucose, du CO: et de 'H20 (Figure 3) (Bélanger et al., 2011a;
Hyder et al.,, 2006 ; Zhang et al., 2014 ; Hamberger et Hyden, 1963 ; Hyden et
Lange, 1962).

De facon intéressante, l'utilisation d’autres voies métaboliques semble aussi
dépendre du type cellulaire. En effet, la catalyse du glucose en glucose-6-P par
'enzyme hexokinase (HK) donne acces a la glycolyse, ainsi que et deux
autres voies . le stockage du glucose-6-P sous forme de glycogene, voie
exclusivement astrocytaire, ou I'entrée du glucose-6-P dans le cycle des pentoses.
Cette derniére, fortement utilisée par les neurones, est dédiée a la synthese de
nucléotides par la production de ribose-5-P, mais aussi a la création d’érythrose-4-P
un précurseur des acides aminés aromatique, ainsi qu’a la production de NADPH, un
cofacteur important pour protéger I'organisme du stress oxydatif par I'intermédiaire
du glutathion (GSH) (Figure 3). Une telle difféerence de voies métaboliques entre
astrocytes et neurones est réalisée par un contrdle spécifigue des enzymes

impliqués dans certaines étapes catalytiques clés pour chaque type cellulaire.
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Figure 3. Métabolisme du glucose et ses trois voies.

Les voies astrocytaires principales sont : la glycolyse, avec formation de lactate en
produit final et la formation de 2 ATP (i) et la glycogénogenése, qui est
exclusivement retrouvée dans les populations d’astrocytes, et sert a stocker le
glucose-6-P sous forme de glycogéne, ce qui permettra un usage ultérieur des
ressources énergétiques ainsi mis en réserve (iii). La voie des pentoses phosphates
est fortement exprimée chez les neurones, cette voie est a la fois anabolique
(synthése de nucléotides et d’acides aminés aromatiques) et métabolique
(détoxification des ROS) (ii). La voie de phosphorylation oxydative est non réprimée
dans les neurones et permet, via la chaine respiratoire mitochondriale de créée de
30 a 36 ATP et la production d’'H20 et de CO: a partir de dioxygéne.

Abréviations : HK, hexokinase ; glucose-6-P, glucose -6-phosphate ; GPI, glucose -6-
phosphatase isomérase ; PFK, phosphofructokinase ; fructose-6-P, fructose -6-
phosphate ; fructose -1,6-P2, fructose -1,6-biphosphate ; DHAP, dihydroxyacetone
phosphate ; TPI, triose phosphate isomérase ; GA3P, glycéraldehyde -3-phosphate ;
ribulose-5-P, ribulose -5-phosphate ; ribulose-5-P, ribulose -5-phosphate ; xylulose-5-
P, xylulose -5-phosphate ; TK, translocase ; sedoheptulose-7-P , sedoheptulose -7-
phosphate ; TA, transaldolase; erythrose-4-P, erythrose -4-phosphate; MCT,
transporteurs d’acides monocarboxyliques. Figure issue de (Magistretti et Allaman,
2015).
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En effet, 'entrée dans le cycle de I'acide tricarboxylique est fortement régulée par la
pyruvate déshydrogénase (PDH), qui est déja presque saturée en condition
physiologique basale (Halim et al., 2010). La PDH fait partie d’'un complexe de trois
enzymes qui permet d’obtenir depuis le pyruvate l'acétyl-coenzyme A nécessaire
pour former du citrate aprés réaction avec I'oxaloacétate, et lancer ainsi la respiration
cellulaire en présence d'oxygene gazeux (O2) (Figure 4, 5 et 6). Il s’ensuivra que
pour faire face a un besoin énergétique supplémentaire en regard de l'activité
basale, comme une augmentation de I'activité neuronale, le glucose ne pourra plus
étre métabolisé par le processus de phosphorylation oxydative, et aboutira donc a la
production de lactate. L’activité de la PDH diminue avec sa phosphorylation. En
conditions basales cette enzyme, chez les astrocytes, a montré a un haut degré de
phosphorylation (Zhang et al., 2014 ; Itoh et al., 2003). En effet, I'enrichissement
dans le tissu glial (plus de 30 fois) du géne PDK4 codant pour le pyruvate
déshydrogénase kinase 4, une isoenzyme, permet de maintenir 'enzyme PDH dans
un état phosphorylé, donc moins actif (Zhang et al.,, 2014). Dans l'astrocyte, en
présence d'un taux de dioxygéne physiologique, l'utilisation du glucose pour
'obtention du lactate est alors favorisée, et la voie de la phosphorylation oxydative

est freinée.

En contraste avec ceci, les neurones possedent une capacité limitée a favoriser la
glycolyse aérobie, mais présentent a la place une forte activité oxydante du cycle de
Krebs. Une enzyme glycolytique, la 6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-
bisphosphatase 3 (Pfkfb3), un effecteur positif de la glycolyse, est fortement
réprimée par dégradation protéasomale dans les populations de neurones (Bolafios
et al., 2010). Ce mécanisme répressif n’est pas retrouvé chez les astrocytes. L'utilité
de ce type de régulation fut démontrée expérimentalement avec linhibition de la
dégradation protéasomale de Pfkfb3 (Bolafios et al., 2010). L'utilisation du glucose
dans le compartiment neuronal, qui en condition physiologique préfere la voie des
pentoses se retrouve dans ces conditions a emprunter la voie de la glycolyse
aérobie. Dans la mesure ou la voie des pentoses présente des propriétés
protectrices a I'encontre des ions superoxyde et autres dérivés réactifs a 'oxygéne
produit par I'activité oxydative du cycle de Krebs des neurones, grace a la formation
de NADPH nécessaire a la régénération du glutathion, les neurones exprimant la

Pfkfb3 subissent un stress oxydatif aboutissant a I'apoptose. Ces résultats montrent
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I'importance pour les neurones d’utiliser préférentiellement le glucose, non pas dans
un but énergétigue, mais pour produire des antioxydants qui garantiront une

protection contre des activités oxydatives trop importantes (Figure 7).
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Figure 4. Décarboxylation du pyruvate.

Ensemble de réactions permettant d’engager I'entrée dans le cycle de Krebs
(nommé aussi ; TCA ou cycle de I'acide citrique) le pyruvate, qui sera catalysé en
acétyl-CoA, aprés trois étapes successives par les enzymes; pyruvate

déshydrogénase, dihydrolipoamide S-acétyltransférase, dihydrolipoyl
déshydrogénase.
Abréviations : FAD/ FADH2, Flavine adénine dinucléotide; NAD*/

NADH, nicotinamide adénine dinucléotide.
(Issue de : https://fr.wikipedia.org/wiki/D%C3%A9carboxylation_du_pyruvate)
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Figure 5. Devenir de I’acétyl-CoA dans le cycle de I’acide tricarboxylique.

En présence de dioxygene, I'acétyl-CoA sera complétement oxydé par ce cycle, et
donnera au cours de ces étapes, des coenzymes tels que le NADH et FADH:
(essentiels a la chaine respiratoire mitochondriale pour produire de I'énergie), et du
COg2, de I'ATP.

Abréviations : FAD/ FADH:, Flavine adénine dinucléotide; NAD*/
NADH, nicotinamide adénine dinucléotide. CO2, dioxyde de carbone; GTP,
guanosine triphosphate ; Pi, phosphate inorganique; H20, eau. (Issue de:
http://biochimej.univ-angers.fr/Page2/COURS.htm).
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Figure 6. Représentation schématique des constituants de la chaine
respiratoire mitochondriale et de la synthése d’ATP par phosphorylation
oxydative.

Ces différents complexes protéiques permettront 'oxydation des coenzymes créés
par le cycle de Krebs (NADH, au niveau du complexe |; FADH2, au niveau du
complexe Il) et donneront ainsi des électrons riches en énergie. Grace a ces
derniers, un gradient électrochimique de proton sera formé dans [I'espace
intermembranaire (par l'intermédiaire des complexes |, Ill, 1V). L'énergie accumulée
sous forme d’ions H* permettra via une pompe a proton « ’ATP synthase » de
restituer cette énergie sous forme d’ATP. La production d’eau est réalisée par le
complexe protéique IV, I'accepteur final des électrons, qui en réaction avec 'oxygéne
formera de I'H20.

Abréviations : Cyt ¢, cytochrome C; Q, coenzyme Q (ou ubiquinone); H*, proton;
FAD/FADH, Flavine adénine dinucléotide; NAD*/ NADH, nicotinamide adénine
dinucléotide; ATP, adénosine triphosphate; ADP, adénosine diphosphate; P;,
phosphate inorganique; H20, eau; Oz, dioxygéne.

(Issue de : https://fr.wikipedia.org/wiki/Respiration_cellulaire#Cycle_de_Krebs)
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Une autre enzyme de la glycolyse, la pyruvate kinase catalyse la réaction de
conversion du phosphoénolpyruvate en pyruvate. Elle existe en deux isoformes,
PKM1 exprimée par les neurones et PKM2, astrocytaire (Zhang et al., 2014). PKM2
peut en cas de forte demande énergétique répondre a ces besoins en augmentant la
glycolyse (Zhang et al., 2014 ; Ward et Thompson, 2012). Cette propriété n’est, une
nouvelle fois, pas observée chez les neurones avec PKM1 (Figure 7) (Zhang et al.,
2014).

Une nouvelle différence entre les voies métaboliques des tissus neuronaux et
astrocytaires est observée dans la dégradation de certains produits cytotoxiques. Un
sous-produit dérivé de la glycolyse trés réactif, le méthylglyoxal (MG), promeut
I'accumulation cellulaire de produits de Maillard, nommé aussi produits terminaux de
glycation (PTG). Ces PTG sont constitués, apres plusieurs étapes biochimiques, de
protéines glyquées non dégradables par le protéasome, et donc, de par leur toxicité
entraine la mort des cellules (Bélanger et al., 2011b). Ces produits seraient associés
a plusieurs maladies neurodégénératives (Miunch et al.,, 2012). Cependant, un
mécanisme de détoxification du méthylglyoxal existe, par le biais de deux enzymes,
la glyoxalase 1 (Glo-1) et la glyoxalase 2 (Glo-2) qui permettent, grace a leur action
séquentielle, d’aboutir a la production de D-lactate (Bélanger et al., 2011b). Ces
enzymes sont fortement exprimées dans les astrocytes, pas dans les neurones, et
rendent ainsi les réseaux gliaux plus résistants aux MG et PTG. Elles fournissent via
ce systéme de détoxification, une protection efficace du tissu nerveux (Figure 7 et 8)
(Bélanger et al., 2011b).
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Figure 7. Voies récapitulatives des principales différences métaboliques
observées entre neurones et astrocytes.

Les réserves de glycogénes sont exclusivement astrocytaires. L’enzyme 6-
phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-bisphosphatase 3 (Pfkfb3), permettant une
augmentation de [lactivité glycolytique, est fortement présent au niveau des
astrocytes, et réprimé chez les neurones. La production de lactate est encouragée
par l'inhibition du pyruvate déshydrogénase (PDH) et par la capacité de I'enzyme
pyruvate kinase2 (PKM2) a réguler a la hausse la conversion de
phosphoénolpyruvate en pyruvate chez les astrocytes. Au niveau des neurones,
PKM1, ne possede pas cette propriété, mais un autre enzyme le PDH présente une
forte activité catalytique qui permet au pyruvate de rejoindre le cycle de I'acide
tricarboxylique (TCA), afin de réaliser la respiration cellulaire mitochondriale et de
produire de I'énergie. Le systéme de détoxification du méthylglyoxal réalisé par les
enzymes Glo (Glo-1 et Glo-2) est fortement exprimé chez les astrocytes, en
comparaison des neurones. L’utilisation préférentielle de ces voies par les différents
types cellulaires se montre complémentaire, en termes de protection et
d’approvisionnement énergétique.

Légende : glucose-6-P, glucose -6-phosphate;  Pfkfb3,  6-phosphofructo-2-
kinase/fructose-2,6-bisphosphatase 3; fructose -2,6 P2, fructose -2,6-biphosphate;
PFK, phosphofructokinase ; fructose-6-P, fructose -6-phosphate ; fructose -1,6-P2,
fructose -1,6-biphosphate ; DHAP, dihydroxyacetone phosphate; GASP,
glycéraldéhyde -3-phosphate; Glo, glyoxalase; PKM, pyruvate kinase. Figure issue
de (Magistretti et Allaman, 2015).
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Figure 8. Le systeme de détoxification du méthylglyoxal.

Dégradation séquentielle du méthylglyoxal par les enzymes glyoxalase | et
glyoxalase II. Le produit final est obtenu sous forme de D-lactate.

(Figure issue :
http:/mww?2.warwick.ac.uk/fac/med/research/tsm/mvhealth/proteindamage)

22



1.3.2. Besoins énergétiques du cerveau

Les deux voies métaboliques complémentaires pour produire de I'énergie a partir du
glucose sont, pour les neurones, I'utilisation de la voie des pentoses phosphates qui
permettra la création de pouvoir réducteur sous forme de NADPH, nécessaire a la
détoxification des produits issus des activités de phosphorylation oxydative de la
matrice mitochondriale neuronale, et pour les astrocytes, la glycolyse aérobie, voie
préférentielle pour la dégradation du glucose (Magistretti et Allaman, 2015). Méme si
ce type de cellule posséde la capacité de produire de I'énergie par le cycle de Krebs,
il engendrera comme principaux produits du lactate et pyruvate. Ainsi, le glucose
métabolisé dans I'astrocyte fournira au neurone, par l'intermédiaire du lactate, un
substrat énergétique qui sera oxydé pour former de 'ATP (Magistretti et Allaman,
2015).

Cependant, les besoins en énergie de ces cellules ne sont pas équivalents, les
neurones consommeraient approximativement 80 % de I'’énergie produite, le reste
serait utilisé par les cellules gliales (Harris et al., 2012 ; Hyder et al., 2013). En effet,
les potentiels d’action et potentiels synaptiques engendrent une dissipation du
gradient électrochimique, qui doit étre rétabli via des pompes ioniques colteuses en
énergie. Avec le but de mieux comprendre ces besoins et discriminer précisément ou
ces dépenses sont réalisées, plusieurs études ont montré que la majeure partie de
I'énergie utilisée, plus de 80 %, étaient imputables au potentiel post-synaptique au
niveau de I'hippocampe (Alle et al.,2009). Les potentiels d’action quant a eux sont
moins demandeurs en énergie, ceci peut étre expliqué par le fait que les canaux
sodiques et potassiques voltage dépendant, les deux principaux canaux impliqués
dans la génération de potentiels d’action, ne présentent dans les axones myélinisés
gqu’'une période d’activation courte, limitant ainsi la dissipation ionique et
n’engendrant donc qu’une faible consommation d’énergie par la pompe Na*-K*
ATPase (Magistretti, 2009). Il a été montré qu’en outre du potentiel post-synaptique,
une autre dépense énergétigue majeure est le recyclage vésiculaire (Rangaraju et
al., 2014). En regard de ces informations et des distances séparant les synapses de
la machine métabolique du corps cellulaire, il semble nécessaire d’avoir des
mécanismes locaux capables de sentir les activités synaptiques et de fournir le cas
eéchéant des substrats énergétiques supportant les demandent énergétiques des

processus pré et postsynaptiques.
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1.3.3. Couplage métabolique entre neurone et astrocyte

Les astrocytes sont des cellules appartenant & la classe des cellules macrogliales,
initialement décrite par Virchow au XIX¢™e siécle. Dans cette méme période, Golgi
leur attribua pour fonction la distribution de nutriments dans le parenchyme
cérébrale. Ce type de cellule de forme sphérique, pour sa partie centralee, mesure
de 80 & 100 um de diamétre total, et posséde de nombreux prolongements. En effet,
ces prolongements entrent en contact avec les capillaires de la barriere
hématoencéphalique pour assurer I'absorption des différents nutriments nécessaires
aux bons fonctionnements du cerveau. D’autres prolongements entourent les
neurones de facon dynamique et de par leur positionnement, sont sensibles aux
activés synaptiques, permettant ainsi de réaliser localement un couplage entre les
activités des neurones et leurs besoins en énergie (Pellerin et Magistretti, 1994).
Grace a un échange intercellulaire direct de molécules inférieures a 2KDa au travers
des jonctions communicantes, les astrocytes forment entre eux des réseaux,
nommeés syncytium astrocytaires (Giaume et al., 2010). lIs ont la particularité d’étre
compartimentés dans des régions précises et leur étendue ainsi que la forme de ces
réseaux métaboliques astrocytaires s’adaptent aux activités neuronales (Rouach et
al., 2008).

En 1994, le groupe de Pierre Magistretti décrit un mécanisme permettant le couplage
neurone-glie, nommé « la navette lactate astrocyte-neurone», qui permet d’adapter
les activités synaptiques aux apports énergétiques. Dans cette étude les auteurs
montrent que [l'application de glutamate stimule la capture de glucose et la
production de lactate par les astrocytes. La glycolyse aérobie est en effet déclenchée
par la recapture du glutamate, une des principales fonctions des astrocytes (Pellerin
et Magistretti, 1994). Une molécule de glutamate cotransportée (transporteur GLT-1
et GLAST) dans le compartiment astrocytaire avec trois ions Na* change le gradient
sodique, déclenchant alors la pompe Na*-K* ATPase qui devra consommer une
molécule d’ATP pour extruder trois ions Na*. La conversion dans I'astrocyte d’'une
molécule de glutamate en glutamine par I'enzyme glutamine synthase codtera une
molécule d’ATP supplémentaire, et impliguera donc une augmentation de la
glycolyse aérobie. La glutamine formée sera largement re-transportée vers le

compartiment présynaptique, en effet ce mécanisme permet de reconstituer une
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grande partie du glutamate présynaptigue (Bak et al.,, 2006 ; McKenna, 2007 ;
Stobart et Anderson, 2013). Le glutamate non converti en glutamine sera utilisé,
aprés conversion en a-cétoglutarate, par le cycle de Krebs astrocytaire. Il est a noter
que la capture astrocytaire de glutamate acidifie la matrice mitochondriale; la
dissipation du gradient entre cytosol et matrice aura pour conséquence une
diminution de [l'activité oxydative phosphorylante de la mitochondrie astrocytaire
(Azarias et al., 2011). Cette consommation d’ATP par l'astrocyte va créer un bilan
énergétique négatif qui devra étre comblé par I'absorption de glucose au niveau de la
barriere hématoencéphalique, et via une augmentation de son activité glycolytique

pour répondre a ces besoins.

Plusieurs autres éléments semblent également réguler positivement la glycolyse
aérobie astrocytaire tels que I'acide arachidonique, la noradrénaline et le potassium.
Il a été montré que l'augmentation extracellulaire de potassium suivant l'activité
neuronale, pouvait avoir rapidement un effet glycolytique (de l'ordre de quelques
secondes, >300 %), via un cotransporteur NBCel (électrogénique sodium
bicarbonate cotransporteur) qui implique le transport d'ions Na*/HCOs" (Bittner et al.,
2011 ; Ruminot et al., 2011 ; Choi et al., 2012). La glycogénolyse peut également
étre stimulée par des neurotransmetteurs comme la noradrénaline et le peptide
vasoactif intestinal (Sorg et al., 1995; Sorg et Magistretti 1991). D’autres
neuromodulateurs tels que 'ATP et 'adénosine pourrait avoir un effet sur la synthése

de glucose a partir du glycogéne (Figure 9).

Le lactate produit par cette voie astrocytaire, transitera vers les neurones par des
transporteurs d’acides monocarboxyliques (MCT) perméables au lactate, pour
finalement, apreés conversion en pyruvate, étre oxydé dans la mitochondrie neuronale
et donner 14 a 17 ATP par molécule de lactate. Les transporteurs MCT-1 et MCT-4
sont impliqués au niveau glial dans le relargage du lactate, et le transporteur MCT-2,
exclusif des neurones, sera utilisé pour sa recapture (Figure 10) (Halestrap, 2013 ;
Pierre et Pellerin, 2005). L’enzyme LDH, tétramére formé par deux sous-unités A et
B, est exprimée de maniére différentielle chez les neurones et astrocytes selon ces
sous-unités. La premiere forme génique Idha assure la conversion du lactate en

pyruvate dans les neurones (isoenzyme LDH1), tandis que la seconde Idhb permet la
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catalyse du pyruvate en lactate dans les astrocytes (isoenzyme LDH5) (Bittar et al.,
1996).

Dans leur ensemble, ces éléments indiquent que le mécanisme de « navette lactate
astrocyte-neurone » permet de répondre aprés capture du glutamate synaptique aux
neurones actives et déclenche ainsi, au niveau des astrocytes, I'importation de
glucose et sa métabolisation en lactate pour pouvoir subvenir aux besoins
énergétiques principalement induits par les potentiels postsynaptiques. De retour
dans des conditions d’activités basales, un changement métabolique apparait,
I'utilisation de la glycolyse aérobie astrocytaire est remplacée par la voie des
pentoses phosphates neuronale, l'utilisation du glucose sera ainsi principalement
dédiée a la production de NADPH.

26



-VIP

-NA

- Astrocyte

(SA )ENT

EFFERENT

Figure 9. Effets glycogénolytiques des neurones VIP et des fibres
noradrénergiques dans le néocortex.

Dans le cortex est un grand consommateur d’énergie, 85 % de ses synapses
seraient glutamatergiques. La mobilisation des réserves de glycogénes dans cette
partie du cerveau serait également assurée par le peptide vasoactif intestinal (VIP) et
les afférences noradrénergiques (NA). L’organisation des neurones VIP respecte
'arrangement spatial en colonne du cortex, leurs activations sont dues aux
afférences thalamo-corticales (SA), alors que les fibres noradrénergiques peuvent
innerver les domaines corticaux de maniére horizontale et toucher ainsi une vaste
étendue de néocortex. Pyr, cellule pyramidale ; I-VI, couches du cortex; WM,
matiére blanche. Figure issue de (Magistretti et Allaman, 2015).

27



G

glucose ‘
?—u
glucose, €——————( m

N lucose
L S NAD' NADH g

N .
([G) —— lactate < pyruvate <
. LDHS &
e ' V |

) |
F

ADP_
p

glutamine

€O, 2.8 GLS : -
’/glutamate <~ glutamine < @) —— @B

)
GluR g 2K

Figure 10. lllustration des principales voies énergétiques entre capillaire,
astrocyte et neurone.

Des besoins énergétiques sont créés par [lactivation des récepteurs
glutamatergiques (GIuR) postsynaptiques. Pour répondre a ceci, le mécanisme de la
navette lactate astrocyte-neurone, via la machinerie intracellulaire de I'astrocyte va
pouvoir augmenter la capture du glucose a travers la barriéere hématoencéphalique.
Pour ce faire, de nombreuses étapes doivent étre réalisées. La recapture du
glutamate provenant de la fente synaptigue est réalisé par un
cotransport 1glutamate/3Na* (EAAT ; principalement GLT-1 et GLAST). Le
déséquilibre sodique engendré par ces entrées va devoir étre rétabli par I'activation
d'une pompe Na*-K* ATPase consommatrice d’énergie. Le glutamate internalisé
pouvoir étre transporté vers les neurones, apres transformation en glutamine via
'enzyme glutamine synthase, autre processus colteux en énergie, et ainsi revenir
sous forme de glutamate par action de 'enzyme glutaminase. Cette perte d’énergie
supplémentaire devra étre compensée par une entrée de glucose par GLUTL,
exprimé au niveau de I'astrocyte et du capillaire. La glycolyse aérobie métabolisera
les glucoses captés en lactate par I'intermédiaire de la déshydrogénase 5 (LDH5)
astrocytaire, qui catalysera la transformation du pyruvate. Le lactate migrera a
travers les transporteurs d’acide monocarboxylique (MCT1/4 pour les astrocytes et
MCT2 au niveau des neurones), pour ensuite étre catalysé en pyruvate sous I'action
de 'enzyme LDH1. Sans excitation, donc en condition basale, les neurones pourront
utiliser le glucose via le transporteur GLUT3. Figure issue de (Magistretti et Allaman,
2015).
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1.3.4. Voies métaboliques utilisant d’autres substrats non glucidiques
1.3.4.1. La B-oxydation

Cette voie catabolique des acides gras est activée lors du jelne. Dans un premier
temps, elle nécessite la lipolyse des lipides sous forme de triglycéride dans les tissus
adipeux par l'intermédiaire de lipases, les produits résultants de cette dégradation
sont 3 acides gras et 1 glycérol. Cependant une fois libérés, ces acides gras libres
doivent pour pouvoir rentrer dans la matrice mitochondriale et étre par la suite
métabolisés de facon différentielle selon leur taille. En effet, les acides a chaine
courte peuvent passer librement dans la matrice mitochondriale, pour ensuite étre
activés par liaison a une coenzyme A (Natecz KA et Natecz MJ, 1993). L'utilisation
d’acides gras libres a chaine longue nécessite des transformations supplémentaires
notamment au niveau cytosolique. La premiere étape est catalysée par une enzyme
« I'Acyl CoA synthétase », et donne a partir d’'un acide gras « activé », un Acyl-CoA.
Se met en place ensuite un systéme de transfert par le biais de la navette carnitine,
qui grace a deux enzymes CPTI (Carnitine Palmitol Transferase 1) et CPTII (Carnitine
Palmitol Transferase Il), permet I'internalisation de ce type d’acide gras. CPTI assure
la conversion de I'Acyl-CoA en Acyl-carnitine, le passage de cette molécule se fait
dans la membrane externe de la mitochondrie par une porine, le franchissement de
la membrane mitochondriale interne est réalisé via une translocase qui permet
I'échange de l'acyl-carnitine contre une carnitine venant de la matrice. Puis le CPTII
catalyse la réaction inverse de CPTI, en libérant la carnitine et récupérant une
coenzyme A, I'Acyl-CoA est ainsi récupéré (Figure 11) (Natecz KA et Natecz MJ,
1993).

Dans la matrice mitochondriale, I'hélice de Lynen consiste en une séquence de
quatre réactions enzymatiques, qui découpe tous les deux carbones I'acide gras par
répétitions successive sur le carbone B, pour donner a chaque cycle 1 FADH2, 1
NADH et 1 Acétyl-CoA (Natecz KA et Natecz MJ, 1993). A titre indicatif, 'oxydation
compléte d’un acide palmitique a 16 carbones donne au total 129 ATP. En regard de
'apport énergétique conféré par une molécule de glucose (entre 30 et 36 ATP), la -
oxydation permet d’'une part, de facilement mobiliser le stock de lipides qui
représente une grande réserve calorifique, et d’autre part, d’obtenir un rendement

énergétique supérieur a 'oxydation du glucose.
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Figure 11. Schéma des différentes phases séquentielles permettant I’'obtention
d’énergie par la mobilisation d’acide gras.

L’'oxydation compléte d’'une molécule d’acide gras nécessite, aprés libération de
lipides stockés dans le tissu adipeux, une phase d’activation, qui, si I'acide gras est a
chaine longue, se fera dans le cytoplasme cellulaire. Dans le cas d’acide gras a
chaine courte, celle-ci se réalisera dans la matrice mitochondriale, apres une simple
diffusion au niveau des membranes. Le passage des acides gras a chaine longue,
quant a lui demande un passage par un meécanisme de transport, ce dernier est
assuré par un systeme de navette carnitine, puis comme son homologue a chaine
courte, subira via l'intervention de plusieurs enzymes, une dégradation complete
dans le cycle de I'acide tricarboxylique.
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1.3.4.2. Métabolismes des corps cétoniques

Les corps cétoniques sont trois molécules, I'acétone, le béta-hydroxybutyrate et
'acétoacétate. lls sont issus de I'oxydation des acides gras dans le foie en période
prolongée de jeline, une fois que les réserves en glycogene dans le muscle ou le foie
ont été épuisées. La production de corps cétoniques peut étre rencontrée dans de
nombreux processus physiologique, par exemple apres un exercice physique
soutenu, pendant la période néonatale ou dans un régime a bas index glycémique
(Cotter et al., 2013)

Ordinairement les acides gras libérés par la lipolyse sont convertis en acétyl-CoA,
puis oxydés par le cycle de l'acide tricarboxylique. Par ce biais, il est alors possible
d’accéder a une grande quantité d’énergie stockée depuis les adipocytes, tissu qui
regroupe plus de 80 % des réserves énergétiques humaines (Berg et al., 2012).
Cependant dans certaines situations, comme celles énumérées ci-dessus, la
libération d’acides gras devient trop importante et dépasse la capacité d’oxydation
mitochondriale, la production acétyl-CoA est détournée et utilisée pour la
cétogenése, ce qui permettra par la suite d’assurer un apport en énergie, via la
circulation sanguine, aux tissus périphériques métaboliquement actifs tels que les
muscles et le cerveau. La contribution des corps cétoniques varie en fonction de la
durée du jeline, leurs concentrations peuvent atteindre prés d’'un millimolaire aprés
une période de 16 heures de restriction, au bout de deux jours 2mM et de 6 a 8 mM
en période de jelne prolongée (Cahill et al., 1966 ; Robinson et Williamson, 1980 ;
Cabhill, 2006). L’exercice physique peut quant a lui engendrer aprés 90 min d’effort
intense, une concentration en B-hydroxybutyrate de 1 a 2mM. A I'état basal, chez
'homme, elle est d’environ 50 uM (Koeslag et al., 1980 ; Cabhill, 2006).

Pour ce faire, la cétogenese emprunte les premiéeres étapes de la béta-oxydation, le
changement de voie métabolique a lieu aprés condensation d’une molécule
acétoacetyl-CoA avec un acétyl-CoA, réaction catalysée par 'enzyme HMGCS?2 et
donnant de maniére irréversible du 3-hydoxy-3-méthylglutaryl-CoA (HMG-CoA).
L’acétoacétyl-CoA est obtenu a partir de deux molécules d’acétyl-CoA sous I'action
de I'enzyme B-cétothiolase. Toujours de maniére irréversible, 'lHMG-CoA formera de

l'acétoacétate via I'enzyme HMGCL, une lyase qui libérera un acétyl-CoA.
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L’acétoacétate est le précurseur de deux autres corps cétoniques, le [-
hydroxybutyrate et I'acétone. Ce dernier sera dégradé spontanément et évacué,
aprés passage dans le sang, dans I'air par expiration au niveau des poumons. Le (3-
hydroxybutyrate, corps cétonique le plus abondant, est obtenu par la conversion de
'acétoacétate par 'enzyme B-hydroxybutyrate déshydrogénase (BDH1), qui oxyde
du NADH2 en NAD"; il s’agit d’une réaction réversible qui dépend de la concentration
de ces cofacteurs, la présence de NADH favorisant la formation de -
hydroxybutyrate. L’export des corps cétoniques du foie vers les tissus cibles se fait
par lintermédiaire de transporteurs dacides monocarboxyliques (MCT6,
gene Slcl6a6) au niveau hépatique et leurs entrées au niveau des tissus, par les
transporteurs MCT1/2 (Newman et Verdin, 2014).

Une fois internalisé, le B-hydroxybutyrate est converti en acétoacétate sous l'action
de BDH1, réaction inverse de celle produite dans la matrice mitochondriale
hépatique. Puis l'acétoacétate nouvellement formé est catalysé par le biais de
'enzyme OXTC1 (succinyl-CoA : 3-oxoacid-CoA transférase, aussi connu sous le
nom de SCOT), qui récupérera un coenzyme A depuis un succinyl-CoA, et donnera
en produit final de cette réaction de I'acétoacétyl-CoA. A cette étape, 'acétoacétyl-
CoA sera clivé par la B-cétothiolase en deux acétyl-CoA qui pourront par la suite

intégrer le cycle de Krebs (Figue 12) (Newman et Verdin, 2014).

L’étape limitante dans cette voie métabolique est la réaction catalysée par HMGCS2
pour donner du HMG-CoA au niveau hépatique (Hegardt, 1999). Cependant, il existe
des régulations pouvant agir depuis ce niveau et en aval. La transcription du
géne Hmgcs2 peut étre activée par la liaison au niveau de son promoteur du facteur
de transcription FOXA2, sous le contréle de deux hormones, l'insuline et le glucagon.
La premiére inactivera FOXA2 par phosphorylation, la seconde activera FOXA2 par
le complexe d’acétylation p300 (Wolfrum et al., 2003 ; von Meyenn et al., 2013). Une
autre voie de régulation transcriptionnelle de Hmgcs2, implique PPARa (récepteur
nucléaire d’activation et de prolifération des péroxysomes) et sa cible le FGF20 par
l'intermédiaire du géne Fgf21 (facteur de croissance des fibroblastes) et mTORC1
(cible de la rapamycine chez les mammiferes) (Hegardt,, 1999 ; Badman et al.,
2007 ; Sengupta et al., 2010). PPARa et Fgf21 sont fortement exprimés en période

de jelne ou pendant la diete cétogéne. De plus, il a été constaté qu’en I'absence
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d’au moins un de ces éléments une réduction de la cétogenése est observée
(Badman et al., 2007 ; Badman et al., 2009). La signalisation PPARa est placée sous
le contrdle inhibiteur du complexe enzymatigue mTORCZ1,; I'inhibition de mTORC1 est
requise pour activer PPARa, qui a son tour activera FGF21 (Badman et al., 2007 ;
Sengupta et al., 2010).

L’'activite de HMGCS2 est également régulée post-traductionnellement par
acétylation, son activation apres désacétylation est réalisée par SIRT3, qui lui est
rencontré dans de nombreuses voies métaboliques du jeline (Shimazu et al., 2010).
I a été montré chez la souris pendant le jeline que sans cet enzyme, la
concentration plasmatique de B-hydroxybutyrate est réduite (Shimazu et al., 2010).
De maniere intéressante, les nombreuses enzymes impliquées dans la cétogenese
sont acétylées, et contiennent au moins un site de désacétylation via SIRT3 (Hebert
et al.,, 2013 ; Rardin et al., 2013). Il a été aussi rapporté que la succinylation de
HMGCS2 pouvait réduire son activité (Quant et al., 1990).
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Figure 12. Voie métabolique des corps cétoniques et leurs régulations.

De nombreuses régulations peuvent étre rencontrées dans le foie, mais aussi dans
le tissu cible, celles-ci agissant au niveau transcriptionnel et post-traductionnelle,
notamment par des enzymes régulant des mécanismes d’acétylation et de
succinylation. La disponibilité de cofacteurs tels que NAD/NADH2 pour
'enzyme BDHL1 influerait le sens de réaction de la catalyse. Enfin, il est représenté le
chemin métabolique a travers les différents tissus qui conduira a la production
d’énergie.

Abréviations ; BDH1, [B-hydroxybutyratedéshydrogénase ; FGF21, facteur de
croissance des fobroblastes; FOXA2, forkhead box A2 ; HMGCS2, 3-hydoxy-3-
méthylglutaryl-CoA (HG)-CoA synthase 2; HMGCL, HMG-CoA lyase; MCT1/2,
transporteurs d’acides monocarboxyliques 1/2; mTOR, cible de la rapamycine chez
les mammiferes; OXCT1, succinyl-CoA : 3-oxoacid-CoA transférase; PPARaq,
récepteur a nucléaire d’activation et de prolifération des péroxysomes ; SIRT3,
sirtuin 3 ; SLC16A6, membre des transporteurs d’acides monocarboxyliques 6 ; TCA,
cycle de I'acide tricarboxylique. (Figure issue de Newman et Verdin, 2014)
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1.4. Rationnel de I'étude

Bien que les mécanismes sous-tendant l'action protectrice du régime cétogéne
soient encore mal connus, il a été proposé que la réduction de l'activité de la lactate
déshydrogénase (LDH), une enzyme de la glycolyse, serait suffisante pour inhiber
I'apparition des crises (Sada et al., 2015). Ceci impliquerait que le facteur important
aux vertus thérapeutiques protectrices n'est pas tant la présence de corps
cétoniques, mais plutdt la réduction drastique du glucose, cette derniere menant & un
fort ralentissement de la voie métabolique impliquant la LDH. Conformément avec
ceci, une corrélation entre concentration sérique de corps cétoniques (beta-
hydroxybutyrate et acétoacetate) avec le contrble des crises est loin d’étre apparente
(McNally et Hartman, 2012).

De facon intéressante, différentes stratégies alimentaires ont été récemment
proposées en vue de modifier ou remplacer la diéte cétogéne classique pour un
régime moins restrictif qui conserverait encore des propriétés antiépileptiques. Une
des premiéres modifications de la diete cétogene a consisté a remplacer une partie
des lipides fournies sous forme d’acides gras a longues chaines (14 a 24 atomes de
carbone), par des acides gras a chaines moyennes (6 a 12 atomes de carbone)
(Huttenlocher et al., 1971). Ces derniers présentent en effet un pouvoir cétogéne
plus grand, car ils sont absorbés plus efficacement et directement par le foie via la
veine porte. La version initiale de cette diéte apportait 60 % de I'énergie sous forme
de triglycérides a chaine moyenne, garantissant ainsi une forte cétose. Cependant,
un tel apport de triglycérides a chaine moyenne provoquait fréquemment des
douleurs abdominales et des troubles gastro-intestinaux (Huttenlocher, 1976 ; Mak et
al., 1999 ; Sills et al., 1986 ; Trauner, 1985).

Ce régime cétogene riche en triglycérides a chaines moyennes a donc été modifié
pour intégrer une proportion égale de triglycérides a chaines longues (Schwartz et
al., 1989). L'utilisation des acides gras polyinsaturés peut également étre bénéfique
contre les crises, comme il a été montre, principalement, avec les acides gras oméga
3 chez les animaux (Porta et al., 2009 ; Voskuyl et al., 1998 ; Yehuda et al., 1994) et
humain (DeGiorgio et al., 2015 ; Schlanger et al., 2002), bien que leur réel efficacité

chez les patients préte encore débat (Bromfield et al., 2008 ; Yuen et al., 2012).
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Une approche alternative a été de cibler les glucides, non par leur restriction, mais
qualitativement, en s’assurant que le pouvoir glucidique des différents aliments
utilisés n’entraine pas d’élévation de glucose sanguin important. Plusieurs essais
cliniques ont rapporté que de tel traitement a index glycémique bas permettent de
fournir de bonnes protections contre les crises (Muzykewicz et al., 2009 ; Pfeifer et
Thiele, 2005 ; Pfiefer et al., 2008), malgré une cétose qui peut étre faible et variable
par rapport au régime cétogéne. En conséquence, l'efficacité du traitement a index
glycémique bas n’est pas corrélée avec le degré de cétose, mais plutét avec la chute
de la concentration sanguine en glucose (Muzykewicz et al., 2009). Enfin, des études
intéressantes ont suggéré que le ratio entre acides aminés ramifiés (BCAA pour
branched chained amino acids) et aromatique (AAA) dans le sang influencent
I'excitabilité des réseaux neuronaux centraux (Evangeliou et al., 2009 ; Jirapinyo et
al., 2004). Les BCAA, leucine, isoleucine et valine favoriseraient la mise en place
d’'une cétose, ainsi que de la synthése de GABA et réduiraient les niveaux de
glutamate (Evangeliou et al., 2009 ; Hutson et al., 2001). En conséguence, un ratio
sanguin important de BCAA/AAA a été recommandé pour diminuer I'excitabilité

cérébrale, favorisant alors le contréle des crises (Jirapinyo et al., 2004).

Dans la présente étude nous avons recherché a développer une diéte saine et
palatable possédant des propriétés antiépileptiques, grace a une approche
combinant différentes stratégies nutritionnelles. Cette nouvelle diete combinée (CD)
favorise les acides gras a chaines moyennes, les acides gras polyinsaturés, les
glucides a faible index glycémique, et un ratio élevé de BCAA/AAA. Nous avons
d’abord déterminé si la CD pouvait induire une baisse de la régulation excitatrice
comparable au régime cétogéne traditionnel (Juge et al., 2010 ; Sada et al., 2015).
L’efficacité antiépileptique de la CD a ensuite été testée sur la susceptibilité aux
crises aigués induites avec le pentylénetétrazole (PTZ), et de facon chronique avec
le Kainate (KA) chez la souris, modéle couramment utilisé pour mimer I'épilepsie du
lobe temporal. Les corrélats moléculaires et histologiques des crises induites par le

KA ont également été compareés entre les différentes dietes.
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2. Méthodes

2.1. Animaux

Les expérimentations ont été réalisées en accord avec les directives recommandées
par le conseil de la communauté européenne, en date du 01/01/2013 (2010/63/EU),
et par notre comité interne d’éthique (Centre pour la Recherche Interdisciplinaire en
Biologie au College de France). Les expérimentations ont été réalisées sur des
souris méales sauvages C57BL/6j de 6 & 12 semaines. Tous les efforts ont été faits
pour causer le moins de souffrance possible pour ces animaux et en réduire au

maximum le nombre utilisé.

2.2. Dietes

Les souris ont été nourries soit avec un régime standard (SD), CD ou KD. Le SD a
été fourni par Teklad (diete référence 2018), KD par Bioserv (référence F3666), le
CD par PILEJE.

2.3. Analyses biochimiques des marqueurs de la cétose et de la
glycolyse
Les niveaux de glucose, lactate, pyruvate, B-hydroxybutyrate, et acétoacetate ont été
mesuré sur 500 pl de sang (prélevé par ponction intracardiaque aprés anesthésie de
'animal au pentobarbital et déproteiné avec 1 volume d’acide perchlorique) en
utilisant la méthode enzymatique de spectrophotométrique décrit dans Blau et al.,
2008.

2.4. Electrophysiologie ex vivo

Des tranches d’hippocampe (400 um) coupées transversalement ont été préparées
comme décrit préecédemment (Dallérac et al., 2016 ; Milnerwood et al., 2006).
Brievement, les souris sont sacrifiées par dislocation cervicale puis décapitation. Le
cerveau est rapidement extrait et placé dans du liquide céphalorachidien artificiel
(ACSF) refroidit entre 1 et 4 °C, ce dernier est composé (en mM) : 119 NaCl, 2.5
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KCL, 2.5 CaClz, 1.3 MgSOs4, 1 NaH2POg4, 26.2 NaHCOs, 4 glucose, 7 sucrose). Le
rhombencéphale et prosencéphale sont excisés et le cerveau est ensuite posé a plat
sur sa partie rostrale. Avec l'aide de fine pinces incurvées, le mésencéphale et la
majorité de la substance blanche sont retirés. Le cerveau est ensuite posé a plat sur
sa partie dorsale et les hippocampes retirés et tranchés au vibratome. Les tranches
d’hippocampes sont par la suite maintenues a température ambiante, pendant au
moins 1 heure avant les expérimentations, dans une chambre contenant de 'ACSF
saturé avec 95 % Oz et 5 % COs2. Les coupes d’hippocampe sont ensuite transférées
dans la chambre d’enregistrement immergée et perfusée avec de 'ACSF (2ml/min),
montée sur un poste de microscopie « Scientifica SliceScope Pro 6000 microscope»
équipé IR-DIC (infrared-differential interference).

Toutes les expériences ont été réalisées dans le stratum radiatum, une région
de la zone CA1 de I'hippocampe (voir annexe 1). Les enregistrements de potentiels
de champs excitateurs postsynaptiques (fEPSPs) ont été réalisés en présence de
picrotoxine (100 pM), inhibiteur des récepteurs GABA, et avec des pipettes en verre
(2-5 MQ) remplies avec de NaCl 1M. Une entaille est faite entre les zones CAl et
CA3 pour prévenir la propagation d’activité épileptiforme (Figure 16A). Les réponses
postsynaptiqgues ont été induites par stimulation des collatérales de Schaffer
(0.033 Hz) dans le stratum radiatum du CA1 avec des pipettes remplies d’ACSF. Les
relations stimulation/réponses des fEPSP ont été testées par augmentation graduelle
de la force de stimulation (5 a 50 pA, 100 ps). L'intensité de stimulation pour les
autres expérimentations d’électrophysiologie ex vivo a été choisie pour éliciter 50 %
de la pente maximale. Les expériences de PPF (paired-pulse facilitation) consistent
en I'administration de deux stimuli identiques avec des intervalles de temps croissant
(50 a 250 ms). La facilitation produite sur la seconde réponse est exprimée

pourcentage du premier fEPSP.
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2.5. Enregistrements EEG et vidéo

Des transmetteurs sans fil (ETA-F10, Data Sciences International, Figure 13) ont été
utilisés pour les enregistrements EEG couplés a la surveillance vidéo. Aprés
anesthésie de I'animal (ketamine, 95 mg/kg ; xylazine, 10 mg/kg ; intrapéritonéal),
une incision de 1 cm est réalisée sagittalement depuis la ligne médiane du crane, et
s’étend le long du cou pour créer une poche sous-cutanée sur le flanc de I'animal.
Les électrodes d’enregistrements (coordonnées  stéréotaxiques: -2 mm
Antéropostérieur, +1.5 et -1.5 mm Latéralement) sont implantées au niveau de
I'espace sous-dural grace a la réalisation de petits trous percés a travers le crane et
maintenus en place avec du ciment dentaire. Les souris disposent d’'un minimum de

7 jours de récupération avant les enregistrements.

Les signaux des EEG ont été acquis via des plateaux récepteurs placés sous chaque
cage. Les données produites ont été collectées a une fréquence de 200 Hz
(Figure 14) par le systeme DSI Dataquest A.R.T system version 4.33. Les grands
principes de 'EEG ainsi que les terminologies et classifications rencontrées dans

I'étude de I'épilepsie sont détaillés en Annexe 2 et 3.
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Figure 13 : émetteur bipolaire implantable permettant ’envoi de données sans
fil. 1.1cc, 1.6gramme. (Avec la permission de Data Science International)

Figure 14: Systéme d’acquisition et d’analyse des données pour
expérimentation in vivo.

Ensemble comprenant plateaux récepteurs, systéme d’acquisition et d’analyse des
données. (Avec la permission de Data Science International)
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2.6. Modele murin de convulsions induites par pentylénetétrazole

Des souris C57BL/6j agées de neuf semaines ont été implantées avec les émetteurs
sans filETA-F10 DSI pour l'acquisition de signaux EEG. Une semaine aprés
implantations, elles ont été injectées en intrapéritonéale avec du pentylénetétrazole
(PTZ) a une concentration de 50mg/kg, puis placées dans aréne ouverte pour
I'enregistrement vidéo et électroencéphalographique du statut epilepticus ainsi induit.
Les propriétés protectives de chaque diete ont été évaluées apres le nourrissage des
souris avec un des trois régimes ; KD, CD ou SD (contrdle) pendant trois semaines
avant l'injection de PTZ. L’évaluation des différents degrés de sévérité du statut
epilepticus, le temps de latence avant 'émergence des crises ainsi que la fréquence
des évenements interictaux ont été quantifiés. L’échelle de Racine a été utilisée pour
évaluer chaque niveau de séveérité de la maniére suivante: 0, arrét, aucune
réponse ; 1, mouvement rythmique oro-faciaux; 2, hochement de téte; 3,
myoclonies des pattes antérieure ; 4, se cabre avec des myoclonies bilatérales au

niveau des pattes antérieures ; 5, se cabre avec perte d’équilibre ou saut.

2.7. Modele kainate de I’épilepsie chronique

Pour la production de souris présentant une épilepsie chronique, linjection
intracérébrale de kainate a été utilisée. Une description plus détaillée des

caractéristiques de ce modele murin est fournie en Annexe 4.

Des souris males C57BL/6j agées de six semaines ont été injectées unilatéralement
avec du kainate (0.05 ul, 20 mM dans une solution saline a 0.9 %), a une vitesse de
0.5 yl/min dans la zone CA1 de I'hippocampe droit (a partir du bregma : -2 mm
antéropostérieur, +1.5 mm latéral, -2 mm dorso-ventral) au moyen d’'un appareil
stéréotaxique et d’une canule (diametre interne 0,29 mm) reliée a une pompe de
précision. Les souris ont ensuite été laissées 3 semaines, temps requis pour
présenter un phénotype chronique de [I'épilepsie. Pour évaluer le potentiel
thérapeutique de chaque diete, une fois la chronicité mise en place, les souris ont
ensuite été nourries pendant 3 semaines avec KD, CD ou SD(contréle) et
enregistrées apres ce traitement sur une période de 72 h dans leur propre cage via

les émetteurs EEG ETA-F10 de DSI. Les crises sont définies comme seéries de pic
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(spike train) par le logiciel NeuroScore selon les parametres suivant : durée minimum
de 5 secondes a une fréquence égale ou supérieure a 1 Hz, amplitude minimum de
1,5 fois le rythme de fond (baseline) (Bergstrom et al., 2013 ; Perera et al., 2004).
Les artefacts sont automatiquement détectés puis écartés par le logiciel via un seuil

palier, et retiré manuellement.

2.8. Western blot

Les tissus corticaux entourant I'électrode sous-durale (Figure 19A) ont été récoltés et
homogénéisés dans 2 % de SDS avec un mélange d’inhibiteurs de protéase, [3-
glycérophosphate (10mM), et orthovanadate (1mM). Des quantités égales de
protéines sont séparées sur un gel PAGE a 10 %, puis transférées sur membranes
de nitrocellulose. Les protéines sont détectées par immunomarquage avec le kit
HRP-ECL de Perkin-Elmer. La GAPDH est utilisé comme témoin de charge. Les
anticorps primaires employés sont : anticorps monoclonal de lapin contre la GAPDH
(Sigma), anticorps polyclonaux de lapin contre la GFAP (Sigma). Anticorps
secondaires d’ane anti-IgG de lapin couplé a la HRP (Amersham Biosciences).

2.9. Préparation des cerveaux pour marquage au DAPI

Six semaines aprés les injections intra-hippocampales au kainate, les souris sont
anesthésiées, puis subissent des perfusions intracardiaques avec du PBS (0,1 M).
Les cerveaux sont ensuite extraits et congelés dans de I'isopentane refroidi a -30 °C.
Des coupes coronale (20 um) sont réalisées sur cryostat (Microm Cryo-Star
HM 560), collectées sous forme de tranches, et fixé avec 4 % de paraformaldéhyde
dans du PBS pendant 30 min a 4 °C. Les tranches sont ensuite préparées pour
marquage DAPI, montées avec du fluoromount et mise a sécher avant d’étre
examinées par imagerie avec un microscope confocal (Leica TBCS SP2, SP5) sous
les objectifs 10X et 60X.

2.10. Statistiques

Tous les résultats sont exprimés comme moyenne + SEM et n représente le nombre
d’expérimentation indépendante. La significativité statistique a été déterminé par les
tests one-way et two-way ANOVA en utilisant les logiciels Statistica 6.1 (Statsoft Inc.)
et Statview 5.0 (SAS Institute Inc., Cary, USA).
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3. Résultats

3.1. Elaboration d’une diéte combinant différentes stratégies

nutritionnelles pour parvenir a un régime a faible ratio [graisses :

protéines + glucides]
Pour réussir a élaborer un régime présentant [graisses : protéines + glucides] ne
déviant pas exagérément de celui de la diete standard (SD), nous avons des
macronutriments associés a une réduction de I'excitation neuronale. Par conséquent,
le contenu en acide gras de notre diete combiné a été choisi pour étre enrichi a la
fois en acide gras a chaine moyenne et en acide gras polyinsaturé, ceci représente
respectivement 32.2 % et 17.2 % du contenu énergétique fourni par les lipides du
régime combiné (CD). Pour la partie glucide, 38.5 % de ses constituants sont
apportés par une poudre végétale a index glycémique faible. Finalement, les
protéines présentent un ratio élevé de BCAA/AAA, avec respectivement 20.6 % et
6.81 % de I'énergie protéique fournie par les BCAA et AAA (Figure 6A). La diete
combinée contient moins de lipides et plus de glucides et protéines que la diéte
cétogene traditionnelle, se rapprochant ainsi des proportions en macronutriments de
la diete standard (ratio SD 0,1:1 ; ratio CD 0,6 : 1 ; ratio KD 6,3 : 1 ; voir figure 6B

pour les proportions d’apports caloriques des différents régimes).

Nous avons vérifié que les différentes diétes employées dans cette étude étaient
consommeées par les souris en quantité adéquate de sorte qu’elles n’altérent pas leur
masse corporelle. Des souris agées de six semaines nourries ad libitum avec les
régimes SD, CD ou KD n’ont pas montré de changement de leur masse corporelle,
contr6lée tous les trois jours pendant les trois semaines de diéte (souris SD :
+0.75+0.12 g, n=6 ; souris CD : +0.62+0.06 g, n=5; souris KD : +0.08+0.08 g, n=6 ;
p>0.05 ; Figure 6C), indiquant ainsi, que les souris régulent leur prise alimentaire (i.e.
diminution de la consommation avec les régimes plus riches) et ajustent leur

métabolisme pour maintenir un poids constant.
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Figure 15. La nouvelle diete combinant différentes stratégies nutritionnelles
permet de réduire le rapport [graisse] : [protéines + glucides]. A : Composition
de l'apport calorifique total de la diete combinée. B : Répartition énergétique des
macronutriments pour les régimes SD, CD et KD. C : Suivit du poids des souris dans
les trois conditions nutritionnelles, avec mesure répétée tous les trois jours pendant
trois semaines, aucun changement du poids de corps ne fut relevé pour les trois
traitements.
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3.2. Effet des régimes alimentaires sur la neurotransmission excitatrice

Pour tester les effets du régime CD sur les activités neuronales, nous avons d’abord
étudié son impact sur la transmission synaptique excitatrice. Pour ce faire, nous
avons testé les fonctions des synapses excitatrices de I'’hippocampe allant de
I'aire CA3 a CALl en enregistrant les potentiels des champs extracellulaires évoqués
provenant de souris nourries trois semaines avec le régime SD, CD ou KD.
Etonnamment, les relations stimulations/réponses révélent que les régimes CD et KD
engendrent tous deux une réduction de I'efficacité synaptique excitatrice basale, en
regard de la diéte contrble SD (Figure 16A; D: n=14; CD: n=7; KD: n=6; p<0.001

pour ces deux diétes).

Pour déterminer si de telles régulations négatives pouvaient étre causées par la
présence de grandes concentrations de corps cétoniques, des échantillons de sang
furent prélevés sur des souris nourries avec les différentes diétes, et testés pour les
corps cétoniques B-hydroxybutyrate (BHB) et acétoacétate (ACA), ceux de la
glycolyse ont également été utilisés pour évaluer la concentration de glucose, de
lactate et de pyruvate (Figure 16B). Comme attendu, les souris nourries au régime
KD (n=10) sont entrées en cétose, avec des concentrations sanguines de corps
cétoniques, BHB et ACA, fortement élevées en regard de celles nourries avec le
régime SD (n=16) (p<0.001), tandis que les autres marqueurs métaboliques de la
glycolyse, tels que le glucose (p<0.01), le lactate et le pyruvate (p<0.05), ont
significativement diminués (Figure 16B). En contraste de ceci, le sang des souris
nourries avec le régime CD (n=6) montre de grandes concentrations en glucose et
pyruvate, et des niveaux trés bas de BHB et ACA, similairement au contréle SD (tous
p>0.05). De facon intéressante, une baisse significative du niveau de lactate est
observée (p<0.05). Ces résultats suggerent que la diete CD, contrairement au
régime KD, ne favorise pas la cétose, montrant ainsi, que la diminution de l'efficacité

de transmission synaptique, ne dépend pas de la présence des corps cétoniques.

Nous avons ensuite évalué si de telles réductions de la neurotransmission pouvaient
étre attribuables a un changement de la concentration en glutamate dans la fente
synaptique, comme proposé avec la diete KD (Juge et al., 2010), en utilisant I' y-d-
glutamylglycine (y-DGG), un antagoniste compétitif a faible affinité des récepteurs

AMPA, qui a concentration non saturante (0.5 mM) permet de refléter la
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concentration synaptique du glutamate. L'inhibition par le y-DGG des fEPSP induits
par stimulations évoquées, est significativement plus forte dans les régimes CD et
KD en comparaison avec la diete contréle (Figure 16C; SD: -40.8 +£5.0 %, n=9;
CD: -51.946.6 %, n=7, p<0.05; KD : -57.44+3.9 %, n=6, p<0.001), et indique ainsi
que les animaux nourris avec la diete KD ou CD, comportent dans la zone CA1l de

I'hippocampe, de faibles concentrations de glutamate a la synapse.

Finalement, pour tester si la diminution de glutamate dans la fente synaptique peut
étre due a une baisse de la libération des neurotransmetteurs au niveau
présynaptique, nous avons évalué la PPF, une forme de plasticité a court terme qui
connut pour refléter le changement de probabilité de libération vésiculaire au niveau
pré-synaptique (Dallérac et al., 2011 ; Zucker, 1973). Les profils de PPF pour le
regime KD et CD sont significativement différents de la diete contréle (2-way
ANOVA, p<0.05), et présentent une plus grande facilitation dans les intervalles de
stimulations les plus courts (Figure 16D ; SD: +33.33 + 11.35%, n=5; CD:
+105.62+25.56 %, n=7,p<0.001 ; KD : +75.15+15.14 %, n=6, p<0.05), traduisant une

diminution de la probabilité de libération vésiculaire.a la synapse.

Dans I'ensemble, ces données indiquent des effets similaires pour les régimes KD et
CD. La réduction du glutamate relaché au niveau des synapses excitatrices, suggere
que la diéte combinée non cétogene peut étre employée comme une stratégie de

traitement alternative contre les crises d’épilepsie.
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Figure 16. Le traitement par la diéte combinée réduit la transmission
synaptique excitatrice. A: Tranches d’hippocampe préparées depuis les souris
nourries avec les régimes KD ou CD affichent une réduction de 'activité basale de la
transmission synaptique en regard des animaux contrdles nourris avec la diete SD
(SD, n=14; CD, n=7; KD, n=6; p<0.001). Barre d’échelle: 10 ms, 0.5mV. B :
L’analyse de la concentration sanguine des corps ceétoniques a montré une
augmentation significative pour le [(-hydroxybutyrate (BHB; p<0.001) et
'acétoacetate (ACA ; p<0.001) seulement chez le groupe KD (n=10). Les marqueurs
de la glycolyse (glucose, p<0.01 ; lactate, p<0.05 ; pyruvate, p<0.05) se sont aussi
révélés significativement réduits pour le régime KD, indiquant que seulement pour
cette diete, il est retrouvé une cétonémie élevée. Le seul changement observé pour
le groupe CD fut une réduction significative du lactate (p<0.05). C: L’antagoniste
compétitif de faible affinité y-d-glutamylglycine (y-DGG), a une concentration non-
saturante (0.5mM), posséde un pouvoir inhibiteur qui dépend de la concentration en
glutamate, et fait décroitre la neurotransmission dans une plus grande mesure chez
les souris CD et KD, en comparaison du contrle SD (SD, n=9 ; KD, n=6, p<0.001 ;
CD, n=7, p<0.05), signalant ainsi la faible concentration synaptique de glutamate
chez les groupes CD et KD. Barre d’échelle : 10 ms, 0.5mV). D : Les traitements par
les dietes KD et CD ont aussi résulté en augmentation de la facilitation de pulse-
pairé (SD, n=5; KD, n=6, p<0.05; CD, n=7, p<0.001), lesquels indiquent une
diminution de la probabilité de relargage vésiculaire. Ces observations corroborent
ainsi la réduction de la transmission synaptique observée en A, et la diminution des
niveaux de glutamate vue en C. Exemple de tracés montrant la facilitation a un
intervalle inter-stimulation de 50 ms. Barre d’échelle: 10 ms, 0.5 mV. *p<0.05,
**p<0.01, **p<0.001.
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3.3. Test de susceptibilité aux crises induites de maniére aigués

Pour étudier si le régime CD pourrait apporter une protection contre les crises, nous
avons induit de maniére aigué, des événements paroxystiques pouvant étre
accompagnés de convulsions, par [linjection intrapéritonéale d’une drogue
proconvulsivante le PTZ, un antagoniste des récepteurs GABAa (Figure 17A;
50mg/ml). La vidéo du comportement de [I'animal ainsi que le tracé
électroencéphalographique associé sont enregistrés simultanément. Aucune souris
n’a montré de crise spontanée ou de signe précurseur d’activités anormales, tel que
'apparition de pointes et/ou ondes avant l'injection de PTZ. La latence avant ictus
engendré par l'injection de PTZ est de 97.14 + 13.10 s pour le groupe de souris
nourri au régime standard SD (Figure 17B ; n=7). Remarquablement, le temps de
latence observé pour les autres régimes a quasiment doublé, avec pour la
CD 191.20 + 11.08 s (n=8, p<0.001) et le groupe nourri avec la KD 180.80 + 17.00 s
(n=5, p<0.01), indiquant ainsi que pour ces régimes les souris étaient moins enclin a
déclencher des évenements paroxystigues. En accord avec ces résultats, la
fréquence des événements interictaux est réduite d’environ 30 % dans les groupes
CD et KD, comparée aux contréles (SD: 0.22 + 0.03Hz; CD: 0.14 + 0.01 Hz,
p<0.001; KD: 0.14 % 0.02 Hz, p<0.01) (Figure 17C). Cependant, la sévérité
associée aux convulsions comportementales est comparable entre ces groupes, ou
la plupart des attaques paroxystiques sont = au grade 4 dans les groupes SD
(100 %), CD (~90 %) et KD (100 %). Dans 'ensemble ces résultats indiquent que les
régimes CD et KD, diminuent de fagon comparable la propension aux événements

paroxysmaux.
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Figure 17. Le traitement par la diete CD diminue la susceptibilité de déclencher
des crises. A-B: Une injection de pentylenetétrazole (PTZ; 50mg/ml)
intrapéritonéale entraine rapidement I'apparition d’événements paroxystiques et un
statut epilepticus chez les souris contrdle SD. Pour les souris recevant le traitement
KD ou CD, I'événement ictal, met de maniére significative, plus de temps pour se
déclencher (SD, n=7 ; KD, n=5, p<0.01; CD, n=8, p<0.001), indiquant un degré de
protection semblable pour ces deux dietes. A-C: Corroborant ces résultats, la
frequence des événements interictaux fut trouveée significativement réduite pour les
diétes CD et KD, en comparaison des souris contrdles SD (tous p<0.05). Barre
d’échelle : 10 s, 500 pV. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
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3.4. Test de protection contre les crises chroniques

L’induction du status epilepticus avec le PTZ est un test aigu in vivo permettant
d’évaluer la sensibilité des souris aux agents pro-épileptique. Dans notre étude, il
permet I'évaluation des propriétés protectives de ces dietes. Cependant, ce type de
test ne fournit pas d’informations sur les effets des régimes dans un contexte
épileptique établi, condition plus proche de la pathologie humaine. Un modele
classique de I'épilepsie chronique chez la souris est le modéle KA, connu pour mimer
I'épilepsie du lobe temporal. Il est obtenu par injection unilatérale de KA dans
I'hippocampe (Figure 18A). S’ensuit une période latente d’a peu prés deux semaines
suivie de l'apparition de crises focales et récurrentes, espacées par des activités
interictales de type pointes et/ou ondes, qui se manifesteront toute la vie de I'animal
(Riban et al., 2002).

Pour tester si notre stratégie combinée a la capacité d’apaiser un tissu déja
épileptique, nous avons injecté du kainate (20 mM, 0.05 ul) dans la région CAl de
I'hippocampe chez des souris males C57BL/6j agées de six semaines (Figure 18A)
et, apres une attente de trois semaines, temps requis pour la mise en place du
phénotype épileptique chronique, les souris ont été nourries pendant trois autres
semaines avec les régimes SD, CD ou KD (Figure 18B). De facon marquante, tandis
que le groupe contrdle SD (n=10) présente une soixantaine d’événements
épileptiques par jour détectés via 'EEG, les groupes CD (n=13) et KD (n=8) montrent
une diminution drastique d’environ 90 % de la fréquence d’apparition des crises
(Figure 18C-D). La durée des crises détectées n’est cependant pas changée
(Figure 18D-E; SD: 9.82 £ 045 s; CD: 11.25 + 1.08 s; KD: 10.43 + 0.51 s;
p>0.05).
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Figure 18. Le traitement CD réduit I’apparition de crises en phase chronique.
A : Le modéle de souris KA mimant I'épilepsie chronique, consiste en une injection
unilatérale intra-hippocampique de kainate (20 mM, 0.05 pl), au moyen d’une canule
connectée a une pompe de précision. B : Les souris sont laissées sous régime
standard (SD) pendant trois semaines, temps requis pour développer des crises
apparaissant de maniere chronique, et sont ensuite nourries avec les différents
régimes KD ou CD, les contréles sont laissés avec la diete SD. C-D : Les crises
détectées via 'EEG sont drastiquement réduites pour les souris traitées avec le KD
(n=8, p<0.01) et le CD (n=13, p<0.001), en comparaison du groupe contréle (n=13).
C, E: La durée des évenements détectés ont montré des résultats similaires entre
les différents groupes SD, KD et CD. Barre d’échelle : 10 min, 200 pV. *p<0.05,
**p<0.01, **p<0.001.
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Nous avons également examiné un corrélat moléculaire de I'épilepsie chronique, par
I'évaluation de I'expression de la protéine acide fibrillaire gliale (GFAP) dans le tissu
épileptique cortical (Figure 19A). En effet, les crises répétitives déclenchent des
processus inflammatoires, lesquels induisent une surexpression de GFAP,
conséqguence de la réactivité gliale et la gliose. En accord avec la réduction marquée
du nombre de crises détectées, les western blots des groupes CD et KD montrent
une plus faible immunoréactivité pour GFAP, en regard du groupe SD contrdle

(Figure 19B-C ; n=4 par groupe ; p<0.05).

Finalement, les corrélats cytologiques des crises récurrentes ont été testé par
évaluation de la dispersion des cellules granulaires du gyrus denté de I'hippocampe
et de la mort cellulaire des zones CAL et CA3, ces deux conséquences typique de
I'épilepsie du lobe temporal en phase chronique (Figure 19D). Les souris du groupe
SD présentent classiquement une large dispersion de la couche des cellules
granulaires, ceci en comparaison avec les animaux contréles qui n’ont pas subi
d’injection au kainate. De facon remarquable, les souris CD n’ont pas montré ce
phénotype et une dispersion significativement réduite est observée chez le groupe
KD (Figure 19E-F). La perte cellulaire dans les aires CA1 et CA3 de I'hippocampe
est également réduite dans ces deux groupes (Figure 19G-J).

Dans leur ensemble, ces résultats indiquent que la stratégie de la diete combinée
permet de diminuer I'activité excitatrice, et a pour conséquence une réduction de la
fréquence d’apparition d’événements paroxystiques, apaisant ainsi les tissus déja

épileptiques..
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Figure 19. Le traitement CD permet de protéger contre les corrélats moléculaires et histopathologiques exprimés en phase
chronique, habituellement retrouvés chez la souris kainate. A : Les tissus corticaux enregistrés des souris KA sont prélevés
pour immunodosage. B-C : L’expression de la GFAP fut significativement réduit pour les souris traitées avec la diete KD ou CD
(n=4 par groupe, KD et CD p<0.05). D: Les souris KA sont préparées pour les analyses histologiques des aires
hippocampiques CA1, CA3 et gyrus denté (DG). E-F : Pour les groupes CD et KD (CD, n=5 ; KD, n=5), les souris ont montré une
protection contre la dispersion de la couche des cellules granulaires du gyrus denté (g.c.l) en comparaison des souris SD (SD, n=6)
(p<0.05), et ne sont pas significativement différentes des souris ne recevant pas de kainate (CT, n=3). G-J : Les souris nourries
aux régimes CD et KD ont aussi une protection contre la mort cellulaire dans le CAl et le CA3 en regard des animaux du régime
SD. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. h. : hilus, m.l. : couche moléculaire, s.I. : stratum lucidum, s.o. : stratum oriens, s.p. : stratum
pyramidale, s.r. : stratum radiatum.
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4. Discussion

La présente étude a pour but de déterminer si la prise alimentaire spécifique de
certains nutriments peut induire une diminution efficace de la neurotransmission
excitatrice et en conséquence produire une protection contre les crises. A notre
connaissance, ceci est la premiere étude évaluant les effets d’'une combinaison de
stratégies antiépileptiques ayant pour but d’affaiblir la transmission excitatrice et
'apparition de crises. L’évaluation des fonctions synaptiques hippocampiques des
collatérales de Schaffer de CA3 a CA1l, indique que les souris nourries avec la diete
montrent une baisse significative de la neurotransmission excitatrice, et que celle-ci
est due a une réduction de la libération de glutamate. En accord avec ceci, les souris
du groupe CD sont moins susceptibles aux crises induites par le PTZ, et largement
protégées contre les événements épileptiques chroniques induits par le kainate,

modéle connu pour refléter I'épilepsie du lobe temporal.

De fagon intéressante, contrairement aux souris nourries avec la diéte KD, la cétose
n‘est pas retrouvée chez les animaux CD alors que les changements de
neurotransmission et de susceptibilités aux déclenchements de crises sont similaires
au groupe KD. Ces résultats soutiennent I'hypothése avancant que les corps
cétoniques ne sont pas impliqués dans la diminution de I'excitation classiquement
associée avec le régime KD. Plusieurs études ont en effet rapporté le manque de
corrélation entre le taux de cétose et la protection contre les crises (Van Delft et al.,
2010 ; Fraser et al., 2003 ; Kang et al., 2007 ; Kossoff et al., 2006 ; Muzykewicz et
al., 2009 ; Neal et al.,, 2009 ; Ross et al., 1985). Ces recherches corroborent les
études effectuées in vitro montrant l'inexistence d’'un effet inhérent du BHB ou de
ACA sur la transmission synaptique (Donevan et al., 2003 ; Thio et al., 2000), bien
qgu’une application bréve de ces composants ne peut probablement pas refléter leurs
effets bénéfiques, qui nécessitent pour apparaitre des périodes prolongées a l'instar
des traitements longues durées. Plus précisément, la plupart des études examinant
les effets intrinséques des corps cétoniques par application directe dans de 'ACSF
contenant du glucose n’ont trouvé aucun effet les fonctions synaptiques (Donevan et
al., 2003 ; Thio et al., 2000) tandis que le remplacement du glucose extracellulaire

par du BHB ou de I'ACA réduit la neurotransmission (Freche et al., 2012). Par
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conséguent, une question récurrente, mais a ce jour irrésolue est de savoir si la
réduction de I'excitation est attribuable au métabolisme lipidique ou, plutdt, a la mise
en dormance du métabolisme glucidique. Cette derniere possibilité est étayée par
une étude récente montrant que le blocage de I'enzyme de la glycolyse LDH suffit a
hyperpolariser les neurones et permettre une protection contre les crises. Nos
résultats sont en accord avec ceci, puisque les animaux nourris avec le régime CD
n’ont montré aucune augmentation de la concentration de corps cétoniques dans le
sang alors qu’une diminution de la neurotransmission identique au groupe KD a été
observée. La réduction du lactate constatée chez les souris des groupes CD et KD
plaident en faveur de cette derniére interprétation qui peut étre la résultante directe
de la baisse de l'activité de conversion du glucose et pyruvate en lactate par la LDH.
Ceci peut étre une conséquence possible de la diete a faible index glycémique
(Lacombe et al.,, 2006 ; Stannard et al., 2000), enrichie en BCAA (Coombes et
McNaughton, 2000 ; Koba et al., 2007), comme des concentrations importantes de
triglycérides a chaines moyennes (Nagasaka et al., 2007 ; Nosaka et al., 2009 ; Van
Zyl et al., 1996) et acides gras polyinsaturés (Andrade-Vieira et al., 2013). De facon
importante, bien qu’il ait été précédemment proposé que la concentration synaptique
du glutamate soit réduite avec le régime ceétogene (Juge et al., 2010), nous
découvrons ici que cette réduction est due, au moins en partie, a une baisse de la
probabilité de relargage vésiculaire. Dans la mesure ou les diétes cétogéne KD et
non-cétogene CD induisent exactement les mémes changements de
neurotransmission, et que celles-ci sont conformes avec [I'hyperpolarisation
neuronale montrée par Sada et al. (2015), il est en effet probable que les stratégies
nutritionnelles employées dans notre diete combinée concourent a abaisser la voie
métaboliqgue du LDH, un des composants de la navette lactate astrocyte-neurone. Il
est naturellement probable que d’autres mécanismes puissent agir en paralléle pour
freiner I'excitation neuronale, tel que par exemple les niveaux réduits de glutamate
dans le cerveau qui pourrait résulter du ratio élevé de BCAA/AAA (Evangeliou et al.,
2009 ; Fernstrom, 2005 ; Jirapinyo et al., 2004), ou I'hyperpolarisation neuronale qui
pourrait étre induit par des acides gras polyinsaturés qui moduleraient des canaux
ionique voltage dépendants (Tigerholm et al., 2012), ou par 'augmentation de
I'activation des récepteurs a I'adénosine par un traitement enrichi en triglycérides a
chaines moyennes, lesquels réduisent la probabilité de libération de

neurotransmetteurs (Socala et al., 2015).
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Bien que la diete cétogene classique est moins délétére en termes de santé globale
a ce que l'on peut s'imaginer en regard de son contenu extrémement riche en
graisse, de nombreux effets indésirables ont été reportés. En effet, celle-ci peut
inclure des défauts de croissances (chez les enfants), des niveaux de lipides trop
importants, des troubles de la fonction cardiaque, lithiase rénale, problemes
hématologiques, immunologiques, atteinte métabolique (acidose, hyperuricémie),
ainsi que des problemes de diarrhées, nausées et vomissements (Huffman et
Kossoff, 2006 ; Vining, 2008). La complication la plus commune du régime KD est
I'hyperlipidémie, avec une augmentation de la concentration de triglycérides,
apolipoproteines, very low and low lipoproteins (VLDL et LDL) (Zamani et al., 2016).
Ces effets secondaires sont cependant réversibles lors de l'interruption de la diéte
KD. Dans cette optique, la stratégie nutritionnelle de la diete combinée que nous
proposons ici, serait probablement plus bénéfique, en regard de sa composition plus
faible en graisse, et de son enrichissement en nutriments connus pour amoindrir de
tels problemes. En effet, les acides gras polyinsaturés fournis par I'huile de colza ont
montré des bienfaits chez les enfants souffrant d’hypercholestérolémie (Negele et al.,
2015) et les acides gras polyinsaturés issus de I'huile d’olive ont aussi démontré un
effet contre la dyslipidémie (Glzel et al., 2016). Les acides gras a chaines moyennes
possedent également un pouvoir réducteur sur la concentration de cholestérol,
triglycérides et lipoprotéines (Kritchevsky et Tepper, 1965 ; Nagasaka et al., 2007 ;
Shirai et al., 1992). De facon intéressante, plusieurs études ont aussi suggéré que la
prise de glucides a bas index glycémique avait la capacité de réduire la teneur en
lipide dans le sang (Fleming et Godwin, 2013 ; Juanola-Falgarona et al., 2015 ; Li et
al., 2015; Min et al.,, 2016). Le retard de croissance est également un effet
préjudiciable qui reste souvent observé chez les enfants sous le régime KD.
L'utilisation de triglycérides a chaines moyennes avec la diete KD semble avoir
permis d’augmenter la taille chez les enfants épileptiques (Liu et al., 2003). Il est
donc probable qu’une approche diététique plus équilibrée, incluant par exemple des
acides gras a chaines moyennes tel qu'utilisé dans notre étude, permette d’éviter

des retards de croissance.

Dans la mesure ou la non-palatabilité de la diete cétogéne rend son adhérence trés
difficile, le KD est rarement utilisé pour traiter les adultes (Klein et al.,2010, Mosek et

al., 2009 ; Sirven et al., 1999). Pour contourner ce probleme, Kossoff et al. ont

56



développé un régime protéique moins restrictif hnommé « modified Atkins diet »
(MAD). Cette stratégie s’est révélée efficace puisque ~50 % des patients montrent
une réduction de la fréquence des crises d’au moins 50 % (Sirven et al 1999)..
Cependant, bien que la diéte soit bien toléré par les patients, I'’hyperlipidémie reste
encore communément observée (Cervenka et al., 2016 ; Kossoff et al., 2008). La
stratégie nutritionnelle proposée ici devrait étre aussi plus palatable que la diete
cétogene traditionnelle et possiblement plus que le régime MAD, car la diete CD est
enrichie en carbohydrates (~15 % contre ~10 % pour le MAD) tout en comportant
des proportions similaires en protéines et graisses. Etant donné que Iimpact
bénéfique des acides gras polyinsaturés et des produits a faible index glycémique
(Fleming et Godwin, 2013 ; Livesey et al., 2008) sur les parametres de santé, comme
la concentration sanguine de lipide, et la gérabilité des troubles intestinaux induits
par les triglycérides a chaines moyennes (Liu et Wang, 2012), il est raisonnable de
présumer que cette nouvelle approche de diete combinée peut étre bien tolérée par
les patients.

D’autres aspects positifs de cette approche diététique émergent de récents travaux
montrant que les triglycérides a chaines moyennes et les acides gras polyinsaturés
possedent un impact bénéfique sur la cognition, principalement en ralentissant le
déclin cognitif en condition pathologique ou de vieillissement normal (Bazinet et layé,
2014 ; Herbert et Buckley, 2013 ; Manteca, 2011 ; Reger et al., 2004 ; Sharma et al.,
2014). En regard des états épileptiques souvent délétéres pour les fonctions
cognitives, en outre la protection contre les crises, le régime CD pourrait aussi étre
appréciable pour ces effets procognitifs. Finalement toujours dans cette méme
optique, il a été montré que les BCAA aident a la récupération aprés un traumatisme
cérébral (Aquilani et al., 2005 ; Cole et al., 2010 ; Lim et al., 2013), et peuvent par
conséquent montrer des propriétés réparatrices sur des lésions induites par les

|ésions.

En résumé, en comparant les effets de la KD avec la combinaison de différentes
stratégies antiépileptiques sur la transmission excitatrice basale ainsi que sur leurs
conséguences en termes de susceptibilités aux crises chroniques ou induites de
maniéres aigués, la présente étude fournie la preuve de concept que I'association de

nutriments spécifigues dans un méme régime non-cétogéne confere une protection
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robuste contre les crises. Une telle diete est plus équilibrée (faible rapport [graisses] /
[glucides + protéines] que le régime classique KD ou MAD, et contient des
nutriments associés a plusieurs effets bénéfiqgues sur la santé générale, incluant
fonctions cognitives et le systéme cardiovasculaire. La réalisation d’essais cliniques
avec cette nouvelle combinaison de plusieurs approches nutritionnelles serait

maintenant d’'un grand intérét.
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Annexe 1 : Principe de 'EEG

Classiquement [I'électroencéphalographie est une méthode non invasive faisant
appel a une multitude de capteurs positionnés sur le scalp de facon bien ordonné,
formant ainsi un réseau pouvant aller jusqu’a plusieurs centaine d’électrodes qui
permettent I'enregistrement en temps réel de l'activité cérébrale en mesurant des
différences de potentiel, qui résultent de la synchronisation de macro-colonne de
dizaine de milliers de neurones pyramidaux au niveau cortical, chaque ensemble
créant un courant de l'ordre de 10 Nanoampeére/métre (Hamalainen et al., 1993).
Une vision simplifiée est que chaque neurone composant ces couches peut étre
percu comme un dipble électrigue ayant un arrangement spatial qui présente les
dendrites apicales plus en surface et en profondeur 'axone et le soma orienté vers la
substance blanche. Les activités enregistrées sont principalement dues au
mouvement d’'ions au niveau des synapses dans l'arbre dendritique. En effet, les
potentiels post-synaptiques excitateurs (entrée de charge positive dans le milieu
intracellulaire) de cette partie se somment entre eux et en regard de la différence de
potentiel dans le soma non excité (repos) engendre dans le neurone un courant
primaire, qui a son tour va créer un courant secondaire (courant volumique,
extracellulaire) qui permettra la conservation de la charge. Les potentiels d’actions
transitant le long de I'axone sont trop faibles pour étre capté a I'extérieur du créne ;
s’éloignant du scalp ils sont plus difficiles a percevoir. Les signaux récupérés
fournissent par le biais d’amplificateur des informations sur [l'activité électrique
cérébrale a deux niveaux : 1/ une information temporelle extrémement précise de
'ordre de quelques millisecondes (Nunez et al., 1994), 2/ la caractérisation spatiale
des variations des potentiels électriques. Il existe cependant une limite de résolution
spatiale qui empéche la détection de certaines variations de potentiels. (Figure 20)
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Figure 20. lllustration des principes biophysiques de bases dans la mesure des
activités cérébrales. A droite, illustration représentant 'arrangement spatiale des
différentes sources permettant I'acquisition de signaux par 'lEEG chez I’humain non
primate. A gauche, vue de neurones pyramidaux soumis a des dépolarisations au
niveau des dendrites, qui pour un court lapse de temps créeront en regard du soma
(dans un état non excité) un dipble qui générera un champ électrique.
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Annexe 2 : Etiologie et terminologies rencontrées dans l'étude de I'épilepsie

Afin d’éclairer notre compréhension commune des termes employés lors de la
description et de l'analyse des évenements observés dans I'étude des tracés
électroencéphalographique, un glossaire récapitulant quelques définitions est

proposé, celui-ci est issu du rapport de P.Gelisse (Gelisse et al., 2009).

Bouffée :
Groupement de plusieurs éléments d’apparition soudaine se détachant nettement du

rythme de fond. Une bouffée peut étre physiologique ou pathologique.

Critique (ictal):

Une activité critique correspond a une crise d’épilepsie qu’elle soit clinique ou
infraclinique. Elle s’oppose a une activité intercritique (interictal), activité survenant
sans relation avec les crises et qui est habituellement bréve. Une activité post-

critique correspond aux activités enregistrées au décours d’une crise d’épilepsie.
Décharge :

Bouffée de plusieurs secondes. Une décharge peut ne pas étre pathologique, mais
ce terme est souvent employé pour décrire une activité épileptique.

Foyer:

Région ou siege de fagcon prédominante une activité épileptique

Paroxysme:

Activité EEG se détachant nettement du rythme de fond.
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Activités paroxystiques élémentaires :

e L’onde : toute différence de potentiel entre deux électrodes qui se traduit par
un paroxysme EEG

e La pointe : paroxysme EEG de breve durée (20 a 70 ms)

e La pointe lente ou onde aigué (sharp wave) : pointe de grande amplitude
d’'une durée comprise entre 70 et 200 ms ayant ainsi un aspect moins aigu
gu’une pointe

e Les pointes ondes : pointe suivie d’'une onde lente de méme polarité. Suivant
le nombre de cycle par seconde des paroxysmes, on distingue les pointes
ondes lentes qui sont & 2,5c/s ou moins, les pointes ondes a 3c/s et les
pointes ondes rapides qui sont supérieures a 3c/s, habituellement a 4

e Les polypointes : succession de deux ou plusieurs pointes

e Les polypointes ondes : succession de pointes suivie immédiatement d’'une
onde lente

e L’onde triphasique : onde lente comportant trois composantes qui alternent
par rapport a la ligne de base. Cette activité se répéte de facon rythmique de
1a3cls

e Le complexe lent: séquence de deux ou de plusieurs ondes lentes

habituellement de grande amplitude.
Description des activités paroxystiques en fonction de I'espace ;

e L’activité focale : activité qui implique une région cérébrale précise et limitée

e L’activité localisée : activité qui implique plusieurs électrodes voisines (plus
étendue que la précédente)

o L’activité latéralisée : activité qui implique I'ensemble des électrodes d’un
hémisphere

e L’activité diffuse : activité qui se projette sur les deux hémisphéres, synchrone
ou non

e L’activité généralisée : toutes les électrodes des deux hémispheres sont
concernées en régle générale de facon synchrone

e L’activité multifocale : présence de plusieurs foyers indépendants

e L’activité asymétrique : différence entre les deux hémisphéres (s’oppose a
une activité symetrique)
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Description des activités paroxystiques en fonction du temps ;

L’activité synchrone : activité survenant de fagon simultanée

L’activité bilatérale : activité survenant sur les deux hémisphéres, mais qui
n'implique pas obligatoirement leur survenue au méme instant. Une activité
peut étre bilatérale et synchrone, c’est le cas des pointes ondes a 3c/s de

I'épilepsie d’absence

Description en fonction de la régularité ;

L’activité monomorphe : activité globalement réguliére dans sa morphologie,
dans son amplitude et dans sa fréquence
L’activité polymorphe : variation de I'amplitude, de la fréquence et de la

morphologie des ondes

Description en fonction de la répétition ;

L’activité rythmique : activité survenant régulierement avec un intervalle de
temps équivalent a la durée de I'onde (pas de séparation entre les différents
éléments), comme dans le cas de I'épilepsie

L’activité arythmique : activité survenant de facon irréguliere avec des
intervalles de temps variables entre les différents éléments

L’activité périodique : activité séparée par un intervalle de temps constant
qui est supérieur a la durée de I'onde. Cette intervalle est d’une a plusieurs
secondes et en fonction de la durée, on distingue les activités a périodicité
courte qui sont séparées par un intervalle de temps inférieur ou égal a 4
secondes, et les activités a périodicité longue ou lintervalle de temps est
supérieur a 4 secondes.

L’activité pseudopériodique : lintervalle de temps séparant les éléments

n’est pas tout a fait régulier.
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Ralentissement :

Caractérise un tracé avec présence d’ondes lentes en excés. Le ralentissement peut
étre localisé ou diffus. Un ralentissement peut étre physiologigue comme lors d’une

hyperventilation ou pathologique, on emploiera alors plutét le terme de souffrance.

Réactivité :

Modification des rythmes observés en réponse a un stimulus sensoriel, moteur ou

pharmacologique.

Rythme (activité) de fond :

C’est le rythme de base de I'EEG observé dans I'état de vigilance concerné et

suivant I'age du sujet.

Un autre élément essentiel dans la prise en charge de patient atteint d’épilepsie est
la mise en place d’une classification qui permet de définir avec précision les critéres
nécessaires au bon diagnostic pour un traitement efficace de ces personnes. En
effet, suite aux propositions du « current International Classification of Epilepsies and
Epileptic Syndromes » (ICE) a la commission de la ligue internationale contre
I'épilepsie (ILAE) en 1989, une nouvelle nomenclature a été définie en fonction des
patterns électrophysiologiques, des zones du cerveau impliqué, des signes cliniques,
ainsi que I'age au moment des premieres crises (Commission on Classification and

Terminology of the International League Against Epilepsy, 1989).

Sommairement, une crise peut étre soit généralisée ou partielle, respectivement,
pour la premiere condition, la crise doit initialement apparaitre dans les deux
hémispheres cérébraux, présenter une altération de l'activité électrique, étre sans
origine focale, avec une modification ou une perte de conscience et auquel peut
s’ajouter des convulsions. La seconde doit posséder un ou des foyers
épileptogéniques restreints a une seule partie du cerveau, ces crises partielles

peuvent étre soit simples (sans perte de conscience, de courte durée) ou complexes
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(altération de la conscience). De plus, il existe un autre degré de complexité qui met
en avant le caractére inné ou acquis de I'épilepsie, trois séparations ; la forme
idiopathique (nommé quelquefois primaire) du grec idios signifie soi, marque
I'identité, dans ce contexte cela peut étre compris comme non occasionné par une
autre cause, le corrélat biologique montre une dominante sans grave anomalie
neuroanatomique ou neuropathologique. Au contraire la forme symptomatique
(secondaire) est une conséquence indirecte d’'un désordre du systéme nerveux
central majoritairement acquis (par exemples: traumatisme, tumeur, infection,
troubles cérébrovasculaire, immunologique, dégénératif) ou causé par un probleme
génique, associé avec d’importants troubles développementaux, congénitaux qui
entrainent de graves anomalies neuroanatomique ou neuropathologique. Une
troisieme catégorie, la forme cryptogénique (du grec kryptos, caché) est présumée
symptomatique, mais sans cause identifiée (représente au moins 40 % des cas
d’épilepsie apparus a I'age adulte). Quelques fois une quatriéme forme peut étre
rencontrée, I'épilepsie provoquée. Celle-ci est déclenchée par un évenement
extérieur (comme par exemple la lumiere), elle peut étre acquise ou innée, mais ne

posséde pas de cause neuroanatomique ou neuropathologique (Shorvon, 2011).

Cependant, en regard des évolutions techniques d’investigation en imagerie, et
électrophysiologie qui au cours des derniéres années ont pu apporter de nouvelles
connaissances sur les mécanismes sous-tendant I'épilepsie, il a été proposé par
'ILAE (mandat 2005-2009) une révision de la terminologie et des concepts avec pour
objectif une classification plus simple (Berg et al., 2010). Pour I'essentiel, le statut
généralisé est redéfini par des crises qui impliquent rapidement des réseaux a
distribution bilatérale et le statut focal implique des crises localisées, ou une région
plus large, ou des réseaux limités a un seul hémisphére. Les crises focales ne sont
donc plus divisées en crises simple ou complexe, mais classées selon leurs
propriétés cliniques (par exemples : convulsions, déficits moteurs et cognitifs). Les
classes idiopathiques, symptomatiques et cryptogéniques sont ainsi remplacées par
génétiques, structurelles-métaboliques et causes inconnues (Figure 21). Néanmoins,
il existe encore de nombreux débats autour de ces questions, certains experts
n’hésitant pas a réclamer plus de flexibilité, clarté et précision a cette nouvelle

révision de la classification des épilepsies (Jackson, 2011; Panayiotopoulos, 2012).
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Figure 21. Synthése des différentes formes d’épilepsies observables selon de
leur origine. Sont représentées les différentes formes de crises.

(D’aprés etudes.univ-rennesl.fr/master-
biogest/themes/Synthese_bibliographique/sujets_2011_a 2013/Epilepsies_medicam
ents?auteur=Esnault Marie-Andrée)
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Annexe 3. Anatomie, structure et organisation de I'hippocampe

L’hippocampe est une structure cérébrale constituée d’allocortex, enroulé sur elle-
méme et représenté bilatéralement au niveau des lobes temporaux. Il est une des
parties du systéme limbigque ou il est impligué dans la formation des processus
mémoriaux. Cette couche de neurone peut étre divisée en trois compartiments, le
subiculum, la corne d’Ammon et le gyrus denté. Ce dernier est un des siéges
cérébraux de la neurogenése avec le bulbe olfactif chez I'adulte. En effet, sa zone
granulaire contient des progéniteurs neuronaux qui peuvent se différencier en
neurones granulaires, de nombreux facteurs pourraient induire ou ralentir ce
meécanisme, tels que les hormones, le stress, I'activité physique et 'apprentissage.
La corne d’Ammon, peut étre compartimentée en trois principales aires, CAl, CA2 et
CA3 en regard de leurs différences morphologiques et de leurs connectivités. La
nomenclature utilisée pour décrire la couche de neurones est constituée de plusieurs
niveaux, le stratum pyramidal est la partie contenant les corps cellulaires de
neurones pyramidaux, le stratum oriens est la zone ou les dendrites des neurones
pyramidaux sont dirigées vers I'extérieur de la structure hippocampique, le stratum
radiatum possede les dendrites proximales des neurones pyramidaux, en CA3 cette
aire possede une couche supplémentaire qui se glisse entre la partie du radiatum et
du pyramidale, et se dénomme le stratum lucidum, c’est le lieu de connexion avec
les axones afférents du gyrus denté, les fibres moussues. Le stratum moleculare
contient la partie distale des dendrites qui est tournée vers l'intérieur de la structure,
en opposition avec le stratum oriens. Au niveau du gyrus denté, on rencontre trois
couches, le stratum granulosum qui est le siege des somas des cellules granulaires,
puis le stratum moleculare qui regroupe les segments apicaux des dendrites et une
couche formée par la partie initiale des axones des cellules granulaires, le hile.
L’aire CAl est reliee au CA3 par les collatérales de Schaffer qui sont des axones des
cellules pyramidales de cette région. D’autres axones émanant de CA3 se dirige vers
I'hippocampe contralatéral via le corps calleux, ce sont les fibores commissurales.
Enfin, les axones des cellules de CA1 rejoignent les neurones du subiculum et le
cortex entorhinal. L’entrée de cette boucle est réalisée par les fibres perforantes au

niveau du gyrus denté, celles-ci sont des afférences du cortex entorhinal (Figure 22)
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Figure 22. Anatomie structurelle de I’hippocampe.

DG, gyrus denté ; CA1/3, corne dAmmon 1/3 ; EC, cortex entorhinal ; S, subiculum ;
pp, voie perforante ; sm, stratum moleculare ; sg, stratum granulosum ; H, hile ; mf,
fibres moussues ; sr, stratum radiatum ; sp, stratum pyramidale ; so, stratum oriens ;
sc, collatérales de Schaffer.

(Figure issue de www.unige.ch/cyberdocuments/theses2000/ToniN/these_body.htm)
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Annexe 4. Le kainate, caractérisation et voies d’actions

L’étude de I'épilepsie peut se faire a travers différents modeles animaux. L'induction
d’activités épileptiforme via [I'administration d’agents pharmacologiques est
fréquemment utilisée. L'un d’eux, le Kainate permet de mimer I'épilepsie humaine du
lobe temporal avec sclérose hippocampale (TLE). En effet, I'injection de cette
substance dans I'hippocampe entraine immédiatement une ischémie dans la zone
injectée (CA1l), suivie d’'une perte massive de neurone (CA1+CA3), une gliose et
I'installation de crises chroniques complexes. Un phénoméne intéressant est la
cinétique d’apparition des crises. Suite a 'injection et pendant quelques heures, des
activités spontanées sont percues, cette période est nommeée status epilepticus.
Ensuite, un temps de latence d’environ deux semaines est requis pour rentrer dans

un nouveau cycle, la phase chronique, qui correspond a la mise en place

d’éveénements épileptiformes qui seront maintenus dans le temps.

Pendant ces mémes périodes, il sera possible d’observer la dispersion des cellules
granulaires du gyrus denté, corrélat histopathologique retrouvé dans 50 % des TLE
humaines (Suzuki et al., 1995 ; Wieser, 2004). Le mécanisme d’action du Kainate
reste mal défini puisqu’impliqguant une multitude de facteurs. En effet, cette drogue
qui a été extraite d’algue marine dans les années 80 est un analogue
glutamatergique possédant un pouvoir excitateur supérieur aux autres acides aminés
neuronaux. Son récepteur ionotropigue AMPA/kainate est perméable au potassium
et sodium, et est au niveau pré- comme post-synaptique, et modulate la transmission
synaptique ainsi que I'excitabilité neuronale. Dans la circuiterie cérébrale, I'injection
de kainate entraine une excitotoxicité sélective de certaine population neuronale. De
facon directe, des entrées massives de calcium induisent outre les surexcitations
cellulaires, une cascade d’événement qui conduiront a la mort de nombreuses
cellules par apoptose et/ou nécrose selon la concentration de kainate et la séverité
des crises (Charriaut-Marlangue et al., 1996 ; Timsit et al., 1999). Une conséquence
de ces activités non-phyhsiologiques est la formation de synapses aberrantes
causée par le bourgeonnement des fibres moussues. Ces nouvelles connexions
ainsi formées dans la région CA3, lieu de haute affinité pour le kainate et hautement
épileptogene, favoriseront le déclenchement de crises. De plus, la balance
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excitation/inhibition (Contractor et al., 2011) qui permet le maintien des oscillations
neurales dans un cadre physiologique, est modifiée de telle sorte qu’elle favorise la

survenue de crises.
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L’épilepsie est une affection neurologique qui touche 1 % de la population mondiale.
Les traitements de cette pathologie ciblent classiquement I'excitabilité neuronale
ainsi que la transmission excitatrice ou inhibitrice. Cependant, prés d’un tiers des
patients présentent une forme d’épilepsie réfractaire a ces médications
pharmacologiques. La diete cétogene est une approche thérapeutique non-
pharmacologique limitant drastiquement les apports glucidiques et connue pour son
efficacité a réduire la fréquence des crises, y compris chez les patients pharmaco-
résistants. Cependant, ce régime est extrémement restrictif et peut occasionner
certaines complications dues a la quantité élevée de lipides par rapport aux
concentrations de protéines + glucides. De récents progrés ont montré que le ratio
[lipide]/[glucides+protéines] de 4 : 1, traditionnellement utilisé, n’est en réalité pas
indispensable aux effets antiépileptiques du traitement cétogéne. Dans la présente
étude, nous mettons en évidence qu’un régime alimentaire non-cétogene combinant
plusieurs stratégies nutritionnelles antiépileptiques ciblant qualitativement les acides
aminés, les acides gras et les glucides, a une action anti-épileptique aussi efficace
gue le régime cétogene, mais présente un ratio [lipide]/[protéines+glucides] se
rapprochant du régime non-cétogene standard. Confirmant ces résultats, les
corréleras morphologiques et moléculaires caractéristiques de I'épilepsie du lobe
temporal sont également moins prononcés chez les animaux nourris avec ce régime
combiné. Ces résultats indiquent qu'il est possible d’envisager un régime alimentaire
anti-épileptigue moins drastique et potentiellement plus sain que la diete cétogéne
classique.

Mots clés ; EPILEPSIE, DIETE, NON-CETOGENE, PROTECTION, PALATABILITE,
LACTATE
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