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Résumé

L'épilepsie affecte environ 1 % de la population. Il s'agit d'une maladie ou les crises d'épilepsie
surviennent de fagcon spontanée et imprévue. Le traitement de ces crises fait appel a des antiépileptiques/
Mais dans environ 20 a 30 % des cas, les épilepsies ne répondent pas ou peu aux médicaments. Il s’agit
alors d'épilepsies pharmacorésistantes. Un des traitements de recours utilisé pour la prise en charge de
ces épilepsies est le régime cétogéne. Le régime cétogéne consiste a apporter une large quantité de
lipides, pour une faible quantité de protéines et de glucides. Ce régime posséde des propriétés
anticonvulsivantes décrites chez 'Homme et le rongeur, mais les mécanismes d’action restent inconnus a
ce jour. Plusieurs mécanismes ont été suggérés tels que : les propriétés anticonvulsivantes des corps
cétoniques, la modulation de la neurotransmission, la modulation de [I'excitabilité cérébrale via la
modulation de canaux ioniques tels que les Kuarp. L'implication des acides gras poly-insaturés (AGPI) a
également été suggérée. Ceux-ci pourraient moduler la fluidité membranaire, I'activité des canaux ioniques
ou encore les voies de I'inflammation. Notre hypothése de travail a été d’explorer des voies supposées étre
impliquées dans les propriétés anticonvulsivantes du régime cétogéne. Nous nous sommes intéressés aux
AGPI et a l'activation des récepteurs nucléaires PPAR-alpha (peroxisome proliferator-activated receptor
alpha) en comparaison au régime cétogene. Nous avons utilisé un modéle murin d’état de mal épileptique

(lithium-pilocarpine) et I'induction de crises épileptiques avec mesure du seuil au pentylénetétrazole.

Dans un premier temps, nous avons administré per-os, pendant 4 semaines un mélange d’AGPI
contenant 70 % d’'oméga-3 et 25 % d’'oméga-6 a des rats Wistar. Les animaux ayant regu le complément
alimentaire par des AGPI présentaient une augmentation du seuil au PTZ comparable a celle obtenue chez
les animaux ayant recu un régime cétogéne. Les animaux complémentés par les AGPI ou ayant regu le
régime cétogeéne présentaient des variations plasmatiques en AGPI concernant I'acide arachidonique,
I'acide alpha linolénique et I'acide eicosapentaenoique. Aucune modification du statut nutritionnel ou des
phospholipides cérébraux membranaires n’était retrouvée. Dans un second temps, nous avons administré
pendant 14 jours de la nourriture contenant 0,2 % de fénofibrate (agoniste des récepteurs PPAR-alpha) a
des rats Wistar. Le traitement par 0,2 % de fénofibrate conduisait a augmenter le seuil au PTZ et a retarder
le début de I'état de mal épileptique dans le modéle lithium-pilocarpine. Ces résultats étaient comparables a
ceux obtenus avec le régime cétogéne. En revanche, le traitement associant le régime cétogéne et le

fénofibrate ne conduisait pas a moduler le seuil au PTZ chez les animaux.

Ces travaux ont permis de montrer que les AGPI ont des propriétés anticonvulsivantes
comparables a celles du régime cétogéne. Ces propriétés anticonvulsivantes ont également été retrouvées
suite a lactivation des récepteurs nucléaires PPAR-alpha par le fénofibrate. Les propriétés
anticonvulsivantes portées par les AGPI ne sont pas liées a une variation de la composition des
membranes cellulaires cérébrales en phospholipides. Les récepteurs nucléaires PPAR-alpha modulent
quant a eux de nombreuses voies (métaboliques, inflammatoires, stress oxydant) via des variations
d’expression génique et peuvent étre activés par les AGPI. L'implication de ces différentes voies dans
I'efficacité anticonvulsivante du fénofibrate reste a explorer. Ces résultats, s'ils sont confirmés par des
études complémentaires dans d’autres modeéles, laissent penser qu’une simplification du régime cétogéne
pourrait étre envisagée via I'utilisation des AGPI et/ou via I'activation des récepteurs nucléaires PPAR-

alpha.
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Abstract

Epilepsy affects 1 % of the population. Epilepsy is defined symptomatically by the appearance of
spontaneous, recurrent seizures. Conventional treatment of epilepsy consists of anticonvulsivant
medications. Although theses drugs often control or reduce seizure frequency, about 20-30 % of patients
show little or no improvement. These patients exert intractable epilepsy. Ketogenic diet a high-fat, low-
protein, low-carbohydrate diet that has been employed as a nonpharmacologic therapy for intractable
epilepsy. Antiepileptic efficacy has been described in Human and in both acute and chronic rodent models.
However, mechanisms underlying its anticonvulsive properties remained unknown. Numerous mechanistic
hypotheses have been advanced: anticonvulsive properties of ketone bodies, variation in neurotransmitter
concentrations, cellular excitability modulation via Karp channel, or implication of polyunsaturated fatty
acids. Several hypotheses have been suggested to explain the anticonvulsivant effects of polyunsaturated
fatty acids: modification of the membrane fluidity, direct action of polyunsaturated fatty acids on cell
membrane ionic channels and/or receptors, modulation of inflammatory responses. Here, we have work on
polyunsaturated fatty acids and PPAR-alpha receptor (peroxisome proliferators-activated receptor alpha)
activation in comparison to ketogenic diet, using rodent status epilepticus model (lithium pilocarpine) and
rodent pentylenetetrazol (PTZ) thresholds.

First one, four week-old male Wistar rats were fed for 30 days by a standard diet with daily oral
supplementation by a blend containing 70 % omega-3 and 25 % omega-6 (ALA/LA blend). Animals daily
supplemented by ALA/LA blend exhibited an increase in PTZ threshold comparable to those obtain after
ketogenic diet. The animals did not show any modification of body composition and brain phospholipid
compositions. The plasma fatty acids composition was modified by ketogenic diet and ALA/LA blend. A
decrease in arachidonic acid concentrations was observed in both ketogenic diet and ALA/LA
supplemented groups, while an increase in eicosapentaenoic and alpha linolenic acid concentrations was
only observed in the ALA/LA supplemented group. In second, Wistar rats were fed at libitum during 14 days
by standard diet containing 0.2 % fenofibrate (PPAR-alpha agonist). In fenofibrate and ketogenic diet
treated animals, both myoclonic and generalized seizure PTZ thresholds were increased. Latencies to the
onset of status epilepticus were also increased in these treated animals. Therefore animals treated by
fenofibrate and ketogenic diet did not exert changes in both myoclonic and generalized seizure PTZ
threshold.

Polyunsaturated fatty acids exert anticonvulsive properties comparable to KD. Same results were
found after PPAR-alpha activation by fenofibrate. Anticonvulsive properties of polyunsaturated fatty acids
are not associated with change in brain phospholipids composition. Activation of PPAR-alpha can modulate
metabolic, inflammatory or oxidative stress pathways and polyunsaturated fatty acids are natural ligands of
PPAR-alpha. These pathways remain to explore so as to understand anticonvulsive efficacy of fenofibrate.
Further studies are needed in order to conclude if ketogenic diet protocols should be simplified via used of

polyunsaturated fatty acids and/or PPAR-alpha activation.
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|. Epilepsie, crises et syndromes épileptiques

Du grec epilépsia, du verbe epilambanein (saisir, attaquer par surprise).......

1) Définitions

L'épilepsie est une affection neurologique qui affecte environ 1 % de la population
(Picot et al., 2008). La maladie épileptique, ou épilepsie au sens large, se caractérise par la

répétition, chez un méme sujet, de crises épileptiques spontanées.

Les crises épileptiques sont I'expression de la décharge anormale et hypersynchrone
de tout ou une partie des neurones corticaux. Les crises épileptiques sont caractérisées par
des manifestations cliniques (motrices, sensorielles, sensitives, psychiques, végétatives) et
par des manifestations électro-encéphalographiques. Les manifestations cliniques différent
en fonction des régions cérébrales impliquées. Les crises d'épilepsie peuvent étre

généralisées, partielles ou secondairement généralisées.

2) Classification internationale des crises d’épile psie

Les crises épileptiques généralisées et partielles sont répertoriées selon une

classification internationale (Tableau 1) adoptée en 1981 (ILAE, 1981).

a) Crises généralisées

Les crises d'épilepsie sont généralisées quand la décharge épileptique affecte tous
les neurones corticaux. Le cortex cérébral est affecté de facon bilatérale, synchrone et
symétrique. Différents symptémes peuvent étre observés mais ils ne permettent pas d’établir

de lien anatomo-clinique.

b) Crises partielles

Les crises épileptiques sont partielles quand la décharge neuronale affecte un

nombre limité de neurones corticaux (zone épileptogéne). Cette décharge est focalisée et
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unilatérale. Les symptémes observés pendant la crise épileptique partielle sont étroitement

liés aux régions cérébrales recrutées par la décharge neuronale.
La décharge épileptique initialement focalisée peut se propager a d’autres régions
corticales, ou a I'ensemble des neurones corticaux. Dans ce dernier cas, la crise d’épilepsie

initialement partielle est secondairement généralisée.

Les crises épileptiques partielles sont dites simples quand il n’y a pas de rupture de la

conscience, et, elles sont dites complexes en cas d’altération de celle-ci.

c) Crises inclassables

Certaines crises épileptiques demeurent inclassables car elles ne répondent pas aux

criteres définis.

Tableau 1 : Classification des crises épileptiques (ILAE, 1981).

Crises
INCLASSABLES

Crises GENERALISEES Crises PARTIELLES

Absences typiques

Absences atypiques Partielles simples

Crises myocloniques

Crises cloniques Partielles complexes

Crises tonigues

Crises tonico-cloniques Partielles secondairement généralisées

Crises atoniques
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3) Classification internationale des syndromes épil eptiques

En 1989, une seconde classification a été publiée (ILAE, 1989). Dans cette seconde
classification, présentée dans le tableau 2, les syndromes épileptiques sont décrits plus
précisément. Le syndrome épileptique se caractérise par le « groupement d’'un certain
nombre de symptdomes et signes, apparaissant ensemble de maniére constante et non
fortuite » (ILAE, 1989). Cette classification repose sur les caractéres electro-cliniques des
crises, sur la nature de celles-ci (généralisée ou partielle), mais aussi sur d’autres facteurs
tels que I'&ge de survenue ou la cause, permettant de distinguer les épilepsies idiopathiques,
symptomatiques et cryptogéniques. Une telle classification permet d’améliorer la prise en

charge thérapeutique des patients et d’appréhender le pronostic.

a) Epilepsies et syndromes idiopathiqgues

Les crises surviennent indépendamment de toute l|ésion cérébrale structurale
décelable par imagerie ou analyses anatomiques. Ces perturbations semblent liées a
I'existence d'une prédisposition génétique, et elles se manifestent au cours de phases
précises de la maturation cérébrale. Ces syndromes apparaissent a un age spécifiqgue et
disparaissent spontanément apres quelques années. Les crises épileptiques ne se maodifient

pas et ne s'aggravent pas avec leur répétition.

b) Epilepsies et syndromes symptomatiques

Ces épilepsies résultent d'une Iésion structurelle diffuse ou focale, évolutive ou fixée
du systéme nerveux central. Cette Iésion cérébrale peut étre anténatale ou postnatale, et elle
est acquise ou développementale. La mise en évidence de ces anomalies structurelles peut
se faire par des examens neuroradiologiques mais aussi par des analyses
anatomopathologiques. La Iésion cérébrale participe a la réorganisation des réseaux
synaptiques, ce qui contribue a la genése des crises épileptiques. Ces syndromes
épileptiques apparaissent indépendamment de 'age. lls ne régressent pas spontanément, et

la répétition des crises épileptiques favorise I'aggravation.
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c) Epilepsies et syndromes cryptogénigues

Le terme cryptogénique signifie que la cause demeure cachée. Dans ces épilepsies,
la lésion est suspectée mais elle ne peut pas étre mise en évidence par les techniques
actuelles d’'imagerie.

Tableau 2 : Classification des syndromes épileptiques (ILAE, 1989).

Epilepsies et syndromes épileptiques focaux
Idiopathiques, liés a I'age
Epilepsie bénigne de I'enfance a paroxysmes rolandiques
Epilepsie bénigne de I'enfance a paroxysmes occipitaux
Symptomatiques
Syndrome de Kojewnikov ou épilepsie partielle continue
Epilepsies lobaires (temporal, frontal, pariétal, occipital)
Cryptogéniques

Epilepsies et syndromes épileptiques généralisés
Idiopathiques, liés & I'&ge avec par ordre chronologique
Convulsions néonatales familiales bénignes
Convulsions néonatales bénignes
Epilepsie-absence de I'enfance
Epilepsie-absence de I'adolescence
Epilepsie myoclonique juvénile
Epilepsie a crises Grand Mal du réveil
Epilepsies a crises précipitées par certaines modalités spécifiques
Cryptogéniques ou Symptomatiques
Spasmes infantiles (Syndrome de West)
Syndrome de Lennox-Gastaut
Epilepsie avec crises myoclono-astatiques (syndrome de Doose)
Epilepsie avec absences myocloniques
Symptomatigues
Sans étiologie spécifique
Encéphalopathie myoclonique précoce
Encéphalopathie infantile précoce avec suppression-bursts
Autres
Syndromes spécifiques (de nombreuses étiologies métaboliques ou
dégénératives peuvent entrer dans cette classe)

Epilepsie dont le caractére focal ou généralisé n’est pas déte rminé
Avec association de crises généralisées et partielles
Crises néonatales
Epilepsie myoclonique sévere
Epilepsie avec pointes ondes continues pendant le sommeil lent
Epilepsie avec aphasie acquise (syndrome de Landau-Kleffner)
Sans caracteres généralisés ou focaux certains

Syndromes spéciaux
Crises occasionnelles, liées a une situation épileptogéne transitoire
Convulsions fébriles
Crise uniguement précipitée par un facteur toxique ou métabolique
Crise isolée, état de mal épileptigue isolé
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ll. Traitements de I'épilepsie

Les syndromes épileptiques sont le plus souvent pris en charge par un traitement
médicamenteux qui module [Iexcitabilité cérébrale en agissant au niveau de la
neurotransmission (synthese, libération, recapture des neurotransmetteurs) sur des canaux
ioniques et/ou sur des récepteurs ionophores. Malheureusement, 20 a 30 % des épilepsies
ne répondent pas a ces agents (Picot et al., 2008;Sander, 1993). Ces épilepsies sont dites
pharmacorésistantes. Elles peuvent étre prises en charge par la chirurgie, la stimulation du
nerf vague ou encore par la mise en place d’'un régime cétogéne. Chacune de ces stratégies
pose le probleme de la limitation des indications, des effets indésirables et/ou des

contraintes dans la vie quotidienne (Wilong, 2007).

1) Médicaments antiépileptiques

En premiere intention les épilepsies sont prises en charge par des médicaments dits
antiépileptiques qui ne sont pas dénués d'effets secondaires. Cette prise en charge
thérapeutique a des limites car certains patients ne répondent pas aux molécules

actuellement disponibles.
a) Définition

Les antiépileptiques permettent un traitement symptomatique des crises d’épilepsie.
lIs n’ont pas de propriétés curatives. La mise en place d’un traitement antiépileptique a pour
but de diminuer la fréquence et/ou la sévérité des crises d’épilepsie. Un tel traitement
contribue a prévenir I'apparition des crises d’épilepsie et a maintenir une vie sociale proche
de la normale pour le patient. La mise en place d'un traitement antiépileptique n’est pas

dénuée de conséquences (effets secondaires, aggravation de I'épilepsie).

b) Mise en place d’un traitement médicamenteux

Le traitement de premiére intention est une monothérapie. Apres deux essais de
monothérapie sans succes, une bithérapie puis une polythérapie peuvent étre envisagées.
Le choix de la molécule utilisée repose sur le type de crises d’épilepsie développées par le

patient, le syndrome épileptique, la personnalité et I'état psychique du patient. Le
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médicament est introduit selon une posologie progressive. La continuité du traitement

antiépileptique est indispensable.

c) Modes d’action des antiépileptiques

Les antiépileptiques peuvent moduler la fonction des canaux ioniques et/ou des
récepteurs membranaires, mais ils peuvent également moduler la biodisponibilité des
principaux neurotransmetteurs excitateurs et inhibiteurs cérébraux (Landmark, 2007;Stefan
and Feuerstein, 2007). Les mécanismes d'action des antiépileptiques sont variés, une
molécule donnée peut agir de plusieurs fagons et certains mécanismes d’action sont encore
inconnus. Les principaux sites d’action des antiépileptiques sont repris dans le tableau 3 et

une illustration des sites d’'action est proposée dans la figure 1.

> Actions sur les canaux ioniques

Les antiépileptiques peuvent agir en inhibant ou en réduisant les flux ioniques des canaux
voltage-dépendant sodiques et calciques (de type T et activés par de hauts voltages). Cela
empéche la dépolarisation cellulaire via les mouvements ioniques et/ou la libération des
neurotransmetteurs. Ces mécanismes contribuent & diminuer I'excitabilité cellulaire et a

bloguer la transmission de l'influx nerveux.

> Actions sur les récepteurs membranaires post-synaptigues

Les antiépileptiques peuvent agir sur les récepteurs ionophores au GABA et au glutamate
situés dans la région post-synaptique. Les agonistes des récepteurs GABA, favorisent une
hyperpolarisation cellulaire locale via I'augmentation de la fréquence et/ou de la durée
d’ouverture des canaux aux ions chlores. Tandis que les antagonistes des récepteurs au
glutamate (NMDA et AMPA) empéchent la dépolarisation cellulaire locale en bloquant

I'ouverture des canaux associés a ces récepteurs (canaux calciques et/ou sodiques).
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Figure 1: Représentation schématique d'une région synaptique, avec la transmission
excitatrice de type glutamatergique (en bleue) et inhibitrice de type GABAergique (en jaune).
Sont représentées sur la figure une synapse libérant du glutamate (GLU) qui peut aller agir
sur les récepteurs canaux (Glu-R) de type AMPA et NMDA, et sur les récepteurs
métabotropiques (non représentés ici), ainsi qu'une synapse libérant de l'acide gamma-
aminobutyriqgue (GABA) pouvant agir sur le récepteur canal GABAA-R, et sur son récepteur

métabotropique (non représenté ici).

ASSA : acide succinyl-semi-aldehyde ; GAT : transporteur du GABA ; GAD : glutamate
décarboxylase ; GABA-T : GABA transaminase ; AMPA : amino-hydroxyl-methyl-isoaxole-
propionique ; NMDA : N-methyl-D-aspartate.
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> Actions sur la biodisponibilité des neurotransmetteurs

Les antiépileptiques contribuent aussi a moduler la biodisponibilité des neurotransmetteurs
tels que le GABA et le glutamate. lls peuvent ainsi favoriser I'inhibition portée par le systéme
GABA en bloquant la recapture du GABA, en bloquant la dégradation du GABA dans les
astrocytes et dans la région pré-synaptique, et en favorisant la synthése de GABA en
agissant sur I'enzyme glutamate décarboxylase (GAD). L'inhibition peut également étre
renforcée par une action inhibitrice sur le systéme excitateur avec par exemple une inhibition

de la libération du glutamate au niveau pré-synaptique.

d) Molécules disponibles

Il existe une grande variété de molécules ayant une action antiépileptique. Elles sont
commercialisées sous différentes formes : orales, injectables, a libération prolongée, en
suppositoire. Ces molécules, leurs dates de mise sur le marché, leurs utilisations ainsi que

leurs modes d’action sont repris dans le tableau 3.

Le phénobarbital, la phénytoine, la carbamazépine et le valproate sont des molécules
de premiere génération. De nouvelles molécules (felbamate, gabapentine, lamotrigine,
topiramate, tigabine, vigabatrin, ...) ont été développées plus récemment et elles sont mieux
tolérées par les patients. Elles respectent les fonctions cognitives et les interactions
médicamenteuses sont moins marquées par rapport aux antiépileptiques de premiére
génération. D’autres molécules ont montré leurs efficacités antiépileptigues dans des
conditions bien précises. Certaines encéphalopathies épileptogénes de I'enfant peuvent étre
prises en charge par des corticoides, il en est de méme pour les syndromes de West et de
Landau-Kleffner. Les immunoglobulines humaines peuvent étre utiles dans la prise en
charge de l'encéphalite de Rasmussen. L’acétazolamide (Diamox), un inhibiteur de
I'anhydrase carbonique est utilisé comme médicament d’appoint dans la prise en charge des
absences et comme adjuvant de la carbamazépine dans certaines épilepsies partielles

rebelles.
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Tableau 3 : Molécules antiépileptiques, utilisation et modes d’action. La liste des noms commerciaux n’est pas exhaustive. [DCI : dénomination
commune internationale ; VD : voltage-dépendant ; HV : haut voltage ; GAT : transporteur du GABA ; GAD : glutamate décarboxylase ; GABA-
T : GABA transaminase]. Tableau réalisé a partir des références suivantes (Bialer et al., 2002;Landmark, 2007;Stefan and Feuerstein, 2007).

Année de mise sur le

DCI Nom commercial marché en France Utilisation Cibles
Urbanyl 1972 épilepsies : partielles, généralisées
Benzodiazépines ~ Rivotril 1970 syndromes de Lennox-Gastaut, EME récepteurs GABAa
Valium, Mogadon 1964
- épilepsies : généralisées, partielles, +
Carbamazépine Tegretol 1964 pas d’effet sur les absences et les myoclonies canaux VD Na
Ethosuximide Zarontin 1962 Absences canaux VD Ca** de type T
canaux VD Na', canaux HV Ca*"
Felbamate Taloxa 1994 syndrome Lennox-Gastaut p .
Y récepteurs GABAA et NMDA
. . épilepsies : partielles +/- généralisation secondaire, 2+
Gabapentine Neurontin 1995 généralisées GAD, canaux HV Ca
" Di-Hydan, Dilantin 1941 épilepsies : généralisées, partielles, EME, +
Hydantoine Prodilantin 1941 pas d'effet sur les absences et les myoclonies canaux VD Na
£ . . .  nénarali . . 2+
Lévétiracétam Keppra 2002 eplle,pa_es,. partielles +/ generahsa.non secondaire, canaux HV Ca’ o
généralisées, absences et myoclonies inhibition de la libération de glutamate
épilepsies : partielles, généralisées canaux VD Na*, canaux HV Ca”*
Lamotrigine Lamictal 1996 p ’ ' ' S o ’
absences inhibition de la libération de glutamate
- . épilepsies généralisées, partielles, + 2+
Oxcarbazépine Trileptal 2000 pas deffet sur les absences et les myoclonies canaux VD Na’, canaux VD Ca
Phénobarbital Gardénal, Alepsal 1920 epﬂegses : pa,rtlelles, généralisées et EME récepteurs GAEAA et AMPA
pas d'efficacité sur absences et myoclonies canaux HV Ca
. . épilepsies : partielles +/- généralisation secondaire, 2+
Pregabaline Lyrica 2004 généralisées GAD, canaux HV Ca
Tigabine Gabitril 1997 ep|lep&_e§ : partielles +/- généralisation secondaire, GAT
généralisées
Topiramate Eoitomax 1998 épilepsies : partielles, généralisées, absences et myoclonies | canaux VD Na', canaux HV Ca*",
P P syndromes de West et de Lennox-Gastaut récepteurs AMPA et GABAA
Valproate Depakine 1967 large spectre sauf pour syndrome de West GAD, GABA_TL antagoniste du glutamate
canaux VD Na
) . . épilepsies : partielles, généralisées, :
Vigabatrin Sabril 1991 syndromes de West et de Lennox-Gastaut GABA-T
Zonisamide Zonegran 2002 épilepsies : partielles, généralisées, absences, myoclonies canaux VD Na*, canaux VD ca® de type T

syndromes de West et de Lennox-Gastaut
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e) Efficacité et effets indésirables

Un traitement antiépileptique peut étre jugé inefficace si des crises épileptiques
continuent de survenir malgré un traitement bien suivi. Dans le cadre des polythérapies, si
cela est possible, un dosage sérique des molécules utilisées est recommandé avant de
conclure a l'inefficacité du traitement. Si le taux plasmatique recommandé est associé a une
récurrence des crises, la posologie peut étre augmentée jusqu’'a obtenir une concentration
plasmatique a la limite de I'apparition des effets indésirables. Si dans ce nouveau contexte
l'inefficacité est toujours avérée alors, un changement d’'une ou de plusieurs molécules peut

étre envisagé.

Les traitements antiépileptiques peuvent conduire a I'apparition d’effets indésirables
chez les patients. Ces effets sont :

» neurosensoriels : somnolence, vertiges, ataxie, nystagmus, diplopie,

céphalées, dépression

» cognitifs : troubles de la mémoire et de I'apprentissage

» digestifs : nausées, vomissements, gastralgie, anorexie, prise de
poids, hyperplasie des gencives

» hématologiques : leucopénie, thrombopénie, anémie, agranulocytose

» dermatologigues : éruptions cutanés, pigmentations

» réaction d’hypersensibilité : éosinophilie, arthralgie, hépatite

Certains antiépileptiques sont des inducteurs enzymatiques (phénytoine,
carbamazépine, phénobarbital) tandis que d'autres sont des inhibiteurs enzymatiques
(valproate, felbamate). Il est donc nécessaire d’en tenir compte dans le cadre d'association
médicamenteuse. L'utilisation du felbamate et du vigabatrin nécessite un suivi étroit des
patients car des effets indésirables sévéres sont décrits lors de [I'utilisation de ces deux
molécules. Un traitement par du vigabatrin peut conduire a une atteinte rétinienne avec un
rétrécissement du champ visuel, tandis que le felbamate peut induire une aplasie médullaire,

des insuffisances hépatiques aigués et des accidents d’hypersensibilisation.

f) Arrét du traitement

Un traitement antiépileptique doit étre réévalué périodiqguement. Les diminutions de
traitements sont toujours progressives. Aprés deux ans sans crise épileptique, une diminution

puis un arrét du traitement peut étre envisagé. L'arrét d’'un traitement antiépileptique se fait
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progressivement. Les récidives surviennent le plus souvent dans la premiére année suivant
I'arrét du traitement. Les arréts de traitement sont facilités dans le cadre des épilepsies avec
un seul type de crise, des crises épileptiques généralisées et des épilepsies facilement

contrblées par la premiere monothérapie.

Chez les patients traités par une polythérapie, si I'épilepsie est bien contrblée, le
nombre de médicaments peut étre progressivement diminué en commengant par supprimer
les médicaments dont les effets positifs ont été les moins flagrants au cours de la prise en

charge thérapeutique.

Dans certains cas, l'arrét des traitements antiépileptiques est difficilement
envisageable. C'est le cas pour les épilepsies Iésionnelles, les épilepsies partielles d'équilibre

difficile ou encore pour les épilepsies myoclonigues juvéniles.

2) Traitement des épilepsies pharmacorésistantes

Dans le cadre des épilepsies pharmacorésistantes, des prises en charge
thérapeutiques non médicamenteuses sont possibles : traitement chirurgical, stimulation du
nerf vague, régime cétogene. Ces alternatives seront succinctement abordées dans cette

partie.

a) Traitement chirurgical

La prise en charge chirurgicale des épilepsies peut étre indiquée chez les patients
présentant des épilepsies pharmacorésistantes. Elle est souvent pratiquée chez les jeunes
patients, et dans certains cas une prise en charge chirurgicale précoce peut conduire a limiter
I'évolution spontanée et catastrophiqgue de certains syndromes épileptiques infantiles
(syndrome de Sturge-Webber, hémimégalencéphalie, encéphalite de Rasmussen). Mais cette
prise en charge est hautement spécifique, et pour étre éligibles, les patients doivent présenter
une zone épileptogene et/ou Iésionnelle bien définie, qui n'affecte pas les zones cérébrales
hautement fonctionnelles. Avant de décider de la possibilité de la prise en charge chirurgicale,
les patients sont évalués par imagerie et imagerie fonctionnelle, par enregistrements électro-
encéphalographiques ou stéréo-electro-encéphalographiques, ils sont également évalués sur

le plan psychologique et neuropsychologique.

30



La procédure chirurgicale peut étre palliative ou curative. La prise en charge palliative
ne conduit pas a une guérison, mais la vie du patient peut étre améliorée. Le but de cette
intervention est d’interrompre les voies de connexions entre les deux hémisphéres cérébraux
de facon a empécher la bilatéralisation des décharges. Il peut s’agir d’'une callostomie ou
d’'une hémisphérotomie. Cette procédure est particulierement indiquée dans le cadre des
épilepsies partielles et généralisées pharmacorésistantes qui provoquent des chutes brutales
et traumatisantes chez les patients. La prise en charge curative se fait par cortectomie. Cette
prise en charge se fait chez des patients présentant une épilepsie ne répondant pas au
traitement médicamenteux depuis au moins deux ans. L'ablation de la zone épileptogéne ne

doit pas provoquer d'importants déficits neurologiques ou neuropsychologiques.

Le traitement antiépileptique est maintenu au moins deux ans apres lintervention
chirurgicale. Si les crises épileptiques disparaissent alors, il est possible de diminuer
progressivement la médication. Un patient sera considéré comme guéri s'il ne présente pas de

crises épileptiques 5 ans aprés l'intervention.

b) Stimulation du nerf vague

La stimulation chronique intermittente du nerf vague consiste a stimuler électriquement
le nerf X gauche via une électrode implantée et connectée a un stimulateur qui est placé sous
la peau. L'indication dun tel traitement se fait dans le cadre des épilepsies
pharmacorésistantes dont la prise en charge chirurgicale s'est avérée impossible ou
inefficace. A ce jour, les mécanismes conduisant au contréle de la fréquence des crises

épileptiques sont inconnus.

c) Régime cétogéne

La prise en charge des épilepsies pharmacorésistantes peut se faire par le régime
cétogéne. Ce régime apporte une grande quantité de lipides pour de faibles quantités en
protéines et glucides. Les patients présentent une cétose urinaire et plasmatique apres
quelques jours, et les effets sur la fréquence des crises peuvent survenir de quelques jours
aprés linitiation du régime jusqu’a deux mois aprés (Kossoff et al., 2008a). Dans cette étude,
84 % des patients présentaient une diminution de la fréquence des crises épileptiques et chez
75 % des patients cette diminution apparaissait aprés 14 jours de traitement. Une présentation

plus compléte du régime cétogéne et de ses variants est réalisée dans la partie suivante.
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lll. Le régime cétogeéne

Le régime cétogéne est utilisé dans la prise en charge thérapeutique des épilepsies
pharmacorésistantes. Cependant les mécanismes d’action ne sont pas connus. Seules des
hypotheses d’action ont été évoquées par les différentes études menées en clinique mais

aussi chez le rongeur.

DONNEES CLINIQUES

1) Historique et présentation du régime cétogene

Dans cette partie nous présenterons brievement les origines historiques du régime
cétogene, ainsi que les changements du métabolisme énergétique associés a un tel régime

alimentaire.

a) Historigue du régime cétogéene

Aprés avoir observé une baisse du nombre de crises d'épilepsie chez les patients a
jeun, les praticiens de la clinique Mayo ont fait I'hnypothése gu'il existait une relation de cause a
effet. lls ont développé un régime riche en lipides, et pauvre en protides et glucides afin de
mimer les effets du jeline en induisant une cétose (Peterman, 1925;Wilder, 1921). En 1930,
Talbot développa un protocole de régime cétogéne proche de celui utilisé aujourd’hui : une
période de jeline suivie de la mise en place progressive d’un régime cétogéne de ratio 4/1
(lipides versus protides + glucides) en association avec une restriction hydrique (Talbot, 1930).
Ce régime a largement été utilisé jusqu’'en 1938, date a laquelle la phénytoine a été
découverte. A cette date, I'attention des médecins et des chercheurs s’est davantage orientée
vers le développement de nouveaux agents antiépileptiques médicamenteux. Le régime
cétogéne est revenu sur le devant de la scene aux USA grace au producteur Jim Abrahams et
son fils Charlie. Charlie atteint d’'une épilepsie pharmacorésistante a été traité avec succés par
le régime cétogene a I'hdpital Johns Hopkins de Baltimore. Son pere a créé la fondation
Charlie qui a promu le régime cétogéne a travers des ouvrages et un téléfilm pour la chaine

NBC. Outre cet aspect médiatique, le régime cétogene est redevenu un centre d’intérét depuis
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le début des années 1990 du fait des limitations thérapeutiques dans les épilepsies

pharmacorésistantes.

b) Le régime cétogene

Le régime cétogéne induit une cétose par son contenu riche en lipides et pauvre en
glucides et protides. |l apporte assez de protides pour assurer la croissance. Le métabolisme
énergétique est dérivé de la voie de I'oxydation des acides gras au niveau mitochondrial. Etant
donné les grandes quantités d’acides gras oxydés dans les mitochondries hépatiques, de
I'acétyl-CoA est largement libéré. L'efficacité du cycle de Krebs diminue (Hartman et al.,
2007). La production des corps cétoniques est alors induite (acétoacétate, acétone et béta
hydroxybutyrate). Les corps cétonigues peuvent étre utilisés comme source d’énergie par les
organes extra hépatiques. lls ont également la capacité de traverser la barriére hémato-
encéphalique permettant leur utilisation au niveau cérébral (Morris, 2005). Au niveau cérébral,
les corps cétoniques sont convertis en acétyl-CoA dans les mitochondries conduisant a la
production d’énergie sous forme d’'adénosine triphosphate (ATP) via le cycle de Krebs et la

chaine respiratoire mitochondriale (Figure 2).

2) Equivalents du régime cétogéne

Le régime cétogéne est un traitement contraignant. Au cours des derniéres décennies
les différentes équipes utilisant le régime cétogéene ont essayé de développer des formes

variantes permettant d'augmenter la compliance des patients.

a) Régime cétogene modifié

Il existe différentes formes de régimes cétogenes. Les ratios lipides versus
protéines + glucides peuvent varier. Les ratios 3/1 ou 4/1 sont les plus usités, mais des ratios
plus bas sont utilisés avec succés notamment en Asie (Kossoff and McGrogan, 2005). La
composition lipidique du régime cétogéne comprend plusieurs formes de triglycérides : a
longues chaines (LCT) ou a chaines moyennes (MCT). Le régime cétogéne peut étre
composé uniqguement de LCT ou de MCT, ou bien il peut associer les MCT et les LCT. Quelle
gue soit la nature des triglycérides administrés, I'efficacité du régime cétogéne reste la méme
(Edelstein and Chisholm, 1996;Schwartz et al., 1989;Vining et al., 1998). Toutefois, les MCT

induisent une cétose plus intense que les LCT (Huttenlocher et al., 1971;Schwartz et al.,
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1989;Trauner, 1985). Leur utilisation permet d’augmenter la teneur en glucides du régime

améliorant ainsi la compliance.

Figure 2 : Changement du métabolisme dans le cadre du régime cétogene. Augmentation de
la quantité de lipides (AG) plasmatiques et hépatiques puis augmentation de I'oxydation des
acides gras dans les mitochondries, ce qui conduit & un exces d'acétyl-CoA qui est dirigé vers
la synthese des corps cétoniques. Les corps cétoniques (acétoacétate et béta
hydroxybutyrate) sont alors transportés dans le sang jusqu’au cerveau, ou ils peuvent entrer
dans le cycle de Krebs aprés transformation en acétyl-CoA. Les intermédiaires produits par le
cycle de Krebs peuvent alors intervenir dans la production d’énergie sous forme d’adénosine

triphosphate (ATP) via les complexes de la chaine respiratoire mitochondriale.

AG ey Oxydation des acides gras
1 acétone
acétyl-CoAm——— __, acétoacétate
' B-hydroxybutyrate
oxal oacétate
cycle de FOIE
K.rebs
pyruvate
glucose
AS -
¥
acetoacétate ”
v \
glucose—p pyr‘uvate\ B-hydroxybutyrate CERVEAL
acetyl-CoA
¥
oxaloacétate glutamate o
cycle de »0-cétog|utarate CABA
ENErFic ——
. Krebs glutarmine
N.PORTA
—

34



b) Formulation liquide

Les formules complétes sous forme de poudres a reconstituer avec de I'eau,
aromatisées ou non, sont essentiellement prescrites chez les enfants en bas ages et peuvent
étre également administrées par gastrotomie sans modifier I'efficacité du régime (Hosain et al.,
2005;Kang et al., 2005;Kang et al., 2006). Ces formules peuvent également étre administrées
en complément d'un régime solide. Ces formulations liquides ont un aspect pratique que ce
soit pour la prescription ou pour la mise en place et le maintien par les familles (Kossoff et al.,
2004a). Les familles y trouvent plusieurs avantages : ces formules ont un goQt proche des
formules lactées utilisées habituellement chez les enfants, elles n'ont pas a préparer les
multiples repas et encas du régime cétogéne classique, elles n'ont pas a peser les aliments.
Enfin ces formules liquides peuvent étre administrées chez des patients en soins intensifs
(Bodenant et al., 2008).

c) Régime maodifié d’Atkins

Y ~

Le régime modifié d’Atkins consiste a apporter lipides et protéines a volonté sans
restriction calorique alors que la quantité journaliére de glucides est limitée. Il est recommandé
de débuter le régime avec un apport journalier en glucides de 10 g/jour les trois premiers mois
et d’augmenter a 15 g/jour ou 20 g/jour si la restriction est mal tolérée (Kossoff et al., 2007). Si
'augmentation de la quantité journaliére de glucides est responsable d’'une augmentation de la
fréquence des crises épileptiques, un retour a 10 g/jour est recommandé. Le régime modifié
d’Atkins introduit sans jeQine préalable induit une cétose aprés environ quatre jours de régime
(Kang et al., 2007a;Kossoff et al., 2006). Certains patients présentent une réduction de la
fréquence des crises sans pour autant maintenir une cétose élevée. Ce régime présente

I'avantage d’étre plus permissif que le régime cétogéne améliorant ainsi la compliance.

3) Efficacité du régime cétogéne et du régime modi  fié d’Atkins

Le régime cétogéne est un traitement efficace dans la prise en charge des épilepsies
pharmacorésistantes. Plusieurs études cliniques rapportaient I'efficacité du régime cétogéne
ou d'un de ses variants, le régime modifié d’Atkins. Plusieurs études s’intéressaient également

a évaluer l'efficacité du régime cétogene selon les syndromes épileptiques.
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a) Etudes prouvant 'efficacité du régime cétogene

L'efficacité du régime cétogéne est essentiellement évaluée par sa capacité a
diminuer la fréquence des crises d’'épilepsie, mais il contribue également a améliorer le
comportement et l'état cognitif de certains patients. Plusieurs études décrivent une
amélioration de l'attention, de la concentration, de la socialisation et des progrés scolaires
chez les enfants épileptigues sous régime cétogéne (Kinsman et al., 1992;Mak et al.,
1999;Nordli, Jr. et al., 2001;Pulsifer et al., 2001). L’amélioration comportementale et cognitive
observée peut étre liée a la diminution de la fréquence des crises d'épilepsie, a la diminution
de la médication ou encore a un effet non spécifique du régime cétogéne. Il a également été
suggéré qu’il pouvait améliorer la qualité du sommeil chez les enfants atteints d’épilepsie
(Hallbook et al., 2007b). Concernant [l'efficacité antiépileptique, il existe trois études
multicentriques (Coppola et al.,, 2002;Kang et al., 2005;Vining et al., 1998), une étude
randomisée (Neal et al., 2008) et une étude randomisée en double aveugle (Freeman et al.,
2008). Dans I'étude randomisée menée chez 103 patients 4gés de 2 a 16 ans, une réduction
de 90 % de la fréquence des crises épileptiques était observée apres trois mois de traitement
chez 7 % des patients sous régime cétogene versus 0% dans le groupe contrble. Une
réduction de 50 % de la fréquence des crises épileptiques était observée chez 38 % des
patients sous régime cétogéne versus 6 % dans le groupe contrble (Neal et al., 2008). Dans
I'étude randomisée en double aveugle, 20 patients ayant un syndrome de Lennox Gastaut
étaient inclus. Une meilleure efficacité antiépileptique était rapportée quand le régime
cétogéne était introduit sans glucose. Chez 9/20 patients, le régime cétogéne était introduit en
association avec de la saccharine. Aprés six jours de traitement 6/9 patients présentaient une
réduction de la fréquence des crises épileptiques > 50 %. Tandis que chez les 11/20 patients
qui recevaient 60 g de glucose par jour a la place de la saccharine, 11/11 patients ne
présentaient pas d’amélioration (< 50 %). Pendant les six jours suivants les patients
changeaient de groupe. A la fin des douze jours, 65 % des patients présentaient une
amélioration des crises > 50 %. Suite a ces douze jours les patients recevaient un régime
cétogene sans glucose. Aprés six mois de régime cétogene, 80 % des patients présentaient
une amélioration > 50 % et ce chiffre était de 65 % apres douze mois (Freeman et al., 2008).
L'étude multicentrique américaine a été menée chez 51 patients agés de 1 a 8 ans (Vining et
al., 1998). Cette étude montrait une diminution > 50 % de la fréquence des crises d'épilepsie
chez 54 %, 55 % et 40 % des patients apres trois, six et douze mois de régime. L'étude
multicentrique italienne réalisée chez 56 patients agés de 1 a 23 ans montrait une réduction
de 50 % de la fréquence des crises d'épilepsie chez 38 %, 27 % et 9 % des patients a trois,

six et douze mois de régime (Coppola et al., 2002). Une étude multicentrique coréenne menée
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chez 199 patients montrait également une efficacité du régime cétogéne avec une diminution
de la fréquence des crises d'épilepsie > 50 % chez 58 % et 41 % des patients apres six et

douze mois de régime (Kang et al., 2005).

Deux études ont cherché a évaluer si I'efficacité du régime cétogéne était maintenue
dans le temps. La premiére étude a été menée chez 150 enfants (1 a 16 ans), aprés douze
mois de régime : 55 % des patients étaient toujours sous régime cétogeéne, 27 % étaient libres
de crise, 23 % avaient une baisse de la fréquence des crises > 50 % et 5 % présentaient une
réduction de la fréquence des crises < 50 % (Freeman et al.,, 1998). La deuxiéme étude
correspondait a I'envoi d'un questionnaire a 150 familles pour évaluer la fréquence des crises
d’épilepsie et le nombre d’antiépileptiques prescrits. Trois a six ans aprés le début du régime,
20/150 patients n'avaient plus de crise, 21/150 avaient une diminution de la fréquence des
crises > 90 %, 29/150 n'avaient plus de traitement antiépileptigue et 28/150 étaient sous

monothérapie antiépileptique (Hemingway et al., 2001).

b) Efficacité chez I'adolescent et 'adulte

Il a été initialement suggéré que le régime cétogene ne fonctionnait que chez I'enfant.
L'efficacité du régime cétogene a été plus spécifiguement évaluée chez les adolescents dans
une étude rétrospective menée chez 45 patients 4gés de 12 a 19 ans. Aprés six mois de
régime, 28/45 patients étaient encore sous régime cétogéne tandis qu'a douze mois ce chiffre
passait a 20/45. 29 % des patients présentaient une diminution de la fréquence des crises
> 90 % a six mois, ce chiffre passait a 30 % a douze mois. Une réduction de la fréquence des
crises comprise entre 50 % et 90 % était observée chez 21 % des patients a six mois et 35 %

a douze mois (Mady et al., 2003).

Le régime cétogéne semble également efficace chez l'adulte. Aprés huit mois de
régime, I'efficacité chez 11 adultes (19 a 45 ans) était : trois patients avec une réduction de la
fréquence des crises d’'épilepsie > 90 %, trois patients avec une réduction de la fréquence
comprise entre 50 et 90 % tandis qu’un patient avait une réduction < 50 %. Quatre patients
avaient arrété le régime (Sirven et al., 1999). Des données existent pour les adultes avec le
régime modifié d’Atkins. Trente adultes agés de 18 a 53 ans suivaient un régime contenant
15 g de glucides sans restriction calorique. Aprés un et trois mois de régime, 47 % des
patients présentaient une réduction de la fréquence des crises d'épilepsie > 50 %. A six mais,
ce chiffre était de 33 % (Kossoff et al., 2008b). Dans une autre étude menée chez 8 patients
recevant un régime modifié d’Atkins avec 20 g de glucides par jour, aprés six mois 3/8 patients

suivaient encore le régime : 1/3 avait une réduction de la fréquence des crises d'épilepsie
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> 50 %, 2/3 avait une réduction de la fréquence des crises d’épilepsies < 50 % (Carrette et al.,
2008). L'amélioration de la fréquence des crises survenait en moyenne aprés deux semaines

de régime, et 10 sujets ont arrété le régime avant trois mois.

Les données chez les patients adultes suggérent que l'efficacité du régime cétogene

ou équivalent est identique quel que soit I'age alors que la tolérance semble plus difficile.

c) Efficacité du régime modifié d’Atkins

L'efficacité du régime modifié d’Atkins est comparable a celle observée avec le régime
cétogéne (Kang et al., 2007a;Kossoff et al., 2003;Kossoff et al., 2006;Kossoff et al., 2008b).
Dans une premiére étude pilote menée chez 6 patients agés de 7 a 52 ans, deux patients
agés de 7 et 10 ans étaient libres de crise grace au régime modifié d’Atkins, un patient agé de
18 ans présentait une diminution de 90 % de la fréquence des crises d’'épilepsie, un patient
agé de 12 ans présentait une réduction de 20 % de la fréquence des crises d'épilepsie tandis
que deux patients dgées de 42 et 52 ans ne répondaient pas au régime (Kossoff et al., 2003).
Dans une étude prospective menée chez 20 patients, agés de 3 a 18 ans, 14/20 patients
complétaient I'étude a six mois. Les patients recevaient un régime modifié d’Atkins avec un
apport journalier en glucides de 10 grammes : 65 % des patients présentaient une réduction
de la fréquence des crises d’épilepsie > 50 %, et 35 % des patients avaient une réduction de
la fréquence des crises d’épilepsie > 90 % (Kossoff et al., 2006). Dans une autre étude
prospective, 14 patients agés de 2 a 14 ans, recevaient un régime modifié d’Atkins avec un
apport journalier en glucides de 10 grammes. A six mois, 7 patients étaient encore sous
régime : 36 % avaient une diminution de la fréquence des crises d’épilepsie > 50 % et 21 %

des patients étaient libres de crise (Kang et al., 2007a).

Deux études ont également été réalisées chez le patient adulte. Ce régime se révélait
efficace dans la prise en charge des épilepsies pharmacorésistantes chez I'adulte, avec une
réduction de la fréquence des crises d’'épilepsie > 50 % chez 47 % des patients a un et
trois mois de régime et chez 33 % des patients a six mois (Kossoff et al., 2008b). Tandis que
dans la seconde étude, aprés six mois de régime, 3/8 patients étaient encore sous régime
dont 1/3 présentait une réduction de la fréquence des crises > 50 % et 2/3 présentaient une

réduction de la fréquence des crises épileptiques < 50 % (Carrette et al., 2008).
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d) Délai d’'efficacité et efficacité a long terme

Récemment, le temps médian de mise en place de l'efficacité du régime cétogéne a
été étudié chez 118 enfants. Une baisse de la fréquence des crises d’épilepsie était observée
aprés cing jours de régime tandis que 75 % des enfants présentaient une amélioration en 14
jours. Pour les auteurs, I'absence d’amélioration dans les deux premiers mois de régime rend

inutile la poursuite de celui-ci (Kossoff et al., 2008a).

e) Marqueurs d’efficacité

Aucun marqueur prédictif de I'efficacité du régime cétogéne n'a été mis en évidence a
ce jour, bien que plusieurs pistes aient été explorées. L’efficacité du régime cétogene n’est
pas corrélée aux taux de cétones dans le sang ou dans les urines (Kang et al., 2007a;Kossoff
et al.,, 2006;Kossoff et al., 2008b), ni a la quantité d'acétone expirée (Musa-Veloso et al.,
2006), ni méme aux modifications des tracés électro-encéphalographiques (Hallbook et al.,
2007a;Remabhl et al., 2008).

Les données sur le taux sérique des acides gras poly-insaturés comme marqueur
d’efficacité sont contradictoires (Dahlin et al., 2007;Fraser et al., 2003). D'un cbété, il a été
suggéré gu'il existait une corrélation entre 'augmentation sérique de I'acide arachidonique et
la diminution de la fréquence des crises d'épilepsie (Fraser et al., 2003). D’'un autre coté,
aucune corrélation entre les taux d'acides gras poly-insaturés plasmatiques et la fréquence
des crises d’'épilepsie n’était retrouvée (Dahlin et al., 2007). Ces variations sériques en acides
gras poly-insaturés semblent davantage liées a la composition lipidique des régimes

cétogenes.

f) Efficacité par syndrome épileptique

A c6té des études d'efficacité rassemblant tous types d’épilepsie, I'efficacité du régime
cétogéne a été étudiée dans des syndromes épileptiques définis et dans des maladies
métaboliques ou génétiques associées a une épilepsie. Les résultats de ces études sont

rapportés dans le tableau 4.
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métaboliques ou génétiques associées a une épilepsie.

Tableau 4 : Efficacité du régime cétogene par syndromes épileptiques et par maladies

Syndrome

Nombre de

épileptique patients Tolérance Efficacité Références
20 patients (2 a | , . 2/20 libres de crise (Caraballo et
Epilepsie 4 ans) &12mois : 1320 | 1150 amelioration >50 % |  al., 2005)
myoclonique sévere 16 patients 1/16 libre de crise (Kang et al
(Syndrome de Dravet) 5’199 a 12 mois : 11/16 | 9/16 amélioration > 50 % 2305) .

1/16 amélioration < 50 %

Epilepsie myoclono-
astatique
(Syndrome de Doose)

11 patients (4 a
9 ans)

a 18 mois : 6/11

2/11 libres de crise
4/11 amélioration > 50 %

(Caraballo et
al., 2006)

23 patients (5

a 6 mois : 18/23

3/23 libres de crise
10/23 amélioration > 50 %
5/23 amélioration < 50 %

(Kossoff et al.,

mois a 2 ans) a 12 mois : 13/23 | 3/23 libres de crise 2002b)
_ _ 10/23 amélioration > 50 %
Spasmes infantiles a 3 mois : 35/43 | 30/43 amélioration > 50 %
43 enfants d 143 libres de ori |
(6 mois 4 3.5 . _ ont 15 4:,3 _| re_s e crise (Eun et al.,
ans) ’ a 6 mois : 25/43 23/43 amélioration > 50 % 2006)
dont 17/43 libres de crise
39 patients N . 13/39 libres de crises (Kang et al.,
1199 a12mois : 14/39 | /a9 3 mélioration > 50 % 2005)
. R . . . Kang et al.,
Syndrome de Landau- 4 patients/199 | a 12 mois : 2/4 2/4 libres de crise ( 2805)
Kleffner 3 patients . - diminution fréquence des (Bergqyist et
(9 414 ans) a 12 mois - 3/3 crises al., 1999)
Syndrome de Lennox . N . 22/75 Iibrgs de. crise (Kang et al
75 patients/199 | a 12 mois : 33/75 | 8/75 amélioration > 50 % v
Gastaut 2005)

3/75 amélioration < 50 %

12 patients (8

a 6 mois : 11/12

3/12 libres de crise

(Kossoff et al.,

Sclérose tubéreuse | mois a 18 ans) 8/12 amélioration > 50 % 2005)
de Bourneville 3 patients . - . . (Coppola et
(3.5 ans) a2 mois: 3/3 2/3 libres de crise al., 2006)
e 5 patients (11 f s e (Klepper et al.,
Déficit en GluT1 mois a 15 ans) pas précisé Amélioration 2004)
6/14 libres de crise
Déficit en complexes 14 patients a 6 mois : 12/14 4/14 amélioration > 50 %
de la chaine © mpois 311 2/14 amélioration < 50 % (Kang et al.,
respiratoire ans) a 12 mois: 9/14 6/14 libres de crise 2007b)
mitochondriale 2/14 amélioration > 50 %
1/14 amélioration < 50 %
. 1/7 libre de crise
(57 gei%e;];ss) a 3 mois : 5/7 3/7 amélioration > 50 % (HanSS%t) al,
Syndrome de Rett 1/7 amélioration < 50 %
1 patient P o (Liebhaber et
(8 ans) 4 ans amélioration > 70 % al., 2003)
5 patients 3/5 aggravations des
Syndrome de Lafora (éges non a 16 mois : 5/5 myoclonies (Cardinali et
récisés) ’ 2/5 nouvelles crises al., 2006)
P épileptiques
. . . efficace pendant 3 mois .
Pancéphalite 1 patient 3 mois * 1/1 puis réagparition des (Bautista,
subaigué sclérosante (9 ans) ' 2003)

myoclonies réfractaires




Parmi ces maladies, le déficit en transporteur du glucose GLUT1 (maladie de De Vivo)
est un cas particulier. Dans ce cas, le régime cétogéne n'est pas utilisé comme traitement
antiépileptique mais comme traitement curatif. Les patients atteints n’ont pas la capacité
d'utiliser le glucose comme substrat. L'utilisation du régime cétogene permet de fournir des

substrats énergétiques utilisables (Pascual et al., 2004).

La prise en charge de certains syndromes épileptiques est bien documentée, et le
nombre de patients inclus permet d’évaluer I'efficacité du régime cétogéne. Les syndromes
épileptiques les mieux documentés sont le syndrome de Dravet (épilepsie myoclonique sévére
du nourrisson) et les spasmes infantiles. Dans le cadre de ces syndromes épileptiques, une
diminution de la fréquence des crises d'épilepsie > 50 % est retrouvée chez plus de 50 % des
patients encore sous régime au moment de I'évaluation (généralement a douze mois). Des
résultats similaires sont retrouvés pour le syndrome de Lennox Gastaut et le syndrome de
Doose (épilepsie myoclono-astatique), mais les résultats proviennent d’études unigques

incluant respectivement 75 et 11 patients.

D’autres maladies ont été étudiées. Mais il y a peu d’études et le nombre de patients
inclus est généralement inférieur a 10. Seule la prise en charge de la sclérose tubéreuse de
Bourneville par le régime cétogéne est un peu plus documentée, avec une amélioration qui
survient chez plus de la moitié des patients. Des données suggérent une efficacité du régime
cétogene dans les maladies mitochondriales ou encore le syndrome de Rett. Une étude sur la

maladie de Lafora suggere que le régime cétogéne n'est pas efficace.

4) Tolérance et effets secondaires

a) Tolérance et mesures pour améliorer la tolérance

Le régime cétogéne est contraignant et rigoureux. Cela est illustré par la baisse de
I'observance avec le temps dans I'ensemble des études cliniques. Ainsi, I'arrét du régime pour
des raisons non médicales (raisons sociales, refus du régime) était aussi fréquent que l'arrét
pour des raisons médicales [complications ou inefficacité du régime] (Lightstone et al., 2001).
De facon non surprenante, les patients avec une efficacité < 50 % sont plus enclins a arréter le
régime (Eun et al., 2006;Freeman et al., 1998;Vining et al., 1998).
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Une adaptation du régime cétogene permet parfois d’améliorer la tolérance.
L'utilisation d’'un ratio de 3/1 est le plus souvent mieux tolérée sur le plan digestif que la
version 4/1. Certains auteurs ont suggéré qu’un ratio de 3/1 pourrait étre mis en place dés
gu’'une efficacité est obtenue avec la version 4/1 (Seo et al.,, 2007). De méme, le type de
triglycérides influence la tolérance. Les régimes cétogenes riches en MCT ne sont pas bien
tolérés, ils induisent plus facilement des douleurs abdominales, des ballonnements et des
diarrhées, tandis qu'a l'inverse les régimes riches en LCT induisent plus souvent une
constipation. Le régime cétogéne peut également étre remplacé par le régime modifié
d’'Atkins, qui apporte 10 & 20 grammes de glucides par jour et qui a une efficacité comparable

au régime cétogeéne.

b) Effets secondaires

Le régime cétogéne peut étre responsable d’effets secondaires. La gravité de ces
effets secondaires est variable (Kang et al., 2004). Parmi ces troubles sont retrouvés les
intolérances digestives (Jung et al., 2008), la formation de calculs rénaux (Kielb et al.,
2000;Sampath et al., 2007), des retards staturo-pondéraux (Peterson et al., 2005;Vining et al.,
2002), une dérégulation des cycles menstruels (Mady et al., 2003;Sirven et al., 1999), une
hyperlipémie (Kwiterovich, Jr. et al., 2003), et plus rarement des cas de pancréatites (Kang et
al., 2005;Stewart et al., 2001). La prise en charge des effets secondaires peut aider a
améliorer la compliance. C'est le cas pour la prise en charge des troubles gastro-intestinaux

[nausées, vomissements, constipation, diarrhées, douleurs abdominales] (Jung et al., 2008).

Des carences en vitamine D, en sélénium et en carnitine ont été rapportées (Bergqvist
et al., 2003;Bergqvist et al., 2007;Berry-Kravis et al., 2001). Il est donc important d’assurer un
suivi étroit des patients sous régime. Quelques cas de myopathies cardiaques avec ou sans
déficit en sélénium ont été décrits sous régime cétogéne (Bergqvist et al., 2003;Best et al.,
2000).

Il est & noter que les effets a long terme au niveau hépatique et musculaire ainsi que

I'influence sur le développement athéromateux et de l'ostéoporose n'ont pas encore été

évalués chez les patients ayant été traités précocement par le régime cétogene.
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c) Interactions médicamenteuses et anesthésie générale

Les études menées sur l'association du régime cétogene avec des inhibiteurs de
'anhydrase carbonique (topiramate, zonisamide...) ne montraient pas de lien entre cette
association et I'apparition de calculs rénaux (Kossoff et al., 2002a;Sampath et al., 2007). Une
diminution inférieure & 20 % de la concentration en bicarbonate était relevée chez 9/14
patients recevant du topiramate pendant le régime cétogéne (Takeoka et al., 2002).
L'association des inhibiteurs de I'anhydrase carbonique et du régime cétogéne nécessite un
suivi rapproché. En cas de formation de calculs rénaux chez ces patients, il est préférable

d’arréter I'inhibiteur de I'anhydrase carbonique.

Un cas clinique suggére une précaution d’emploi du propofol, un agent anesthésique.
Un patient traité par régime cétogéne est décédé en réanimation suite a I'administration de
propofol (Baumeister et al., 2004). Outre ce cas clinique dramatique, 9 patients qui ont eu une
anesthésie générale alors qu’ils recevaient un régime cétogéne ont été rapportés. Sur les 24
procédures chirurgicales (durée de 20 minutes a 11h30) du propofol a été administré dans
trois procédures sans que d’effets indésirables majeurs ne soient rapportés (Valencia et al.,
2002). En ce qui concerne la réalisation d'une anesthésie générale chez les patients recevant
le régime cétogene, il ne semble pas y avoir de contre indication formelle. Un suivi étroit doit

étre réalisé pendant l'intervention.

5) Jelne initial

Plusieurs études rapportent que la mise en place du régime cétogéne peut avoir lieu
sans jeline préalable. Dans ces études, I'absence de jelne facilite la mise en place du régime
cétogéne et ne modifie pas son efficacité antiépileptique a long terme (Bergqvist et al.,
2005;Eun et al., 2006;Kim et al., 2004;Kossoff et al., 2007;Wirrell et al., 2002). Dans une étude
randomisée menée chez 48 patients agés de 1 a 14 ans, deux groupes étaient constitués :
avec ou sans jelne lors de I'introduction du régime cétogene. Trois mois apres la mise en
place du régime, l'efficacité du régime cétogene était la méme dans les deux groupes
(Bergquist et al., 2005). Dans une étude rétrospective, 41 enfants présentant une épilepsie
pharmacorésistante recevaient le régime cétogéne sans jelne préalable. Ces 41 enfants
étaient comparés a 83 sujets traités antérieurement par régime avec un jedne initial. A trois
mois, les pourcentages de patients libres de crise d’épilepsie étaient similaires : 34,1 % sans

jelne versus 34,9 % avec jelne (Kim et al., 2004). L'absence de jelne facilite la compliance et
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la tolérance lors de linstauration du régime cétogéne en évitant la survenue d’épisodes

d’hypoglycémie.

6) Modifications des antiépileptiques

Le régime cétogéne ne modifie pas les taux plasmatiques du valproate, du topiramate,
de la lamotrigine, du phénobarbital et du clonazepam (Dahlin et al., 2006). Il ne semble donc

pas nécessaire de modifier la posologie des antiépileptiques comme cela a pu étre suggére.

L’efficacité antiépileptique du régime cétogéne permet de diminuer le nombre
d’antiépileptiques prescrits. Le moment idéal pour réaliser cette diminution n’est pas établi par
les données actuelles. Le moment de la baisse des antiépileptiques ne semble pas avoir
d’incidence sur l'efficacité du régime cétogéne. Il n’y avait pas de différence d’efficacité du
régime entre les patients ayant eu une diminution précoce des antiépileptiques (au cours du

premier mois) par rapport aux patients ayant eu une diminution tardive (Kossoff et al., 2004b).

7) Régime cétogene : quelles questions, quelles étu  des cliniques

Les données les plus récentes suggérent une mise en place du régime cétogéne plus
précocement. Une étude mettait en évidence une action anticonvulsivante identique du régime
cétogene gu’il soit mis en place aprés plusieurs essais d'antiépileptiques, ou chez des patients
ayant eu un nombre d’antiépileptiques inférieur ou égal a un (Rubenstein et al., 2005). Dans le
cadre de la prise en charge des spasmes infantiles, le régime cétogéne pourrait étre efficace
précocement. Dans une étude, le ratio bénéfice risque dans ce syndrome était meilleur pour le
régime cétogene que pour les antiépileptiques (Kossoff et al.,, 2002b) [Cette étude a été
réalisée aux Etats-Unis ou le vigabatrin n’est pas encore autorisé]. L'efficacité antiépileptique
du régime cétogéne est associée a des effets secondaires limités ce qui devrait conduire a ne
plus considérer le régime cétogene comme un « traitement de derniére chance ». Cette

stratégie thérapeutique mériterait d’étre explorée pour une utilisation plus précoce.
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DONNEES EXPERIMENTALES

L'efficacité du régime cétogene a été évaluée chez le rongeur. Ces évaluations ont été
réalisées a l'aide de plusieurs modéles et les résultats dépendent de nombreux facteurs.

L'ensemble de ces résultats est présenté dans la partie suivante.

1) Efficacité du régime cétogéne chez le rat

Plusieurs études ont évalué les propriétés anticonvulsivantes du régime cétogene chez
le rat. Les propriétés anticonvulsivantes du régime cétogéne ont été évaluées par la
détermination de seuils d’apparition de crises épileptiques et/ou dans des modéles de crises
épileptiques induites chimiquement ou électriquement. Tous les résultats par efficacité sont

repris dans le tableau de synthése (Tableau 5).

a) Modeéles expérimentaux : modeles au PTZ

Plusieurs études évaluaient les propriétés anticonvulsivantes du régime cétogéne en
utilisant le modéle de seuil au pentylénetétrazole (PTZ, antagoniste GABA) ou un modéle
d’injection unique. L'évaluation des propriétés anticonvulsivantes se faisait par une perfusion
continue de PTZ par voie veineuse jusqu'a l'apparition de la premiéere clonie bilatérale des
pattes avant (Bough et al., 1999a;Bough et al., 1999b;Bough et al., 2000a;Bough et al.,
2000b;Bough and Eagles, 1999;Eagles et al., 2003;Raffo et al., 2008;Thavendiranathan et al.,
2003;Thavendiranathan et al., 2000) ou par une injection unique de PTZ (s.c., 50-70 ou
85 mg/kg) suivie d’'une observation des modifications comportementales des animaux pendant
30 minutes (Likhodii et al., 2000;Thavendiranathan et al., 2000;Thavendiranathan et al., 2003).

Un traitement par le régime cétogéne allant de 20 jours a 10 semaines induisait une
augmentation des seuils au PTZ dans un modéle de perfusion intraveineuse (i.v.) continue
(Bough et al., 1999a;Bough et al., 1999b;Bough et al., 2000a;Bough et al., 2000b;Bough and
Eagles, 1999;Eagles et al., 2003;Raffo et al., 2008;Thavendiranathan et al., 2003). La sévérité
des crises épileptiques développées par les animaux suite a la perfusion de PTZ n’était pas
modifiée (Bough and Eagles, 1999;Raffo et al., 2008). L’augmentation des seuils au PTZ était
retrouvée quel que soit 'age des animaux a lintroduction du régime cétogéne. Mais cette
efficacité était plus prononcée lorsque le régime cétogene était introduit chez des rats ayant

moins de 37 jours de vie (Bough et al., 1999b). L'efficacité du régime cétogéne dépendait
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également des ratios utilisés. Une augmentation des seuils au PTZ était retrouvée lors de
traitement par des régimes de ratios 4/1 et 5/1 mais cette augmentation était plus conséquente
avec des régimes de ratios supérieurs a 6/1 (Bough et al., 2000b). En contradiction avec ces
résultats, une autre étude rapportait I'inefficacité d’'un régime de ratio 4/1 introduit chez de
jeunes rats (60 g) et des adultes (300 g) (Nylen et al., 2005). L’efficacité anticonvulsivante du
régime cétogene semblait également modulée par les apports caloriques. Les versions
hypocaloriques étaient décrites comme plus efficace que les versions normocaloriques (Bough
et al., 1999b;Bough et al., 2000a;Bough and Eagles, 1999;Raffo et al., 2008). Ces derniéres
versions présentaient une efficacité anticonvulsivante inférieure aux versions hypocaloriques
(Bough et al., 2000a) ou inexistante (Raffo et al., 2008). Il était également rapporté une
efficacité anticonvulsivante d'une restriction alimentaire a 50 ou 65 % des besoins journaliers
(Eagles et al., 2003). Cette efficacité était comparable a celle obtenue avec un régime

cétogéne hypocalorique limité a 90 % des besoins alimentaires journaliers.

Les modéles faisant appel a une injection unique de PTZ (50-70 ou 85 mg/kg, s.c.)
évaluaient les effets du régime cétogéne sur le délai d’apparition des crises épileptiques, la
sévérité des crises et/ou leurs durées (Likhodii et al.,, 2000;Thavendiranathan et al.,
2000;Thavendiranathan et al.,, 2003). Un traitement de 48 jours par différents régimes
cétogenes (beurre, MCT, huile de lin, mélange des trois) mis en place chez de jeunes rats
(20 jours) protégeait 18 a 50 % de ces rats de la survenue des crises épileptiques induites par
le PTZ [50 mg/kg, s.c.] (Likhodii et al., 2000). La latence d’apparition n’était pas modifiée, mais
la sévérité des crises épileptiques était diminuée chez les rats traités par le régime cétogéne.
Dans une autre étude, de jeunes rats (21 jours) recevant le régime cétogene pendant 21 jours
présentaient une augmentation de la latence pour les apparitions de la premiere clonie des
quatre membres, et pour la crise épileptigue maximale induite par une injection de PTZ
[85 mg/kg, s.c.] (Thavendiranathan et al., 2003). Les animaux traités par le régime cétogene
présentaient également une diminution de la mortalité. Les propriétés anticonvulsivantes du
régime cétogéne n’étaient pas retrouvées dans le modele utilisant une injection s.c. de
70 mg/kg de PTZ. Un traitement de 10 jours chez des jeunes rats (20 jours) par une version
du régime cétogéne riche en MCT se révélait inefficace. Les délais d’apparitions du premier
sursaut myoclonique et de la premiére clonie des quatre membres n’étaient pas modifiés dans
un modéele d'injection s.c. de PTZ (70 mg/kg) et ces délais étaient méme diminués lors d'une
injection de 85 mg/kg (s.c.) de PTZ (Thavendiranathan et al., 2000).
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b) Modéles expérimentaux : crises épileptigues induites chimiguement

Une efficacité anticonvulsivante du régime cétogene était retrouvée dans des modeéles
de crises épileptiques induites via une modulation des voies GABAergiques. Dans les modéles
utilisant la bicuculline (antagoniste des récepteurs GABA,), la picrotoxine (antagoniste des
récepteurs GABA,) ou le gama-butyrolactone (GBL ; agoniste des récepteurs GABA,) le
régime cétogene se révélait efficace. Un traitement de 20 jours chez des rats agés de
37 jours, retardait l'apparition des décharges de type pointes ondes induites par
I'administration de GBL (100 mg/kg, i.p.), et réduisait également le nombre et la durée totale
des ces événements (Bough et al., 2002). Toujours dans cette méme étude, le régime
cétogene réduisait I'incidence des convulsions induites par la bicuculline (1,80 mg/kg, s.c.) et
la picrotoxine (1,89 mg/kg, s.c.). Pour cette derniére, la diminution était observée uniquement
avec un régime cétogéne hypocalorique. Les propriétés anticonvulsivantes du régime
cétogene étaient augmentées quand celui-ci était apporté selon la version hypocalorique. En
revanche, les auteurs ne retrouvaient pas d’efficacité du régime cétogéne dans les modéles
utilisant la strychnine (1,80 mg/kg, s.c.) et le kainate (10 mg/kg, i.p. ou s.c.) qui agissent sur
les voies glutamatergiques. Dans le modéle au kainate, les rats ayant recu le régime cétogene

présentaient des crises épileptiques plus séveres et une augmentation de la mortalité.

c) Modeéles expérimentaux : crises épileptiques induites par des chocs
électriques

Un traitement par le régime cétogene n’induisait pas de protection contre des crises
épileptiques induites par une décharge maximale électriqgue unique [maximal electroshock]
(Bough et al., 2000a;Likhodii et al., 2000;Thavendiranathan et al., 2000;Thavendiranathan et
al., 2003). Les crises épileptiques sont induites par I'application d'un courant électrique via des
électrodes placées sur la cornée. L’intensité du courant délivré varie (de 50 a 150 mA).
L'application se fait généralement pendant 0,2 seconde a la fréquence de 60 hertz. Chez des
adultes et de jeunes rats un traitement allant de 10 jours a 45 jours par le régime cétogéne ne
supprimait pas les crises épileptiques (Likhodii et al., 2000;Thavendiranathan et al., 2003) et
augmentait méme la sévérité de celles-ci (Bough et al., 2000a;Thavendiranathan et al., 2000).
Quand le régime cétogéne était remplacé par un régime standard la sévérité des crises

épileptiques redevenait comparable a celle des animaux témoins (Bough et al., 2000a).
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Tableau 5 : Tableau récapitulatif des effets anticonvulsivants du régime cétogene chez le rat.

Modéles d’évaluation

Efficacité anticonvulsivante
du régime cétogéne

Références

Seuils au PTZ i.v.

Oui sur le seuil d’apparition des
crises épileptiques mais pas
d’effet sur la sévérité des crises
épileptiques

(Bough et al.,, 1999a;Bough et

al., 1999b;Bough et al,
2000a;Bough et al.,
2000b;Bough and Eagles,

1999;Eagles et al., 2003;Raffo et
al., 2008;Thavendiranathan et
al., 2003)

Pas d'effet d'un régime de ratio
4/1 sur le seuil d'apparition des
crises épileptiques

(Nylen et al., 2005)

Dose unique de PTZ s.c.

Protege de la survenue des
crises épileptiques et diminue la

sévérité (50 mg/kg, s.c.). (Likhodii et al.,
Augmente la latence 2000;Thavendiranathan et al.,
d’apparition des crises 2003)

épileptiques et diminue la

mortalité (85 mg/kg, s.c.)

Pas d'effet sur la latence

d’apparition des crises (Thavendiranathan et al.,
épileptiques (70 mg/kg, s.c.) et | 2000;Thavendiranathan et al.,

diminution des latences
d’'apparition (85 mg/kg, s.c.)

2003)

Crises induites par la
bicuculline (1,8 mg/kg, s.c.), la
picrotoxine (1,89 mg/kg, s.c.),
ou le GBL (100 mg/kg, i.p.)

Oui sur le délai d'apparition, et
sur le nombre de crises
épileptiques

(Bough et al., 2002)

Crises induites par la strychnine
(1,8 mg/kg, s.c.)

Aucun effet

(Bough et al., 2002)

Crises induites par le kainate
(10 mg/kg i.p. ou s.c.)

Aucun effet sur le délai
d’apparition, ni sur les crises
épileptiques

(Bough et al., 2002)

(Bough et al., 2000a;Likhodii et

Maximal electroshock Pas d’effet ou aggravation de la | al., 2000;Thavendiranathan et
sévérité des crises épileptiques | al., 2000;Thavendiranathan et

al., 2003)
(Appleton and DeVivo,

Seuils électro-convulsifs

Oui sur le seuil d’apparition des
crises épileptiques

1974;Thavendiranathan et al.,
2003)

Pas d’effet sur le seuil
d’apparition

(Thavendiranathan et al., 2000)

Crises induites par des stimuli
sonores

Oui suite a une hypoxie
cérébrale

(Tai and Truong, 2007)

Non chez des rats déficient en
magnésium

(Mahoney et al., 1983)

Crises répétées spontanées
suites a un état de mal
épileptique induit par le kainate
(8 mg/kg, i.p.)

Oui si le traitement est mis en
place précocement apres I'état
de mal épileptique

(Muller-Schwarze et al.,
1999;Stafstrom et al., 1999;Su et
al., 2000

Crises épileptiques chez des
animaux kindlés (kindling
électrique de I'amygdale)

Pas d'effet sur le seuil
d’apparition des crises
épileptiques

(Nylen et al., 2006)

Oui mais transitoire

(Hori et al., 1997)
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Certaines de ces études évaluaient les seuils électro-convulsifs (seuil d’apparition des
crises épileptiques). Ce modeéle consiste a appliquer un courant d’'une intensité donnée le
premier jour puis a adapter l'intensité du courant les jours suivants, en fonction de la réponse
des animaux (augmentation si pas de réponse, et diminution proportionnelle a la sévérité de la
réponse). Deux études rapportaient une augmentation de ces seuils chez de jeunes rats
(20 jours) et des adultes [poids non précisés] (Appleton and DeVivo, 1974;Thavendiranathan
et al., 2003) tandis que dans une autre étude menée chez de jeunes rats (20 jours), les seuils

n'étaient pas affectés (Thavendiranathan et al., 2000).

d) Modeéles expérimentaux : crises épileptiques induites par des stimuli

sonaores

Les propriétés anticonvulsivantes du régime cétogéne ont été évaluées dans un
modéle de crises épileptiques induites par le son chez des rats adultes déficients en
magnésium (Mahoney et al., 1983). Chez ces rats, un traitement de 17 jours par le régime
cétogéne avait des effets négatifs. Apres 17 jours de traitement, les animaux présentaient une
augmentation de l'incidence et de la sévérité des crises épileptiques ainsi gu'une diminution
de la latence d'apparition. Dans une autre étude, il était rapporté qu’un traitement de 25 jours
par le régime cétogéne chez de jeunes rats (150 g) supprimait les crises épileptiques et
diminuait I'incidence des myoclonies induites par une stimulation auditive. Cette étude était
réalisée chez des rats ayant eu initialement une hypoxie cérébrale induite par un arrét

cardiaque (Tai and Truong, 2007).

e) Modeles expérimentaux : prévention de la récurrence des crises

épileptigues dans les modeles de kindling électrique et d’état de mal épileptique

L'efficacité du régime cétogéne a été également évaluée sur la prévention de la
récurrence des crises épileptiques dans des modeéles de « kindling » électriques de I'amygdale
(Hori et al., 1997;Nylen et al., 2006) et dans des modéles d'état de mal épileptique (Muller-
Schwarze et al., 1999;Stafstrom et al., 1999;Su et al., 2000).

Des rats adultes « kindlés » (« kindling » électrique de I'amygdale) recevaient le régime
cétogéne pendant 20 jours puis le seuil dintensité des stimulations électriques pour
I'apparition des crises épileptiques était évalué. Dans une étude, ce seuil n’était pas modifié
(Nylen et al., 2006) alors que dans une autre étude I'augmentation du seuil était transitoire

(Hori et al., 1997). Dans cette derniere étude, le seuil électrique d’apparition des crises
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épileptiques était augmenté pendant les deux premiéres semaines de traitement, puis cette
augmentation disparaissait aprés quatre a cing semaines de régime cétogene. Une efficacité
du régime cétogéne était également rapportée sur la prévention des crises épileptiques
répétées spontanées survenant a la suite d’'un modele d'état de mal épileptique induit par une
injection de kainate [8 mg/kg, i.p.] (Muller-Schwarze et al., 1999;Stafstrom et al., 1999;Su et
al., 2000). Les états de mal épileptiques étaient induits chez des jeunes rats (30 jours) et des
adultes (54 jours). Une diminution de la fréquence et du nombre de crises épileptiques
répetées spontanées était retrouvée uniguement quand le régime cétogene était mis en place
précocement (0 a 48 heures) aprés l'état de mal épileptique (Muller-Schwarze et al.,
1999;Stafstrom et al., 1999;Su et al., 2000). En revanche, les animaux recevant le régime
cétogéne 14 jours apres I'état de mal épileptique ne présentaient pas de diminution des crises

épileptiques répétées spontanées (Su et al., 2000).

2) Efficacité du régime cétogene chez la souris

Chez la souris, les études évaluant les propriétés anticonvulsivantes du régime
cétogéne sont moins nombreuses que chez le rat. Les résultats ne sont pas homogeénes, et
dépendent des lignées utilisées. De ce fait, I'action du régime cétogéne est difficile & évaluer.
Mais I'avantage de réaliser ces évaluations chez la souris reste la disponibilité de modéles de
souris génétiguement modifiées ou de souris épileptiques telles que les souris de la lignée EL
mice. L'ensemble des résultats par efficacité est repris dans un tableau de synthése
(tableau 6).

a) Modeéles expérimentaux : seuil au PTZ et crises épileptiques induites

chimiguement

Une seule étude rapporte une évaluation des propriétés anticonvulsivantes du régime
cétogéne par la réalisation d'un seuil au PTZ i.v. chez des souris adultes. Dans cette étude,
aprés 19 jours de traitement par le régime cétogéne (4/1 et 6/1) les animaux ne présentaient
pas de modification des seuils au PTZ pour le premier sursaut myoclonique et pour la
premiére crise d’épilepsie tonique (Samala et al., 2008). Des études plus anciennes
rapportaient des résultats négatifs concernant [I'efficacité anticonvulsivante du régime
cétogene dans des modéles de crises épileptiques induites par le PTZ et la bicuculline (Otani
et al., 1984;Uhlemann and Neims, 1972).
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Dans les modéles utilisant le kainate, les résultats obtenus dépendent des études et
des souches de souris utilisées. Une étude utilisant des souris ICR rapportait une efficacité du
régime cétogene dans le modeéle d’état de mal épileptique induit par le kainate (Noh et al.,
2003). Dans cette étude, un traitement d'un mois par le régime cétogéne était introduit chez
des souris agées de 21 jours. Ce traitement retardait I'apparition de I'état de mal épileptique
(kainate 25 mg/kg, i.p.) mais n’affectait en rien la sévérité des crises épileptiques développées
par les animaux. En revanche, dans une autre étude réalisée chez de jeunes souris
C3Heb/Fej (21 jours), 16 jours de traitement par le régime cétogene n’affectait ni le délai
d’apparition de I'état de mal épileptique (kainate 25 a 35 mg/kg, i.p.) ni la sévérité des crises

épileptiques (Samala et al., 2008).

Deux études rapportaient une évaluation des propriétés anticonvulsivantes du régime
cétogéne dans le modéle au fluorothyl. Dans une étude réalisée chez des souris CD1 des
traitements de 7, 14 ou 21 jours par le régime cétogéne (6/1) était introduit a I'Age de 21 jours.
Seul le traitement de 21 jours retardait I'apparition de la premiére extension clonique. En
revanche, aucune modification n'était retrouvée pour I'apparition de la premiére myoclonie
(Samala et al., 2008). Une autre étude évaluait les propriétés anticonvulsivantes d'un
traitement par le régime cétogéne de 3, 7 ou 12 jours chez de jeunes souris C3Heb/Fej
(24 jours), et d'une durée de 15 jours chez des adultes (52 jours) de la méme lignée (Rho et
al., 1999). Dans cette étude, les jeunes souris traitées 7 et 12 jours par le régime cétogene
présentaient une augmentation du délai d’apparition de la crise d'épilepsie généralisée tandis
que 15 jours de traitement chez les sujets adultes augmentaient le délai d’apparition de la

premiere extension clonique.

b) Modéles expérimentaux : crises épileptigues induites par des chocs

électrigues

Les résultats des études utilisant une évaluation par seuils électroconvulsifs et/ou par
une décharge électrique maximale unique sont contrastés chez la souris. Dans ces études,
comme chez les rats, une décharge électrique unigue [maximal electroshock] ou répétée a
quelques jours d’intervalle (seuil électroconvulsif) est appliquée au niveau de la cornée via des
électrodes. Certaines études rapportaient une efficacité du régime cétogéne dans le modele
du « maximal electroshock » (Nakazawa et al., 1983;Uhlemann and Neims, 1972) tandis que
d’autres études ne retrouvaient pas une telle efficacité (MILLICHAP et al., 1964;Otani et al.,
1984). Il en est de méme pour les évaluations avec les seuils électroconvulsifs. Dans une

étude, les résultats rapportés étaient en faveur d'une efficacité anticonvulsivante du régime
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cétogene (MILLICHAP et al., 1964) tandis que dans une autre les résultats étaient inverses
(Uhlemann and Neims, 1972).

Plus récemment, des études ont évalué [lefficacité anticonvulsivante du régime
cétogéne dans un modele de crises épileptiques induites par une décharge électrique a la
fréquence de 6 hertz. Cette décharge est délivrée via des électrodes appliquées sur la cornée.
Dans une étude aprés 14 ou 21 jours de traitement par le régime cétogéne de ratio 6/1 des
souris CD1 (21 jours) présentaient une augmentation du seuil dlintensité du courant
nécessaire a I'apparition de la crise épileptique (Samala et al., 2008). Ces résultats étaient
retrouvés de facon transitoire aprés 14 jours de traitement par un régime cétogene de ratio
4/1. Mais ces effets n'étaient pas retrouvés aprés 21 jours de ce méme traitement. Dans une
autre étude des effets anticonvulsivantes transitoires d’'un régime cétogéne de ratio 6/1 étaient
retrouvés chez des souris swiss agées de 3-4 semaines. Ces effets anticonvulsivants étaient
retrouvés aprés 12 et 16 jours de traitement mais ils disparaissaient a 21 jours (Hartman et al.,
2008).

c) Modeéles expérimentaux : souris EL Mice

Les souris EL mice sont un modele d’épilepsie idiopathique multifactorielle. Les souris
développent des crises épileptiques a partir de 60 ou 70 jours de vie. Ces crises épileptiques
sont déclenchées par une stimulation vestibulaire lors du changement de cage ou lors de la
manipulation des animaux (King, Jr. and LaMotte, 1989). L’évaluation des propriétés
anticonvulsivantes du régime cétogéne dans ce modéle se faisait une fois par semaine lors du
changement des cages (Greene et al., 2001;Mantis et al., 2004;Todorova et al., 2000) De
jeunes souris agées de 30-32 jours, traitées 10 semaines par le régime cétogéne présentaient
une diminution transitoire de la sévérité des crises épileptiques (Todorova et al., 2000). Cette
diminution s’observait entre la troisieme et la sixieme semaine de traitement, mais dés la
quatrieme semaine, la sévérité des crises épileptiques augmentait progressivement pour
rejoindre le niveau des témoins des sept semaines de traitement. Deux autres études
évaluaient les effets d’'une restriction calorique chez ces souris (Greene et al., 2001;Mantis et
al., 2004). Une restriction caloriqgue pendant 10 semaines (nourriture standard uniqguement)
retardait I'apparition des crises épileptiques chez les jeunes souris (Age non précis€) et chez
les adultes (Greene et al., 2001). Dans cette méme étude, les auteurs comparaient leurs
résultats aux résultats précédemment obtenus avec le régime cétogene. Une meilleure
efficacité anticonvulsivante était relevée chez les souris EL mice ayant recu une restriction
calorique. Les effets positifs de la restriction calorique étaient retrouvés dans une autre étude,

ou apres 5 a 12 semaines de restriction calorique (nourriture standard et régime cétogéne) les
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souris présentaient une diminution du nombre de crises épileptiques par rapport aux souris

ayant eu une alimentation a volonté (Mantis et al., 2004).

d) Modéles expérimentaux : souris génétiquement modifiées

Les propriétés anticonvulsivantes du régime cétogéne ont été évaluées chez des
souris déficientes en dopamine béta-hydroxylase (Dbh-/-) ou déficientes en transporteur pour
la noradrénaline (NET-/-). Les souris Dhb-/- ne synthétisent pas la noradrénaline tandis que
chez les souris NET-/- la concentration en noradrénaline dans la fente synaptique est
augmentée suite a un défaut de recapture. Une étude menée chez des souris Dhb-/- mettait
en évidence I'implication du systeme noradrénergique dans I'apparition des crises épileptiques
(Szot et al., 1999). Chez ces souris déficientes en noradrénaline, les seuils de crises induites
par le fluorothyl, le kainate (20 mg/kg, i.p.), le PTZ (30-40 mg/kg, i.p.) ou par un stimulus
sonore étaient diminués par rapport au souris Dhb+/-. La sévérité des crises épileptiques et la
mortalité étaient également augmentées chez ces souris Dhb-/-. Un traitement de deux
semaines par le régime cétogene chez des souris Dhb-/- était inefficace (Szot et al., 2001).
Les souris Dhb-/- traitées par le régime cétogene présentaient des seuils de crises
épileptiques induites par le fluorothyl comparables aux souris sauvages recevant une
alimentation standard. Les souris NET-/- présentaient une augmentation des seuils pour
I'apparition des crises épileptiques induites par une décharge électriqgue unigue [maximal
electroshock] (Martillotti et al., 2006). Cette augmentation était comparable aux résultats
obtenus pour les souris sauvages traitées par le régime cétogéne. Les souris NET-/- traitées
par le régime cétogéne présentaient une augmentation du seuil de crise plus conséquent que
les souris sauvages traitées par régime cétogéne. Ces études soulignent que l'action
anticonvulsivante du régime cétogéne n’est possible que si le systéme noradrénergique est

intégre.

Une évaluation du régime cétogéne était également réalisée dans un modéle de souris
déficientes en succinic semi-aldhéyde déhydrogénase (SSADH). Ces souris présentent un
exceés de GABA conduisant a des troubles du développement, une ataxie, ainsi que des crises
épileptiques et/ou état de mal épileptique. Les souris déficientes en SSADH traitées par le
régime cétogéne présentaient une augmentation de la durée de vie, une apparition retardée

de l'ataxie ainsi qu’'une normalisation des tracées EEG (Nylen et al., 2008).
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Tableau 6 : Tableau récapitulatif des effets anticonvulsivants du régime cétogéne chez la

souris.

Efficacité anticonvulsivante

. L Références
du régime cétogene

Modele d’évaluation

Seuil PTZ i.v. Pas d'efficacité retrouvée (Samala et al., 2008)

(Otani et al.,, 1984;Uhlemann

Modéle au PTZ s.c. Pas d'efficacité retrouvée and Neims, 1972)

Crises épileptiques induites par Pas d'efficacité retrouvée (Uhlemann and Neims, 1972)

la bicuculline
Oui sur le délai d’apparition de
Etat de mal épileptique induit I'état dg mal épileptique (25 (Noh et al., 2003)
. mg/kg, i.p.)
par le kainate T YT
as deffet retrouve (25- (Samala et al., 2008)
mg/kg, i.p.)
Crises épileptiques induite par | Oui mais effet dépendant de (Rho et al., 1999;Samala et al.,
le fluorothyl l'age 2008)
(Nakazawa et al.,
Oui 1983;Uhlemann and Neims,
Maximal electroshock 1972)
s e iz (MILLICHAP et al., 1964;Otani
Pas defficacité et al., 1984)
L : Oui (MILLICHAP et al., 1964)
Seuils électroconvulsifs —— -
Pas d'efficacité (Uhlemann and Neims, 1972)

Modéle de crises épileptiques 6 Oui (Hartman et al., 2008;Samala et
hertz al., 2008)

(Greene et al., 2001;Mantis et

Souris EL mice Oui mais efficacité transitoire al., 2004:Todorova et al., 2000)

Oui dans le modéle de maximal

electroshock (souris NET-/-) (Martillotti et al., 2006)

Souris génétiguement | Normalisation des tracés EEG

modifiées chez les souris déficiente en (Nylen et al., 2008)
SSADH
Non (souris Dhb-/-) (Szot et al., 2001)

3) Efficacité globale du régime cétogene chezlero  ngeur

Les différentes études présentées précédemment mettent en évidence l'existence de
propriétés anticonvulsivantes portées par le régime cétogéne, chez le rongeur. Toutefois, les
résultats obtenus chez le rat et la souris sont difficilement comparables car ils different selon
les modeles expérimentaux utilisés. L'évaluation par les seuils i.v. au PTZ chez les rats montre
gue le régime cétogéne a des propriétés anticonvulsivantes. En revanche, chez la souris les
études sont peu nombreuses et les résultats obtenus sont négatifs. En ce qui concerne
I'évaluation via des modeles de crises épileptiques induites par des chocs électriques, le
régime cétogéne n'a pas d'effet anticonvulsivant chez le rat tandis que chez la souris certaines

études rapportaient une efficacité anticonvulsivante notamment dans le modele a 6 hertz.

54



Chez la souris il y a peu d’études qui évaluent les effets du régime cétogéne sur des crises
épileptiques induites chimiquement et dans ces études il existe une grande variabilité des
résultats liée aux lignées de souris utilisées. L'avantage de la modélisation et de I'évaluation
des propriétés anticonvulsivantes du régime cétogéne chez la souris est I'existence de souris
génétiquement modifiées. Les effets anticonvulsivants du régime cétogene chez le rongeur
dépendent de nombreux parametres (espéces et lignées, age des animaux, modele
d’évaluation..) dont il faut tenir compte pour conclure sur l'efficacité anticonvulsivante du

régime cetogene.

MECANISMES D’ACTION DU REGIME CETOGENE

Le régime cétogéne posséde des propriétés anticonvulsivantes décrites précédemment
chez 'Homme et dans certains modéles animaux. Le ou les mécanismes d’action portant les
propriétés anticonvulsivantes d'un tel traitement sont hypothétiques. Nous aborderons ici les
aspects suivants : I'implication des corps cétoniques, la modulation de la neurotransmission,
les changements métaboliques, I'implication des acides gras poly-insaturés ou encore I'action

neuroprotectrice du régime cétogeéene.

1) Réle des corps cétoniques

Plusieurs études ont évalué les propriétés anticonvulsivantes des corps cétoniques
(acétone, acétoacétate (ACA) et béta hydoxybutyrate (BHB)) chez les rongeurs dans des
modéles in vitro et in vivo. Rappelons ici que dans les études cliniques le niveau de cétose
(Kang et al., 2007a;Kossoff et al., 2006;Kossoff et al., 2008b) et la quantité d’acétone expirée

(Musa-Veloso et al., 2006) n'étaient pas corrélés a I'efficacité du régime cétogéne.

a) Acétone

L’acétone a des propriétés anticonvulsivantes qui sont observées chez le rongeur suite
a une injection unique. Soixante pour cent des rats (350 g) ayant recu une injection d’acétone
(10 mmol/kg, i.p.) ne présentaient pas de crises épileptiqgues suite a I'administration de PTZ
(50 mg/kg, s.c.) 15 minutes aprés l'injection d’acétone (Likhodii and Burnham, 2002). Toujours
chez des rats (250-300 g), 'administration unique d’acétone (2, 4, 6, 8, 16 ou 32 mmol/kg, i.p.)

conduisait a une diminution de la survenue des crises épileptiques (Likhodii et al., 2003). Chez
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ces animaux 50 % de protection était obtenue dans différents modéles, pour différentes
posologies d'acétone (EDsp): crises induites par un choc électrique unique [maximal
electroshock] 30 minutes aprés I'administration d’acétone (EDsy 6,6 mmol/kg), évaluation de
l'intensité de la décharge électrique pour I'apparition des crises épileptigues dans un modéle
de «Kkindling» électrigue de [I'amygdale (EDs, pour les crises épileptiques
partielles : 26,5 mmol/kg et généralisées: 13,1 mmol/kg), crises épileptiques induites
15 minutes apres I'administration d’acétone par du PTZ (50 mg/kg, s.c., EDsy 9,7 mmol/kg).
Toujours dans cette étude, une diminution de 50 % des décharges de type pointes ondes était
obtenue dans le modéle AY-9944 (modéle d'absences atypiques, injection de 7,5 mg/kg d’AY-
9944 en s.c. tous les six jours du 2™ jour de vie au 20*™) pour une EDs, de 4 mmol/kg. Chez
des souris susceptibles aux crises audiogénes, I'administration d’acétone (10 mmol/kg, i.p.)
50 minutes avant linduction des crises épileptiques avait aussi des propriétés
anticonvulsivantes (Rho et al., 2002). Dans cette derniére, I'EDs, était de 3,1 mmol/kg
d'acétone. Un traitement chronique (10 jours) par de l'acétone (via I'eau de boisson) se
révélait moins efficace, et induisait une protection des crises épileptiques induites par le PTZ
(50 mg/kg, s.c.) chez seulement 47 % des rats (Likhodii and Burnham, 2002). Dans cette
étude, les animaux recevaient en plus du traitement chronique une injection d’'acétone

(2 mmol/kg, i.p.) 15 minutes avant 'administration de PTZ.

L’administration des principaux métabolites de I'acétone (acétol, 1,2—propanediol,
methylglyoxal et pyruvate) a des souris (19-30 g) n’induisait pas de protection dans les
modéles de seuils au PTZ (i.v.) et au 4-aminopyridine [4-AP, 13 mg/kg, s.c.] (Gasior et al.,
2007). Dans cette étude, les auteurs retrouvaient un effet dose-dépendant de I'acétone (1-
32 mmol/kg, i.p.) sur l'augmentation des seuils au PTZ avec une dose minimale efficace de
3,2 mmol/kg. Un effet de l'acétone était également retrouvé dans le modéle 4-AP. Mais
lorsque les principaux métabolites de l'acétone (acétol, 1,2—propanediol, methylglyoxal et
pyruvate) étaient administrés, ces effets anticonvulsivants n’étaient pas retrouvés. L'acétol, le
1,2—propanediol et le pyruvate étaient administrés a la posologie de 32 mmol/kg (i.p.) soit
I'équivalent de 10 fois la dose minimale efficace d'acétone. Pour de telles posologies, aucun
effet anticonvulsivant n’était retrouvé. Finalement, des rats (250 g) « kindlés » électriquement
au niveau de l'amygdale, qui recevaient le régime cétogéne contenant un inhibiteur du
métabolisme de I'acétone (diallyl sulfide) pendant 40 jours présentaient une augmentation de
I'acétone plasmatique, sans que cette augmentation soit corrélée a une efficacité du traitement
(Nylen et al., 2006).
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b) Acétoacétate

Peu d’études ont évalué les propriétés anticonvulsivantes de 'ACA. Une étude in vitro
rapportait que I'application d’ACA contenu dans un mélange ACA + BHB (respectivement
1 mM + 2 mM), sur des tranches hippocampiques issues de rats agés de 20 a 35 jours ne
modulait pas la réponse a la stimulation des fibres des collatérales de Schaffer (Thio et al.,
2000). Le mélange ACA + BHB ne modulait pas les décharges épileptiformes induites par
I'application de 4-AP (4-aminopyridine, 50 uM). Toujours dans cette étude, I'application de
ACA (1 mM) sur des neurones isolés n’induisait pas de modulation de la réponse a
I'application de glutamate (2 uM, et 200 a 1000 puM), de kainate (250 uM), de GABA (10 a
20 puM) et de glycine (50 a 500 uM). L'application d’ACA (2 mM) sur des tranches contenant la
région substantia nigra pars reticulata de rats et de souris (Agés de 13 a 15 jours lors du
sacrifice) diminuait de 10 % les trains de potentiels d’action spontanés des neurones GABA de
la région substantia nigra pars reticulata (Ma et al., 2007). Ces résultats étaient retrouvés chez
les rats et les souris, et également lors d’enregistrement de neurones GABA isolés. Lorsque la
méme étude était réalisée suite a l'application d’inhibiteurs des canaux potassiques ATP
dépendant (Katp) ou chez des souris KO pour les Karp, les effets de 'ACA n’étaient pas
retrouves. Les auteurs suggéraient donc que l'action de 'ACA se faisait via la modulation des
canaux Karp. L'activation de ces canaux induisait une hyperpolarisation cellulaire favorisant

ainsi la diminution des trains de potentiels d’action.

Une étude in vivo rapportait une efficacité anticonvulsivante de I'’ACA (10 mmol/kg,
i.p.). L'injection d’ACA 50 minutes avant I'induction des crises épileptiques avait des propriétés
anticonvulsivantes chez des souris susceptibles aux crises épileptiques audiogénes (Rho et
al., 2002).

c) Béta hydroxybutyrate

Les études in vitro évaluant les propriétés anticonvulsivantes du BHB sont les mémes
que celles évaluant les propriétés anticonvulsivantes de I'’ACA. L'application de BHB contenu
dans le mélange ACA + BHB sur des tranches hippocampiques ou sur des neurones isolés de
rats ne modulait pas les décharges épileptiformes induites par le 4-AP, ni la réponse a la
stimulation des fibres des collatérales de Schaffer (Thio et al., 2000). En revanche,
I'application de R-BHB (2 mM) sur des tranches de substantia nigra pars reticulata limitait les

potentiels d’action spontanés via une modulation des canaux Karp (Ma et al., 2007).
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Dans I'ensemble des études in vivo, le niveau de cétose des animaux était évalué par
un dosage plasmatique du BHB. Dans une étude évaluant les propriétés anticonvulsivantes du
régime cétogéne par des seuils au PTZ (i.v.), le degré de cétose était corrélé a l'efficacité
anticonvulsivante du régime cétogene (Bough and Eagles, 1999). Mais cette corrélation n’était
pas observée dans les autres travaux, que ce soit chez les rats ou les souris. Cette absence
de corrélation entre efficacité anticonvulsivante du régime cétogene et taux plasmatique de
BHB était retrouvée dans d’autres modéles animaux : modeéle de crises épileptiques a 6 hertz
(Hartman et al., 2008), crises épileptiques et seuils au PTZ (s.c. de 50 a 85 mg/kg ou i.v.),
seuils électroconvulsifs et modéle de crises induites par une décharge électrique unique
(Bough et al., 2000b;Harney et al., 2002;Likhodii et al, 2000;Raffo et al.,
2008; Thavendiranathan et al., 2000). Une autre étude présentait des résultats contrastés, et
dépendants des modéles de crises épileptiques utilisés. |l était retrouvé une corrélation
positive entre 'augmentation du BHB plasmatique et 'augmentation des seuils d’apparition
des crises épileptiques dans un modéle a 6 hertz (Samala et al., 2008). Mais ces résultats

n'étaient pas retrouvés dans les modéles au fluorothyl et au PTZ (i.v.).

2) Modulation de la neurotransmission

Plusieurs études rapportaient des modulations des concentrations en acides aminés
et/ou en neurotransmetteurs suite a un traitement par le régime cétogéne chez des rats ou des
souris. Une étude clinique rapportait des modifications de la concentration de certains
neurotransmetteurs dans le liquide céphalorachidien de patients recevant le régime cétogene.
Les propriétés anticonvulsivantes du régime cétogene pourraient étre liées a une modulation

de la neurotransmission.

a) Noradrénaline

Comme nous l'avons succinctement décrit précédemment, une altération des voies
noradrénergiques (souris Dhb-/-) conduit a diminuer le seuil d'apparition des crises
épileptiques induites par le fluorothyl, le kainate, le PTZ ou des stimuli sonores (Szot et al.,
1999). Nous avons aussi décrit que le traitement par le régime cétogene chez des souris
déficientes en noradrénaline (Dbh-/-) était inefficace (Szot et al., 2001), tandis que chez des
souris présentant un excés de noradrénaline dans la fente synaptique (NET-/-) le régime
cétogéne était efficace (Martillotti et al., 2006). Une autre étude rapportait une augmentation

d’'un facteur deux de la concentration en noradrénaline extracellulaire dans I'hippocampe, suite
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a un traitement par le régime cétogéne chez des rats (Weinshenker and Szot, 2002). Ces
résultats suggerent que la noradrénaline est indispensable pour assurer I'efficacité du régime

cétogene, et que cette efficacité pourrait étre liée a une augmentation de celle-ci.

b) Glutamate et aspartate

Une modulation de la concentration et/ou de la disponibilité des neurotransmetteurs
excitateurs a été évoquée pour expliquer le pouvoir anticonvulsivant du régime cétogéne.
Plusieurs études rapportaient des variations de la concentration en neurotransmetteurs
excitateurs tels que le glutamate et I'aspartate. Mais ces résultats n'étaient pas homogénes.
Une étude menée in vitro sur des astrocytes issus de rats montrait que I'application d’ACA ou
de BHB (5 mM) dans le milieu de culture réduisait de 40 a 50 % la transamination du
glutamate en aspartate (Yudkoff et al., 1997). Toujours dans cette étude, le glutamate et la
glutamine marqués sur un atome d’'azote n’étaient pas ou peu utilisés pour la réaction de
transamination du glutamate en aspartate lorsque le milieu de culture contenait de I'acétate.
Selon les auteurs, la diminution de cette transamination serait liée a la diminution de la
disponibilité de I'oxaloacétate et a 'augmentation de I'acétyl-CoA (provenant de 'acétoacétyl-

CoA) dans les mitochondries pendant la cétose.

Dans des études in vivo menées chez des souris (25-30 g) traitées trois jours par le
régime cétogéne, une diminution de la concentration cérébrale en aspartate était retrouvée
(Yudkoff et al., 2001;Yudkoff et al., 2005). La diminution de la concentration en aspartate était
de 23 % dans le cerveau et de 15 % dans le cervelet (Yudkoff et al., 2001), ou de 23 % dans
'ensemble du cerveau (Yudkoff et al., 2005). Cette diminution de l'aspartate au niveau
cérébral ne s’accompagnait pas de changement pour les concentrations de glutamate et de
glutamine (Yudkoff et al., 2001;Yudkoff et al.,, 2005). Tandis qu'une autre étude in vivo
retrouvait une diminution de la concentration en glutamate dans le cortex, chez des rats
spontanément épileptigues (GAERS) agés de cing mois traités 21 jours de régime cétogéne
(Melo et al., 2006). La concentration en glutamate dans le cortex diminuait de 8,5 %. Cette
diminution n’était pas accompagnée de variation de la concentration en aspartate. Finalement,
dans une étude clinique, il n’était pas rapporté de variation de la concentration en glutamate et
en aspartate dans le liquide céphalorachidien des patients, qu'ils répondent ou pas au
traitement (Dahlin et al., 2005). Les concentrations en aspartate étaient respectivement de
0,26 +/- 0,2 umol/L et 0,31 +/- 0,1 umol/L chez les patients qui répondaient et qui ne
répondaient pas au régime cétogéne. Les concentrations de glutamate étaient respectivement
de 0,58 +/- 0,2 umol/L et de 0,74 +/- 0,3 umol/L chez ces patients.
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La modulation de la neurotransmission excitatrice dépend également de la recapture
des neurotransmetteurs au niveau de la région synaptique. Des rats traités 21 jours par le
régime cétogéne ne présentaient pas de modulation de la recapture du glutamate (Bough et
al., 2007). L'expression des différents transporteurs du glutamate EAAC1, GLT-1 et GLAST
n'était pas modulée au niveau de I'hippocampe, du cortex et du cervelet aprés un traitement

par le régime cétogene.

c) GABA

L'augmentation de la teneur et/ou de la libération du GABA dans le cerveau peut étre
un facteur permettant le contr6le des crises épileptiques. Plusieurs études se sont intéressées
a évaluer les effets du régime cétogene sur la synthése du GABA et sur sa biodisponibilité.
Dans une étude in vitro, I'application de corps cétoniques tels que le BHB ou I'ACA (5 mM)
dans le milieu de culture augmentait la teneur en GABA des synaptosomes (Erecinska et al.,
1996). Dans cette étude, il était également retrouve, une augmentation de la concentration en
glutamate, une diminution de la transamination du glutamate en aspartate et une
augmentation de [l'activité enzymatique de l'acide glutamique décarboxylase (GAD) qui
transforme le glutamate en GABA. Les auteurs formulaient donc [I'hypothése que
'augmentation du GABA dans les synaptosmes était liée a la diminution de la transamination

du glutamate en aspartate et a I'augmentation de l'activité de la GAD.

Dans une étude in vivo, il était observé que chez des rats soumis a une restriction
alimentaire pendant sept jours (alimentation normale ou régime cétogéne) I'expression de la
GAD augmentait (Cheng et al., 2004). Les ARNm ainsi que I'immunoréactivité des sous-unités
65 et 67 étaient augmentés notamment dans le cortex des animaux. Méme si ces résultats
sont en faveur d’'une augmentation de la concentration en GABA au niveau cérébral, une
action propre du régime cétogéne n’était pas observée dans cette étude. Les études in vivo ne
rapportaient pas d’augmentation de la concentration en GABA au niveau cérébral que ce soit
chez des souris (25-30 g) ayant recu un régime cétogene pendant trois jours ou chez des rats
(cing mois) spontanément épileptique (GAERS) ayant regu le régime cétogene pendant
21 jours (Melo et al., 2006;Yudkoff et al., 2001). Ces études rapportaient un changement du
métabolisme des acides aminés au niveau cérébral. Il y avait une augmentation du
métabolisme des astrocytes et les acides aminés étaient principalement synthétisés a partir de
l'acétate (Melo et al., 2006;Yudkoff et al., 2001;Yudkoff et al., 2005). Cette évaluation était
réalisée grace a I'injection d’isotopes du glucose ou de I'acétate marqués au carbone 13. Mais
'ensemble de ces adaptations ne conduisait pas a moduler la concentration en GABA au

niveau cérébral chez des rats ou des souris traités par le régime cétogéne. Seul une étude
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rapportait une augmentation de la concentration en GABA cérébral lorsque l'isotope de
I'acétate, marqué au carbone 13 était administré avec des donneurs d’azote tels que la

leucine, ou 'alanine (Yudkoff et al., 2005).

A Tlinverse des résultats obtenus chez les rongeurs, une étude clinique humaine
rapportait une augmentation significative de la concentration en GABA dans le liquide
céphalorachidien des patients (n=17) qui répondaient au régime cétogéne (diminution de la
fréquence des crises épileptiques > 50 %). Apres quatre mois de traitement, la concentration
de GABA était de 4,20 +/- 1,17 umol/L chez les patients qui répondaient au traitement et de et
2,79 +/- 1,3 umol/L chez les patients qui ne répondaient pas, pour des concentrations basales
en GABA de 3,75 +/- 1,6 umol/L et de 2,55 +/- 1,2 umol/L. Les patients (n=7) qui répondaient
trés bien au régime cétogéne (diminution de la fréquence des crises épileptiques > 90 %)
présentaient une augmentation plus prononcée du GABA dans le liquide céphalorachidien
(Dahlin et al., 2005). Mais ces patients présentaient un niveau basal en GABA supérieur aux
autres patients. Dans cette étude, 'augmentation de la concentration en GABA était favorisée
chez les jeunes patients (age < 5,5 ans). La quantité de GABA cérébrale était analysée par
spectroscopie (NMR) chez trois enfants présentant une épilepsie pharmacorésistante (Wang
et al., 2003). Deux des enfants présentaient un faible niveau basal en GABA (1,22 * 10* et
1,66 * 10* unités arbitraires) qui augmentait ou se maintenait trois mois aprés I'introduction du
régime cétogéne (1,64 * 10* et 1,41 * 10%). Chez le troisiéme patient, une diminution de la
concentration en GABA était retrouvée apres trois mois de traitement par le régime cétogene
(passage de 7,1 *10° & 1,36 * 10%. Finalement, chez huit adultes sains et volontaires, une
augmentation de I'inhibition corticale de type GABA, était retrouvée apres deux semaines de
traitement par le régime cétogene (Cantello et al., 2007). Lles sujets recevaient un régime
cétogéne de ratio 4/1. Un enregistrement EEG associé a une stimulation magnétique
transcranienne était effectué avant I'introduction du régime cétogéne, puis apres 8 et 14 jours
de traitement. Un enregistrement était effectué trois mois aprés l'arrét du régime cétogene.
Chez les huit sujets, aprés 14 jours de traitement par le régime cétogéne, il était retrouvé une
augmentation de l'inhibition corticale de courte latence et une augmentation de I'activité béta
dans les régions périrolandiques. Ces modifications sont le reflet de l'augmentation de
l'activité de type GABA, et donc le reflet d’'une diminution de I'excitabilité corticale chez ces
sujets. En revanche, huit jours aprés l'introduction et trois mois aprés l'arrét du régime

cétogéne, ces modifications n’'étaient pas retrouvées.
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3) Changement de métabolisme énergétique

Un traitement par le régime cétogene conduit a une augmentation de la production de
corps cétoniques. Ces corps cétonigues sont utilisés par certains organes, dont le cerveau
comme source d’énergie. Le changement de substrat énergétique et/ou les changements du

métabolisme pourraient étre responsables des effets anticonvulsivants du régime cétogene.

a) Effet de I'inhibition de la glycolyse

Le traitement par le régime cétogene induit des changements métaboliques. Les deux
changements majeurs sont ['utilisation des corps cétoniques comme source d'énergie, et
l'inhibition de la glycolyse. Ce changement de substrat énergétique au niveau cérébral pourrait
étre impliqgué dans les propriétés anticonvulsivantes du régime cétogéne. En faveur de cette
observation, linhibition de la glycolyse suite a l'administration du 2-deoxyglucose (2-DG
[inhibiteur de la glucose phosphatase isomérase], 250 mg/kg, i.p.) augmentait le seuil
électrique d’apparition des crises épileptiques au cours du « kindling » électrique chez des rats
(Garriga-Canut et al., 2006). L'administration du 2-DG, 30 minutes avant la stimulation
électrigue conduisait a augmenter le nombre de décharges électriques pour obtenir des crises
épileptiques de stade lll, IV ou V. Chez les animaux ayant recu une injection de 2-DG avant la
stimulation électrique, la durée totale des crises (stade <IV) pour obtenir une crise épileptique
de stade V augmentait. Le 2-DG retardait la progression des crises épileptiques dans un
modéle de « kindling » électrique. Les propriétés anticonvulsivantes du 2-DG (0,25 et 0,5 g/kg,
i.p.) et du fructose 1,6 bi phosphate (F16BP, 0,25-0,5 et 1 g/kg, i.p.) étaient évaluées suite a
I'induction de crises épileptiques par le PTZ (50 mg/kg, i.p.), le kainate (10 mg/kg, i.p.) et la
pilocarpine (300 mg/kg, i.p.) chez des rats (Lian et al., 2007). Le F16BP active la voie des
pentoses phosphates et inhibe indirectement la glycolyse. L’administration de 2-DG une heure
avant la pilocarpine (0,25 g/kg, i.p.) réduisait la sévérité et la durée des crises épileptiques. Le
F16BP avait le méme effet sur la sévérité et la durée des crises épileptiques, mais cet effet
était dose-dépendant. Toujours dans ce modéle, I'administration de lactate (0,5 g/kg, i.p.) 30
minutes aprés le F16BP et le 2-DG conduisait & diminuer les effets anticonvulsivants du
F16BP et a inhiber ceux du 2-DG. Pour les crises épileptiques induites par le kainate, le 2-DG
(0,25 et 0,5 g/kg, i.p.) retardait I'apparition du premier « ébrouement » des rats, mais n'avait
pas d'effet sur la durée et la sévérité des crises épileptiques. Le F16BP avait un effet dose-
dépendant : la posologie de 0,25 g/kg était inefficace, et la posologie de 0,5 g/kg augmentait la
latence d’apparition et diminuait la sévérité et la durée des crises épileptiques. Finalement

pour les crises induites par le PTZ, une administration de 2-DG (0,25 g/kg) réduisait la durée
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des crises épileptiques sans modifier la latence d’apparition ni la sévérité. Le F16BP
augmentait la latence d’apparition des crises épileptiques et diminuait la durée de celles-ci de

facon dose-dépendant.

b) Modifications du métabolisme énergétique

Des rats traités trois semaines par le régime cétogéne présentaient une augmentation
de I'expression des genes liés au métabolisme : énergétique (34 génes), lipidique (17 génes)
et protéique [34 génes] (Bough et al., 2006). Les auteurs retrouvaient également une
diminution de I'expression de 23 génes sur 39 codant des protéines impliquées dans la
transmission synaptique ou codant des sous-unités de canaux ioniques (récepteurs AMPA,
récepteurs métabotropiques au glutamate, transporteur du glutamate EAAC1, canaux: au
chlore [CICN1], au potassium [KCNNZ2], au sodium [SCN1a], au calcium [alpha-4 et alpha-1-
D]...). Les genes liés au métabolisme énergétique qui étaient augmentés codaient des
protéines impliquées dans le cycle de Krebs, la phosphorylation oxydative et la glycolyse. Mais
les activités enzymatiques de la glycolyse et du cycle de Krebs n’étaient pas modifiées par le
régime cétogene lors d’'une mesure in vitro. Les auteurs expliquaient cette absence de
modification de I'activité enzymatique in vitro, par le fait que I'augmentation des transcrits était
modeste (< 35 %). Les modifications de I'expression génique suite a un traitement par le
régime ceétogene affectaient I'ensemble des cellules hippocampiques. Les animaux
présentaient également une augmentation de 46 % de la biogenése des mitochondries dans
les neurones hippocampiques et une augmentation de la capacité énergétique (augmentation
du ratio phosphocréatine / créatine et des concentrations en glutamate et en glutamine).
L'augmentation de la capacité énergétique au cours d’un traitement par le régime cétogene
était également retrouvée dans des précédentes études in vivo ou clinique (DeVivo et al.,
1978;Pan et al., 1999). L'augmentation de la capacité énergétique pourrait permettre de
stabiliser la transmission synaptique en situation pathologique (Bough et al., 2006). En effet,
les auteurs évaluaient grace a des tranches hippocampiques, les effets du régime cétogene
sur la genese des potentiels post-synaptiques excitateurs suite a une stimulation électrique.
Lorsque le glucose contenu dans le milieu de culture était diminué (de 10 uM a 2 pM) les
neurones du gyrus denté présentaient une diminution de I'émission de potentiels post-
synaptiques excitateurs de 27 % pour les animaux traités par le régime cétogene et de 53 %
pour les animaux témoins. L’augmentation des capacités énergétiques cellulaires contribuerait
a stabiliser la transmission synaptigue en situation pathologique. L’augmentation des
capacités énergétiques pourrait également conduire a une augmentation de la concentration
extracellulaire en adénosine. L’action de I'adénosine sur ses récepteurs métabotropiques de

type Al permettrait de diminuer la libération de glutamate au niveau pré-synaptique et/ou a
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diminuer I'excitabilité cellulaire de la région post-synaptique (Masino and Geiger, 2008).
L’augmentation des quantités d’ADP (adénosine diphosphate) peut conduire a I'activation des
canaux Katp. Les canaux Karp Ont la particularité de faire le lien entre le métabolisme et
I'excitabilité cellulaire. L'ouverture de ces canaux conduit a une sortie de potassium ce qui
favorise une repolarisation cellulaire. Au niveau cérébral, les canaux Karp sont exprimés par
les neurones, les astrocytes et les oligodendrocytes dans I'hippocampe, I'hypothalamus et la
substance noire. L'activation des canaux Karp par I’ADP induit une repolarisation et/ou une
hyperpolarisation cellulaire, ce qui est en faveur d’'une diminution de I'excitabilité cérébrale
(Vamecq et al., 2005). L'activation de ces canaux peut également étre modulée par les acides

gras a longue chaine et les corps cétoniques (Ma et al., 2007;Vamecq et al., 2005).

4) Actions neuroprotectrices du régime cétogene

Le régime cétogéne a des propriétés neuroprotectrices (diminution de la mort cellulaire
et prévention du stress oxydant). Certaines études suggérent que I'action antiépileptique du
régime cétogene est liée a son action neuroprotectrice. Mais cette notion reste floue et peu
développée dans la littérature. Dans cette partie, nous aborderons succinctement les
propriétés neuroprotectrices du régime cétogéne mais cette hypothese ne sera pas retenue

dans la suite du travail.

a) Modulation de la mort cellulaire et de la neurogenése

Plusieurs études ont rapporté une diminution de la mort neuronale suite a un état de
mal épileptique induit par le kainate (25 mg/kg, i.p.) chez des souris traitées par le régime
cétogene (Noh et al., 2003;Noh et al., 2005a;Noh et al., 2005b;Noh et al., 2006b). Dans une
autre étude il était retrouvé une augmentation de la neurogenese (Kwon et al., 2008). Un
traitement de quatre semaines par le régime cétogéne inhibait la mort neuronale
hippocampique induite par I'administration de kainate. Au niveau moléculaire et en faveur de
ces résultats, il était retrouvé une séquestration du complexe 14-3-3 par la protéine Bad
phosphorylée et une inhibition de la voie des caspases 3 (Noh et al., 2003;Noh et al., 2006).
L’augmentation de I'expression de la calbindine-D28k suite a un traitement par régime
cétogéne pourrait étre responsable de la diminution de la mort cellulaire. En effet, cette
protéine pourrait tamponner 'augmentation du calcium intracellulaire suite a I'administration de
kainate (Noh et al., 2005a). Aprés un traitement par le régime cétogéne il était également

retrouvé une diminution de la clusterine dans les aires CAl et CA3 hippocampiques de souris
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(Noh et al., 2005b), sans qu’une fonctionnalité n’ait pu étre associée a cette variation.

Une autre étude rapportait que le régime cétogéne avait un effet sur la neurogenése.
Suite & un traitement de quatre semaines par le régime cétogene, les souris ayant recu une
injection de kainate (30 mg/kg, i.p.) présentaient une augmentation de la neurogenése mise
en évidence par des injections de BrdU pendant six jours conseécutifs (Kwon et al., 2008). Les
auteurs suggéraient que cette augmentation de la neurogenése pourrait expliquer I'effet

bénéfique du régime cétogéne dans I'épilepsie.

b) Action sur le stress oxydant

Le stress oxydant conduit & la formation de radicaux libres qui sont pris en charge par
des systémes enzymatiques antioxydants afin de détoxifier le milieu cellulaire. Une
surproduction de radicaux libres et/ou une diminution de I'activité antioxydante conduit a des
dommages cellulaires. Dans une étude in vitro, lorsque des cellules en culture (organotypique)
étaient soumises a un état de mal épileptique prolongé (induit par une stimulation électrique
de 2 heures) la production de radicaux libres augmentait ainsi que les dommages cellulaires.
L'ajout d’'un agent antioxydant dans le milieu de culture (alpha-trocopherol) diminuait les
dommages cellulaires (Kovacs et al., 2002). Dans un modele in vivo un traitement de sept
jours par la vitamine E (alpha trocopherol; 25, 75 ou 225 mg/kg, i.p.) avait une action
antiépileptique. Un tel traitement induisait une diminution du nombre d'épisodes convulsifs
induits par une injection dacide méthylmalonique (MMA, 6 umol/2 yuL) ou de PTZ
(3,26 umol/ 2 L) dans le striatum, et une diminution de leurs durées (Ribeiro et al., 2005).
Cette action était dose-dépendante. Les effets antiépileptiques de la vitamine E étaient
également associés a une diminution de la production de substances réagissant avec I'acide
thiobarbiturique, un marqueur du stress oxydant. Ainsi, I'action neuroprotectrice du régime

cétogéne via une action antioxydante a été envisagée.

Dans une étude in vitro, I'application de corps cétoniques (BHB + ACA) conduisait a
protéger des cellules neuronales de rats lors de I'application de glutamate (10 uM) dans le
milieu de culture (Maalouf et al., 2007). L'application de 1 mM de BHB et de 1 mM d’ACA
augmentait le ratio NAD* / NADH et la respiration mitochondriale, ce qui conduisait a limiter la
production de radicaux libres et a diminuer la mort neuronale excitotoxique liée a I'application
de glutamate. Des résultats similaires étaient rapportés dans une autre étude (Noh et al.,
2006a). Un prétraitement (24 heures) de cellules hippocampiques de souris (HT22) par du
BHB (4 uM) ou de I'ACA (5 pM) réduisait la mort cellulaire induite par l'application de

glutamate (5 mM). Les effets étaient plus marqués avec I'ACA, qui réduisait la production de
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radicaux libres jusqu’a 12 heures aprés l'application de glutamate.

Dans les études in vivo, une augmentation du pouvoir antioxydant est rapportée chez
les animaux traités par le régime cétogéne. Une étude rapportait une augmentation des
protéines mitochondriales UCP2, UCP4 et UCP5 (uncoupling proteins) dans I'hippocampe de
jeunes souris (21 jours) traitées 10 a 12 jours par le régime cétogene (Sullivan et al., 2004). I
était également retrouvé chez ces souris une diminution de la production de radicaux libres
suite a I'application d'oligomycine (inhibiteur de 'ATP synthase) sur des mitochondries isolées.
Ces résultats sont en faveur d’un meilleur pouvoir antioxydant chez les animaux ayant recu le
régime cétogene. Deux autres études rapportaient une augmentation du pouvoir antioxydant
suite a un traitement de trois ou de huit semaines par le régime cétogéne chez des rats
(Jarrett et al., 2008;Ziegler et al., 2003). Des rats traités 8 semaines par le régime cétogéne
présentaient une augmentation du pouvoir antioxydant dans les mitochondries
hippocampiques, ainsi qu'une augmentation de 400 % de I'activité de la glutathion peroxydase
(Ziegler et al., 2003). Cette augmentation était uniquement retrouvée dans I'hippocampe. En
revanche, l'activité de la superoxyde dismutase n’'était pas affectée. Des rats traités trois
semaines par le régime cétogéne présentaient une augmentation de la concentration et de la
biosynthese de glutathion dans les mitochondries (Jarrett et al.,, 2008). Ces variations
s'accompagnaient d’une augmentation du pouvoir antioxydant des mitochondries avec une
diminution de la production de radicaux libres ainsi qu’'une diminution des dommages sur
I’ADN suite a I'application d’H,0,. En complément, 'augmentation du nombre de mitochondries
a la suite d’'un traitement par le régime cétogene pourrait contribuer a renforcer les effets

antioxydants observés dans les précédentes études (Bough et al., 2006).

5) Role des acides gras poly-insaturés

Une implication des acides gras poly-insaturés (AGPI) a été suggérée. Plusieurs
études rapportaient que les propriétés anticonvulsivantes du régime cétogéne pourraient étre
portées par les AGPI. Parmi les hypothéses d’action des AGPI il y a la modulation de la fluidité
membranaire, de l'activité de certains récepteurs canaux et de I'inflammation. Ces différents

aspects seront abordés dans la partie suivante.
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IV. Acides gras poly-insaturés

Les AGPI proviennent de I'alimentation, ou sont synthétisés de fagon endogéene a partir
des acides gras dits essentiels. Nous verrons dans cette partie que le pouvoir anticonvulsivant
des AGPI a été évalué dans plusieurs études cliniques, mais aussi dans des modéles in vitro

et in vivo.

1) Généralités sur les acides gras poly-insaturés

Les lipides alimentaires contiennent une grande variété d'acides gras. La famille des
lipides est composée de trois groupes : les acides gras saturés, mono-insaturés et poly-
insaturés. Cette distinction se fait par leurs caractéristiques chimiques, a savoir le nombre de
double liaison. Les AGPI se repartissent en différentes familles (oméga-3 [n-3], oméga-6 [n-6],
oméga-9 [n-9]) définies par la position de la premiére double liaison a I'extrémité méthyle-
terminale de leur précurseur. Dans ce travail, hous nous intéresserons plus particulierement
aux AGPI des séries n-3 et n-6 dont les chefs de file sont respectivement l'acide alpha

linolénique (ALA) et I'acide linoléique (LA).

Les AGPI sont les précurseurs de la synthése de médiateurs bioactifs comme les
eicosanoides et les docosanoides. lls ont aussi un réle structural car ils sont incorporés dans
les membranes cellulaires sous forme de phospholipides. Les chaines d'acyl gras poly-
insaturées jouent un rdle dans le maintien de l'intégrité structurale des membranes neuronales
(Bourre et al., 1991). La composition en phospholipides membranaires est dépendante des
apports alimentaires en AGPI (Haag, 2003). Les données expérimentales utilisant les modéles
in vitro et in vivo suggérent que les AGPI ont des propriétés antiépileptiques. Mais avant
d’aborder ce point nous présenterons succinctement les principaux AGPI n-6 (LA et AA) et n-3
(ALA, EPA et DHA).

2) L’'acide linoléique (LA) et I'acide alpha linolén  ique (ALA)

L’acide linoléique (LA, C18 :2 n-6) et I'acide alpha linolénique (ALA, C18 :3 n-3) sont
dits essentiels car ils ne peuvent pas étre synthétisés par les mammiferes qui ne possedent
pas les enzymes nécessaires a leur synthése (A12 et A15 desaturase). Ces deux acides gras
sont apportés uniguement par l'alimentation. L'ALA et le LA peuvent étre synthétisés par les

plantes qui représentent donc la meilleure source d’apport.
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Par une succession de désaturations et d’élongations, I'ALA et le LA sont métabolisés
en acides gras poly-insaturés a 20 et 22 carbones. Les métabolites les plus importants sont
'acide arachidonique (AA) pour le LA, l'acide eicosapentaénoique (EPA) et l'acide

docosahexaénoique (DHA) pour I'ALA (Figure 3).

Figure 3 : Métabolisme des acides gras poly-insaturés des séries oméga-3 (n-3) et oméga-6
(n-6).
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3) L’acide arachidonique (AA) et ses métabolites

L'AA (C20 :4 n-6) est synthétisé a partir du LA et, il est principalement intégré dans les
phospholipides membranaires. Le métabolisme de I'AA repose sur [lactivation de
phospholipases qui le libére des phospholipides membranaires. L'AA ainsi libéré peut étre

oxydé selon deux voies métaboliques principales qui sont présentées figure 4.

La premiére voie est la voie des cyclo-oxygénases (COX). Cette voie conduit a la
synthése des prostaglandines (PG), thromboxanes et des prostacyclines. Elle fait intervenir
deux types d’enzymes, la cyclo-oxygénase 1 qui est constitutive et qui s’exprime dans presque
tous les tissus et la cyclo-oxygénase 2 qui est inductible et dont la synthése peut étre amplifiée
par des médiateurs de I'inflammation. La deuxiéme voie met en jeu divers enzymes dont la 5-

lipo-oxygénase (LOX) pour produire les leucotriénes [LT] (DuBois et al., 1998). Il existe une
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troisieme voie : la voie du cytochrome P450 qui méne a la production de EET (acide

epoxyeicosatriénoique) et de HETE (acide hydroxyeicosatetraénoique).

Tous les dérivés eicosanoides (séries 2 et 4) de I'AA dont les postaglandines, les
thromboxanes, les prostacyclines, et les leucotrienes sont des molécules pro-inflammatoires.
Les leucotrienes qui dérivent de I'AA ont notamment la capacité d’'induire une augmentation de
la production du facteur nécrosant de tumeur alpha (TNF-alpha) et d’interleukines pro-
inflammatoires [IL1 et IL6] (Calder, 2005;Calder, 2006).

4) L'acide eicosapentaénoique (EPA) et ses métaboli  tes

L’EPA (C20 :5 n-3) est synthétisé a partir de I'ALA. Comme I'AA, il est intégré dans les
phospholipides membranaires et il est libéré par des phospholipases. L'EPA libéré est alors
dirigé vers les mémes voies d’oxydation que I'AA. Ces deux AGPI entrent en compétition.
L'EPA est utilisé en priorité et son oxydation conduit & la formation des eicosanoides
suivants : le thromboxane A3, la prostacycline PGI3, les prostaglandines E3 et les
leucotriénes B5 (Figure 4). Ces eicosanoides possédent une faible activité inflammatoire
(Calder, 2005;Calder, 2006).

5) L’acide docosohexaénoique (DHA) et ses métabolit  es

Le DHA (C22 :3 n-3) est synthétisé a partir de I'ALA. Il est ensuite incorporé dans les
membranes cellulaires sous forme de phospholipides. C’est un composant majoritaire dans le
systéme nerveux central ou 30 % de DHA est incorporé dans les phopholipides membranaires
pour 15 % d’AA (Tinoco, 1982). Il peut étre libéré des phospholipides membranaires par
I'action des phospholipases. Le DHA libéré est alors transformé (comme I'AA et 'EPA) par les
COX et les LOX. L'oxydation du DHA via ces deux voies conduit a la formation de
docosanoides de la série D-resolvines (docosatrieénes, neuroprotectines...). Ces molécules ont
une forte capacité anti-inflammatoire et peuvent réguler la production de I'lL1-béta par leur
action sur le facteur NFkB (Calder, 2005;Hong et al., 2003;Marcheselli et al., 2003).

N.B : Ces AGPI (AA, EPA et DHA) une fois libérés par les phospholipases peuvent aussi étre

orientés vers la béta-oxydation mitochondriale ou recapturés dans le réticulum

endoplasmique.
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Figure 4 : Biosynthése des eicosanoides a partir de I'acide arachidonique (AA) et de I'acide

eicosapentaénoique (EPA). [COX : cyclo-oxygénsases ; LOX : lypo-oxygénase]
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DONNEES CLINIQUES

Trois études cliniques (Bromfield et al., 2008;Schlanger et al., 2002;Yuen et al., 2005)
se sont intéressées a l'effet anticonvulsivant des AGPI. L'apport entérale d’AGPI dans ces
études se faisait principalement avec des AGPI n-3. Ces études ne sont pas homogenes sur

le plan méthodologie et méritent d’étre analysées plus précisément.

1) Etudes cliniques

Dans un essai ouvert, 21 patients avec une épilepsie pharmacorésistante étaient inclus
(Schlanger et al., 2002). L'alimentation de ces patients était complétée durant 6 mois par
'administration quotidienne de 3,25 g d’AGPI n-3 (46 % DHA ; 18 % EPA ; 1 % ALA) contenu

dans du pain. Seul 5 patients sur 21 terminaient I'étude car 16 patients refusaient de manger
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le pain contenant les AGPIl. Ces cing patients présentaient tous une diminution de la

fréquence et de la sévérité des crises d’épilepsie.

Une étude randomisée en double aveugle contre placebo (huile minérale) a inclus
56 patients pharmacorésistants (29 traités et 27 placebos). Le groupe traité recevait
quotidiennement 1 g d’EPA et 0,7 g DHA. La fréquence des crises d’épilepsie était réduite de
50 % chez le groupe traité durant les 6 premieres semaines du traitement, mais I'effet n’était
pas maintenu dans le temps a l'issu de I'essai [12 semaines] (Yuen et al., 2005). En revanche,
dans un essai avec une méthodologie similaire, les patients du groupe traité recevaient
quotidiennement un mélange EPA / DHA 2,2 mg/jour (3/2). Sur les 21 patients (12 traités et
9 placebos), aucun patient traité par le mélange d’AGPI ne présentait une diminution de la
fréquence des crises d’'épilepsie, tandis que deux patients du groupe placebo présentaient une

diminution de la fréquence des crises d’'épilepsie (Bromfield et al., 2008).

Les informations apportées par ces études clinigues ne permettent pas de conclure
quant a I'existence ou pas de propriétés anticonvulsivantes portées par les AGPI. Dans les
deux derniers essais présentés, qui ont été conduits en aveugle avec randomisation et contre
placebo, les quantités de lipides (EPA et DHA) apportées sont variables d’une étude a l'autre
(1,7 gl/jour versus 2,2 mg/jour). De plus, les apports lipidiques alimentaires n’étaient ni évalués
ni contrélés. Seul une étude sur les deux rapportait le dosage des AGPI plasmatiques (acides
gras totaux et PC erythrocytaires). Aucune des études ne rapportait d’évaluation biochimique
réguliere, ni dévaluation du statut nutritionnel des patients. Tous ces facteurs peuvent

constituer des biais dans ces études.

2) Comparaison avec les apports du régime cétogéne

Une comparaison de la quantité d’acides gras fournis par le régime cétogéne et par les
études cliniques sur les AGPI peut étre effectuée. Le régime cétogéne est établi avec un ratio
de 4/1 ou 3/1. Cela signifie que 4 ou 3 g de lipides sont apportés pour 1 g de protéines et de
glucides. Pour un enfant de 5 ans, les besoins caloriques sont de 80 kcal/kg/jour. Les lipides
apportent donc 54 (ratio 3/1) a 72 kcal/kg/jour (4/1); ce qui correspond & 6 a 8 g/kg/jour de
lipides. Dans les pays occidentaux, les produits alimentaires les plus fréquemment utilisés ne
sont pas riches en AGPI. Un apport maximum de 50 % d’AGPI au cours d’'un régime cétogene
sera retenu. A la vue de ces données, il est possible de suggérer que les essais cliniques
n‘ont pas mis en évidence d’effets anticonvulsivants probants des AGPI du fait des quantités

insuffisantes apportées dans les différents essais en comparaison avec le régime cétogene.
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DONNEES EXPERIMENTALES

Deux types de modéles ont été utilisés dans les approches expérimentales. Dans les
études in vitro, les propriétés anticonvulsivantes des AGPI étaient évaluées sur des modéles
de tranches hippocampiques. Il s’agit de tranches de tissu frais, perfusées par du liquide
céphalorachidien artificiel. L'intérét de ce modéle est de pouvoir étudier une ou des cellules en
respectant la connectivité neuronale de celle(s)-ci dans leur réseau cellulaire. Des électrodes
sont utilisées pour enregistrer I'activité neuronale lors de stimuli électriques et/ou chimiques
permettant d'étudier la genése des potentiels d’action, la fréquence de décharge et la
propagation des décharges au sein des structures hippocampiques. Les modéles in vivo
évaluent la capacité de réduire lintensité et/ou I'apparition de crises épileptiqgues qui sont
induites par des stimulations chimiques (antagoniste GABAergique, irritation corticale) ou par
une stimulation auditive dans un modéle génétiquement modifié de souris avec des crises

épileptiques audiogénes.

1) Evaluation in vitro

Dans les modeles in vitro I'application d’AGPI n-3 conduisait & modifier I'excitabilité
cellulaire. L'application extracellulaire de 20 uM d’EPA (n-3) ou de DHA (n-3) dans la région
CALl, sur des tranches hippocampiques de souris, modifiait le potentiel de repos cellulaire vers
une hyperpolarisation retardant la genése et le nombre de potentiels d’action induit par une
stimulation électrique (Xiao and Li, 1999). En revanche, I'EPA ne modifiait pas I'amplitude ni la
durée des potentiels d’action. L'application d’EPA diminuait aussi la fréquence des potentiels
d’action émis suite la stimulation électrique. Cette diminution était de 45 %. Dans cette méme
étude, l'application de 20 uM d’'EPA ou de DHA dans la région CA3 ne modifiait pas le
potentiel de repos de ces cellules, mais réduisait de 55 % la genése des potentiels d’action
spontanés. Le traitement de ces tranches hippocampiques par I'EPA (20 uM) inhibait les
potentiels d’action des aires CA1 et CA3 induits par I'application de 200 uM de PTZ ou 200 uM
de glutamate. Dans une autre étude, I'application de 50 ou de 100 uM de DHA dans la région
CA1l, sur des tranches hippocampiques de rats, réduisait 'amplitude des potentiels d’action
généreés en réponse a l'application de bicuculline (10 uM) ou a une déprivation en magnésium
(active les récepteurs NMDA). Le potentiel de repos cellulaire n’était pas modifié par
I'application de DHA (Young et al., 2000). Les résultats de ces deux études in vitro montraient
que I'EPA et le DHA (n-3) étaient capables de diminuer I'excitabilité des neurones

hippocampiques des aires CA1 et CA3.
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2) Evaluation in vivo

Le pouvoir anticonvulsivant des AGPI semble confirmé par les données sur les
modéles animaux. Dans les modeles in vivo, les études ont utilisé quasi exclusivement des
mélanges d’AGPI avec des ratios n-3/n-6 variables ne permettant pas de conclure sur I'effet
d’'une série en particulier. L'administration pendant trois semaines par voie i.p., d'un mélange
(SR-3, 40 mg/kg/jour) contenant du LA (n-6) et de I'ALA (n-3) [4/1] induisait une diminution de
la durée des crises épileptiques et une augmentation de la latence d’apparition des crises
motrices dans plusieurs modéles de crises d'épilepsie chez des rats : administrations i.p.
répétées de doses infra-convulsivantes de PTZ, administration d'une dose unique
convulsivante de PTZ (50 ou 100 mg/kg, i.p.), irritation corticale par I'administration en
intracérébroventriculaire (i.c.v.) de FeCl; et chez des animaux présentant des crises
audiogénes (Yehuda et al., 1994). Dans une autre étude, les effets anticonvulsivants du
mélange SR-3 étaient comparés a ceux d'un antiépileptique. Chez des rats, le mélange SR-3
(40 mg/kg, i.p.) avait une efficacité anticonvulsivante comparable aux effets obtenus suite a
'administration d’'un antiépileptique (carbamazépine, 30 mg/kg, i.m.). L’évaluation était
réalisée suite a I'injection d’'une dose convulsivante unique de PTZ [80 mg/kg, i.p.] (Rabinovitz
et al., 2004). Une étude utilisant le mélange SR-3, avec un schéma expérimental similaire, ne
conduisait pas aux mémes résultats (Taha et al., 2006), mais il était rapporté un effet dose-
dépendant (Taha et al., 2008a). Dans cette derniére étude les auteurs administraient pendant
21 jours le mélange SR-3 a différentes posologies (40, 200, 400 et 1000 mg/kg) a des rats. A
l'issu du traitement un seuil au PTZ était réalisé par une injection i.p. (80 mg/kg). Les animaux
traités par 200 mg/kg de SR-3 présentaient une augmentation de la latence pour I'apparition
de la crise épileptique généralisée induite par le PTZ, sans modification de la sévérité des
crises. L'efficacité anticonvulsivante du mélange SR-3 n’était pas associée a une modification
des phospholipides membranaires cérébraux. Seul une augmentation des AGPI n-3 dans la
fraction des acides gras totaux contenant les acides gras libres était retrouvée.
L'administration du mélange aux posologies de 400 et de 1000 mg/kg se révélait toxique pour
les animaux. Les rats perdaient du poids, ne mangeaient plus et étaient ballonés. Selon les
auteurs, ces effets néfastes étaient liés aux injections répétées du mélange SR-3 dans la

cavité gastrointestinale.

Des acides gras ont également été utilisés de fagon isolée. Ainsi, 'administration i.v.
pendant 30 minutes de DHA ou d’EPA (40 uM) était responsable d’'une augmentation du seuil
d’apparition de l'activité épileptique induite par une stimulation corticale chez des rats (Voskuyl

et al., 1998). Cet effet était maintenu 6 heures apres l'injection, mais il ne persistait pas a
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24 heures. Une administration de LA (40 uM, i.v.) avait des effets plus modestes que le DHA
et 'EPA. Suite aux injections i.v., les taux plasmatiques d’EPA et de DHA étaient mesurés.
Les concentrations maximales étaient atteintes dans les deux premiéres heures apres
l'injection. Puis les concentrations diminuaient progressivement pour atteindre leur niveau
initial 6 heures aprés l'injection d’EPA ou de DHA. Dans une autre étude, I'administration
d’ALA en i.c.v. (10 pM) induisait une diminution des crises d'épilepsie induites par
'administration de kainate (10 mg/kg, i.p.) chez des rats (Lauritzen et al., 2000). De plus, 'ALA
(i.v., 100 nmol/kg ou i.c.v., 10 uM) avait un effet neuroprotecteur dans ce modéle, avec une
diminution de I'atteinte cellulaire dans les aires hippocampiques CA1 et CA3. Il y avait 90 % de
survie cellulaire dans CAL et 95 % de survie cellulaire dans CA3, 7 jours apres I'administration
de kainate. Enfin, un apport via I'alimentation de 6 g/kg/jour de DHA ou d’'EPA chez des souris
ne modifiait pas les seuils des crises épileptiques induites par le PTZ (10 mg/ml, i.v.), le
fluorothyl, le kainate (35 mg/kg, i.p.) ou par le modele de choc électrique a 6 hertz. Dans le
modeéle au kainate, les apports alimentaires en DHA et EPA n’avaient pas d'effet

neuroprotecteur (Willis et al., 2008).

Plus récemment, [lutilisation de souris transgéniques fat-1 suggére un rdle
anticonvulsivant des AGPI n-3 (Taha et al., 2008b). Les souris transgéniques fat-1 sont
capables de synthétiser des AGPI n-3 a partir des acides gras n-6 contenu dans I'alimentation.
Ces souris présentent une augmentation de la concentration en DHA et une diminution de 'AA
contenus dans les acides gras cérébraux totaux. La variation de la teneur en DHA était
corrélée (r = 0,56) avec I'augmentation du délai d’apparition des crises d’épilepsie induites par
le PTZ (50 mg/kg, s.c.).

MECANISMES PORTANT LES PROPRIETES ANTICONVULSIVANTE S
DES AGPI

Différentes hypotheses d’action ont été évoquées. Les AGPI pourraient agir en
modifiant la fluidité membranaire, en agissant sur l'activit¢ des canaux ioniques et/ou en
modulant I'inflammation (Figure 5). Une modulation du métabolisme, des voies inflammatoires
ou encore du stress oxydant est également possible via I'activation des récepteurs PPAR-

alpha par les AGPI.
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1) Modulation de la fluidité membranaire

La fluidité membranaire caractérise I'état physico-chimique de la bicouche lipidique qui
constitue les membranes cellulaires. La membrane cellulaire doit étre ni trop rigide ni trop
fluide pour permettre les échanges entre les milieux intra- et extracellulaires (Janmey and
Kinnunen, 2006). Le degré de fluidité membranaire est modulé par les AGPI provenant de
I'alimentation, et notamment par leur incorporation dans les phospholipides membranaires et
le cholestérol. La fluidité membranaire dépend du taux d’'insaturation des AGPI incorporés
dans les phospholipides membranaires. L'AA, 'EPA et le DHA qui sont poly-insaturés sont de

puissants modulateurs de la fluidité membranaire (Yehuda et al., 1999;Youdim et al., 2000).

Les délais d'incorporation des AGPI dans les phospholipides membranaires dépendent
des tissus. Mais des modifications de I'alimentation conduisent a des changements visibles a
plus ou moins long terme. L'apport DHA (10 mg/jour) pendant 8 semaines chez des rats
adultes (20-22 mois) induisait une augmentation de la concentration en DHA dans les tissus
cérébraux (Little et al., 2007). Une étude menée chez des rats carencés en AGPI n-3 a étudié
la cinétique d’incorporation du DHA dans différents tissus : plasmatique, cérébral, rétinien et
hépatique (Moriguchi et al., 2001). Au niveau cérébral, aprés deux semaines d’apport en AGPI
n-3 les rats présentaient une augmentation de 35 % de la teneur en DHA. Une modification
compléte était retrouvée aprés 8 semaines de traitement pour le cerveau et la rétine. En ce qui
concerne le plasma, une augmentation de 100 % de la teneur en DHA était obtenue aprés
deux semaines d’apport en AGPI n-3. Il en était de méme pour le foie. Il était également décrit
gu'au niveau cérébral, les variations de la composition en AGPI contenus dans les
phospholipides dépendaient essentiellement de I'apport en acides gras libres et de réactions
d’estérification et de désestérifications. Seul 4 % des phospholipides cérébraux proviennent

des phospholipides plasmatiques (Rapoport, 2003).

Une maodification de la fluidité membranaire par la fraction d'acides gras libres ou
encore par un changement de la composition en phospholipides peut conduire a des
changements fonctionnels de protéines telles que des enzymes, des récepteurs ou des
canaux ioniques. Les hypothéses d’action soulevées sont une modification des interactions
protéiques, une modification de la conformation des protéines transmembranaires, une
modification de I'accessibilité des sites de liaisons des substrats (Fernstrom, 1999;Yehuda et
al., 1999;Youdim et al., 2000). Comme nous 'avons décrit précédemment, I'application d’AGPI
(EPA, DHA) sur des tranches hippocampiques conduisait & moduler I'excitabilité neuronale

(Xiao and Li, 1999;Young et al., 2000). Ces effets pourraient étre liés a I'action des AGPI sur
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la fluidité membranaire ce qui conduirait a modifier I'activité de canaux ioniques (Poling et al.,
1996;Vreugdenhil et al., 1996;Xiao et al., 1995;Xiao et al., 1997). Cet aspect sera plus

précisément abordé dans la partie suivante.

2) Modulation des canaux ioniques

a) Canaux sodiques et calcigues

L’application d’AGPI sur des cellules cérébrales modulait les flux ioniques a travers
certains canaux, modifiant ainsi I'excitabilité cellulaire. L'application de DHA ou d’EPA sur des
neurones isolés de CAl modulait les courants entrants calciques et sodiques des canaux
voltage-dépendant (Vreugdenhil et al., 1996). Ces modifications n’étaient pas retrouvées lors
de l'application de LA (n-6). L’application de 16 uM de DHA ou d’EPA (n-3) n’affectait pas les
seuils d’activation de ces canaux voltage-dépendant mais induisait une inactivation des
canaux plus rapide. Les conductances des ions calciques et sodiques étaient ainsi diminuées
respectivement de 27 et 33 %. Une telle modulation des courants ioniques sodiques et
calciques était également retrouvée lors de [I'application d’AGPI sur des myocytes.
L'application de DHA, d’EPA ou d’ALA (5 ou 10 uM) sur des myocytes (cellules excitables)
conduisait a inhiber de facon transitoire et réversible les courants entrants sodiques induits par
une dépolarisation (respectivement 66 %, 64 % et 71 % d'inhibition pour 10 uM de DHA,
d’EPA ou d’ALA). Les mémes effets, mais moins marqués (44 %) étaient obtenus lors de
'application de 5 ou 10 pM d’AA (Xiao et al., 1995). L'application extracellulaire d’AGPI n-3
(DHA, EPA, ALA) et n-6 (LA et AA) sur des myocytes conduisait également a diminuer de
fagon réversible les courants entrants calciques (Xiao et al., 1997). Dans cette étude,
I'application de 5 uM d’EPA, de DHA ou d’ALA conduisait a inhiber respectivement 83 %, 62 %
et 77 % du courant calcique entrant. L'application de 5 uM d’AA ou de LA inhibait 76 % du

courant calcique entrant.

Dans ces études menées sur des cellules excitables neuronales ou cardiaques,
I'application d’AGPI n-3 conduisait & diminuer I'excitabilité cellulaire via une action sur les
courants ionigues entrants calciques et sodiques. Il est plus difficile de conclure sur les effets
des AGPI n-6 car selon les études les effets retrouvés n’étaient pas les mémes. Méme si ces
résultats sont en faveur d'une action anticonvulsivante des AGPI n-3, ils doivent étre
considérés avec précaution puisque I'évaluation de I'action de ces AGPI se faisait uniquement

a I'échelle cellulaire. A I'opposé de ces résultats, une étude menée in vivo rapportait I'absence
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d’efficacité anticonvulsivante d’un traitement de 21 jours par des AGPI n-3 (EPA et DHA) chez

des rats.

b) Canaux potassigues

Les AGPI peuvent également moduler l'activité¢ des canaux potassiques voltage-
dépendant qui sont impliqués dans la repolarisation cellulaire. Les résultats différent selon les
études et selon le type de canaux potassiques impliqués. L'application extracellulaire de DHA
ou d'AA (0,02 a 50 uM) sur des neurones de néocortex de rats inhibait de fagcon dose-
dépendante les courants potassiques sortants induits par une dépolarisation (Poling et al.,
1996). Les effets inhibiteurs du DHA et de I'AA étaient rapidement neutralisés (2 secondes)
par I'application de sérum albumine bovine qui fixait les AGPI. Ce résultat est en faveur d’'une
modulation de ces canaux ioniques par les AGPI libres. L’effet de I'application de DHA était
étudié plus en détail sur des cellules exprimant les canaux Kv1.2. L’action inhibitrice du DHA
sur ces canaux était zinc dépendante et I'action du DHA se faisait au niveau extracellulaire.
Les auteurs suggéraient que le DHA était un messager local capable d'interagir avec certains
domaines extracellulaires des canaux potassiques. Dans une autre étude, I'application d’AA (1
a 10 pM) inhibait de fagon dose-dépendante les courants sortants potassiques transitoires
dans les neurones pyramidaux de CAl et dans les ineterneurones inhibiteurs du stratum
oriens-alveus via une augmentation de la durée d’inactivation (Keros and McBain, 1997). En
revanche, I'application d’AA ne modifiait pas le seuil d'inactivation des canaux potassiques.
L'application d’'un analogue de I'’AA non métabolisable (ETYA 1 & 10 uM) induisait les mémes
effets que I'application d’AA. Cette expérience permettait de mettre en évidence que l'action
de I'AA était directe, sans implication des dérivés eicosanoides issus du métabolisme de I'AA.
Dans ces deux études, la modulation des courants potassiques par les AGPI n-3 ou n-6

favorisait le maintien des cellules dans un état dépolarisé.

D’autres résultats étaient en faveur de la repolarisation cellulaire. L'application de DHA
(7 a 700 uM) sur des oocytes de xénopes exprimant les canaux Kvl induisait une
augmentation des courants potassiques sortants (Xu et al., 2008). Ces résultats sont en faveur
d’'une diminution de I'excitabilité cellulaire puisque 'augmentation de la sortie de potassium
favorise la repolarisation cellulaire. Les effets maximum du DHA étaient obtenus pour des
concentrations comprises entre 21 et 700 uM. Mais l'utilisation d’'un AGPI unique et a de fortes
concentrations n’est pas représentatif de ce qu'il se passe in vivo. Les auteurs ont donc choisi
d'appliquer du liquide céphalorachidien provenant d’enfants (n=20) traités par le régime
cétogéne. L’activité des canaux Kvl était évaluée suite a [l'application de liquide

céphalorachidien prélevé a l'introduction du régime cétogene (a la fin du jelne) puis apres
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trois a six mois de traitement. L'activité des canaux Kv1 était modulée de facon similaire par le
DHA et par le liquide céphalorachidien obtenu aprés quelgues mois de traitement par le

régime cétogene.

La modulation des canaux potassiques voltage-dépendant par les AGPI n-3 et n-6
semble dépendre du type cellulaire étudié ainsi que du type de canal potassique exprimé. Les
effets observés sont soit en faveur d’'une augmentation de I'excitabilité cellulaire, soit en faveur
d’'une diminution de celle-ci. Ces études rapportent des observations obtenues dans des
modélisations in vitro. L'observation d’'un phénoméne a I'échelle d’'une cellule isolée ne permet
pas de prédire quelle sera l'action globale dans un systéme complexe ou les cellules sont

interconnectées.

3) Modulation de I'inflammation

Les données issues des études expérimentales suggérent qu’il existe une relation de
réciprocité entre crises épileptiques et cytokines. D’une part, il a été montré que les cytokines
pro-inflammatoires avaient des propriétés pro-convulsivantes. D’autre part, un état de mal
épileptique est responsable de I'expression cérébrale de cytokines inflammatoires comme I'lL-
1B, IL-6 et le TNF-a (Auvin and Sankar, 2008). Les AGPI n-3 possedent des propriétés anti-
inflammatoires, alors que les AGPI de type n-6 sont des précurseurs des voies pro-
inflammatoires (Calder, 2006;Simopoulos, 2002). Il existe plusieurs mécanismes d'action de
cette modulation inflammatoire :

o modification de la fluidité membranaire des lymphocytes T agissant sur I'activité
des protéines membranaires,

o les AGPI n-3 entrent en compétition avec les AGPI n-6 comme substrats
enzymatiques abaissant la quantité de molécules pro-inflammatoires telles que
les prostaglandines de type 2 et des leucotrienes de type 4,

0 action directe au niveau des récepteurs nucléaires PPAR (peroxisome
proliferator-activated receptor) alpha et gamma en agissant comme
rétrocontrdle sur le facteur NFk-B (facteur nucléaire impliqué dans la synthése
des cytokines),

o0 action directe sur l'immunité en diminuant les cytokines et les médiateurs
lipidiques pro-inflammatoires (Gottrand, 2007;Youdim et al., 2000). Les
propriétés anticonvulsivantes des AGPI n-3, décrites précédemment, pourraient

étre liées a leurs activités de modulation de I'inflammation.
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Figure 5: Hypothéses d'action des AGPI conduisant a une action anticonvulsivante.
[RXR : récepteurs a l'acide rétinoique ; PPARSs : peroxisone proliferator-activated receptors;
LT : leucotrienes; PGs : prostaglandines ; COX : cyclo-oxygénases; LOX : lypo-oxygénases ;

NFkB et AP-1 : facteurs de transcription]
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4) Les récepteurs PPAR-alpha (peroxisome proliferat  or-activated receptor-
alpha)

Les récepteurs PPAR-alpha appartiennent a la famille des récepteurs nucléaires
PPARs. Chez 'Homme comme chez le rat, la souris et le xénope trois isotypes de récepteurs
PPAR ont été identifiées : PPAR-alpa, PPAR-béta/delta, PPAR-gamma. Ces trois isotypes
different par leurs lieux d’expression, leurs niveaux d’expression, la nature de leurs ligands et
les voies métaboliques cibles. Dans la suite du travail, nous nous focaliserons uniqguement sur
les récepteurs PPAR-alpa qui peuvent étre activés par les AGPI et qui sont impliqués dans la
régulation du métabolisme lipidique et des voies inflammatoires. Ces récepteurs PPAR-alpha
sont exprimés dans le cerveau [ganglions de la base, cortex, hippocampe, thalamus]
(Cullingford et al., 1998;Moreno et al., 2004).
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a) Structure des récepteurs PPARS

Les récepteurs PPARs sont constitués de cinq domaines fonctionnels : A/B, C, D, E et
F (Figure 6). Le domaine A/B est le domaine ou sont observées les plus grandes variations
entre les récepteurs en termes de longueur et de séquence. Le domaine C est le domaine le
plus conservé. Il est constitué de deux molécules en doigt de zinc et, ce domaine est le
domaine de fixation a 'ADN (DNA-binding domain). Le domaine D est une région charniére
entre les domaines C et E pouvant interagir avec des co-répresseurs, hotamment lorsque le
récepteur n'est pas activé. Le domaine E est le domaine de liaison au ligand (ligand-binding
domain). Il permet la fixation du ligand, mais il permet également la dimérisation des

récepteurs. Le domaine F n’a pas de fonction particuliére identifiée.

Figure 6: Représentation schématique du récepteur nucléaire PPAR-alpha et de ses
différents domaines (A/B, C, D, E et F).

Interaction avec des corépresseurs Domaine non spécifique

H,N A/B C D E F |cooH

Site de liaison a ’ADN

Site de fixation du ligand et site de dimérisation

N.PORTA

b) Agonistes des récepteurs PPAR-alpha

Les acides gras a longue chaine tel que le DHA, I'ALA, le LA et I'AA sont des agonistes
naturels des récepteurs nucléaires PPAR-alpha. Au plus la chaine carbonée est longue au
plus I'activation de PPAR-alpha est forte (DHA > EPA > AA). Les dérivés oxydés des lipides
(LTB4, 8-(S)-HETE, PGJ2, 15dPGJ2) issus des voies des cyclo-oxygénases et des lipo-
oxygénases, sont également des activateurs des récepteurs PPAR-alpha (Bishop-Bailey,
2000;Cullingford, 2004;Moraes et al., 2006).

Les récepteurs PPAR-alpha peuvent aussi étre activés par des ligands synthétiques.

Les agents pharmacologiques hypolipémiants de la famille des fibrates en font partie

(ciprofibrate, clofibrate, bézafibrate, fénofibrate). Les fibrates sont utilisés en clinique pour
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diminuer les taux plasmatiques de triglycérides et augmenter les taux plasmatiques de

cholestérol de type HDL.

c) PPAR-alpha activés et régulations

Le récepteur PPAR-alpha a I'état inactivé est un complexe lié a des éléments co-
répresseurs, situé dans le cytoplasme de la cellule. Lorsque PPAR-alpha fixe un de ses
ligands, les co-répresseurs sont remplacés par des éléments co-activateurs. Le récepteur
PPAR-alpha activé est transloqué dans le noyau de la cellule. Il se dimérise avec le récepteur
a l'acide rétinoique (RXR-alpha, RXR-béta ou RXR-gamma), lui-méme activé par I'acide 9-cis
rétinoique. Un hétérodimére PPAR-alpha-RXR est ainsi formé. Cet hétérodimére peut alors se
lier & 'ADN sur un élément réponse appelé PPAR-response Element (PPRE) constitué de
deux demi-sites AGGTCA séparés par un ou deux nucléotides. Une fois ce complexe lié a
I’ADN, la transcription est activée (Figure 7). Le récepteur PPAR-alpha activé par son ligand
peut également réguler négativement I'expression de certains genes par une transrépression

transcriptionnelle (Figure 8).

> Effets transcriptionnels

La fixation du complexe PPAR-alpha-RXR sur la séquence PPRE de I'ADN permet le
recrutement de co-activateurs, puis la transcription de geénes cibles (Figure 7). Parmi ces
genes sont retrouvés des génes impligués dans le métabolisme et I'oxydation lipidique
(Ahmed et al., 2007;Barbier et al., 2002). Des souris déficientes en récepteur PPAR-alpha (KO
PPAR-alpha) présentaient une accumulation anormale des acides gras au niveau hépatique et
cardiaque (Leone et al., 1999). Ces souris n'étaient pas capables de dégrader les acides gras
et de les transformer en corps cétoniques au cours d'un épisode de jeline. Chez des rats,
I'activation des récepteurs PPAR-alpha par le clofibrate ou par I'acide valproique induisait une
augmentation de I'expression d'une enzyme clé de la cétogenése: la 3-hydroxy-3-
methylglutaryl-CoA (mHS), dans les mitochondries hépatiques et cérébrales (Cullingford et al.,
2002a). Ces effets étaient également retrouvés au niveau cardiaque quand les récepteurs
PPAR-alpha étaient activés par des AGPI (Rodriguez et al., 1994).

Le complexe PPAR-alpha-RXR peut également conduire a une augmentation de
I'expression d’enzymes antioxydantes dont la catalase, la superoxyde dismutase Cu/Zn, la
glutathion réductase, la glutathion peroxydase favorisant ainsi le pouvoir antioxydant des

cellules (Deplanque et al., 2003;Toyama et al., 2004).
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Figure 7 : Le récepteur PPAR-alpha fixe son ligand (naturel ou synthétique) puis il se dimérise
avec le récepteur a l'acide rétinoique (RXR) ayant lui-méme fixé son ligand (I'acide 9-cis
rétinoique). Le complexe PPAR-alpha-RXR peut alors se lier a 'ADN sur la région PPRE

(PPAR-response element) et induire la transcription.
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L’activation des récepteurs PPAR-alpha module linflammation (Blanquart et al.,
2003;Moraes et al., 2006). Des patients traités par fibrates pour une légére hyperlipémie
présentaient une diminution des concentrations plasmatiques des molécules inflammatoires
telles le TNF-alpha et l'interféron-gamma (Madej et al.,, 1998). Tandis que des souris KO
PPAR-alpha présentaient une augmentation de la réponse inflammatoire. Des souris KO
PPAR-alpha traitées avec du LTB4 ou de I'AA présentaient une réponse inflammatoire
exacerbée (Devchand et al., 1996) et des splénocytes isolés a partir de ces souris
produisaient en exces I'lL6 et I'lL12 en réponse a I'application de lipopolysaccharide bactérien
[LPS] (Poynter and Daynes, 1998). Une telle modulation de I'inflammation était également
retrouvée au niveau du systéme nerveux central. Des souris sauvages et KO en
apolipoprotéine-E traitées 14 jours par du fénofibrate présentaient une diminution des
marqueurs de l'inflammation (VCAM-1, ICAM-1) suite a une ischémie cérébrale (Deplanque et
al., 2003).
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Ces effets de PPAR-alpha sur l'inflammation sont liés a une action de PPAR-alpha
activé sur des facteurs activateurs de transcription tels que NFkB et AP-1 (Delerive et al.,
1999). Cette action semble étre directe, par une action négative de PPAR-alpha activé sur
I'élément c-jun du complexe AP-1 et sur I'élément p65 du complexe NFkB (Figure 8). Mais
PPAR-alpha activé peut également augmenter la synthése de IkB un inhibiteur du complexe
NFkB (Delerive et al., 2000).

Figure 8: Le récepteur PPAR-alpha activé par son ligand peut inhiber la formation des
complexes NFkB et AP1. La transcription de genes impliqués dans l'inflammation ou le stress
oxydant est diminuée ou inhibée. La liste présentée n'est pas exhaustive [INOS : nitrique
oxyde synthase inductible; COX2 : cyclo-oxygénase 2 ; MMP-9 : métalloprotéinase 9 ; TNF-
alpha : tumor necrosis factor alpha; ICAM-1 :intracellular adhesion molecule 1; VCAM-
1 : vascular cell adhesion molecule 1 ; IL : interleukines ; NFkB-RE : élément de réponse au

facteur nucléaire NFkB].
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Chapitre Il © hypotheses de travail

HYPOTHESES DE TRAVAIL
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Dans les pages précédentes, nous avons vu que le régime cétogéne est un traitement

efficace dans la prise en charge des épilepsies pharmacorésistantes. Mais ce traitement est

contraignant pour les patients et les familles. Nous rappelons dans la figure 9 les hypotheses

physiopathologiques qui pourraient rendre compte de lactivité antiépileptique du régime

cétogéne. Nos méconnaissances dans ce domaine ne permettent pas a ce jour de développer

de traitement de remplacement.

Figure 9 : Hypothéses d’action du régime cétogene.
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Le but de ce travail est d’évaluer d’éventuelles alternatives thérapeutiques au régime

cétogene. La finalité étant d’envisager des traitements moins contraignants et ayant la méme

efficacité. En tenant compte des probables mécanismes physiopathologiques nous avons

formulé des hypotheses suivantes :

Approche expérimentale :

(1) Un apport entérale d’AGPI pourrait avoir des propriétés anticonvulsivantes.

(2) L’activation des récepteurs nucléaires PPAR-alpha par les AGPI ou par un

agoniste

synthétique (le

anticonvulsivantes.

fénofibrate)

pourrait

avoir

des

propriétés
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Approche clinique :

(3) Le régime cétogene pourrait étre remplacé par le régime modifié d’Atkins qui est

moins contraignant.

Nos obijectifs étaient de répondre aux problématiques expérimentales suivantes :

(1) Est-ce que les apports entéraux d’un mélange ALA/LA (7/2,5) ou d’'un mélange

LA/ALA (1,2/0,2) ont des propriétés anticonvulsivantes chez le rat ?

(2) Est-ce que la qualité et/ou la quantité d’AGPI apportés modulent les propriétés

anticonvulsivantes ?

(3) Est-ce que ces apports entéraux en AGPI modifient le profil des AGPI
contenus dans les phospholipides plasmatiques ? et ceux contenus dans les

phospholipides cérébraux ?
(4) Est-ce que des modifications des phospholipides cérébraux et/ou des
phospholipides plasmatiques peuvent étre associés aux propriétés

anticonvulsivantes ?

(5) Est-ce que l'activation des récepteurs nucléaires PPAR-alpha induit des

propriétés anticonvulsivantes ?

(6) Est-ce que l'action anticonvulsivante du régime cétogene et/ou des AGPI

pourrait passer par I'activation des récepteurs nucléaires PPAR-alpha ?

Nos objectifs étaient de répondre aux problématiques cliniques suivantes :

(1) Est-ce que le régime cétogéne et sa forme variante le régime modifié d'Atkins

possédent la méme efficacité antiépileptique?

(2) Est-ce que les patients traités par le régime cétogéne ou par le régime modifié

d’'Atkins présentent une variation des acides gras plasmatiques ?

(3) Est-ce que les variations en AGPI plasmatiques peuvent étre corrélées a une

efficacité du traitement ?
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Chapitre Il : modélisation animale

MODELISATION ANIMALE
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|. Etat de mal épileptique : modele lithium-pilocar  pine

Le modele lithium-pilocarpine permet d’induire des crises épileptiques limbiques
secondairement généralisées. A la suite de I'état de mal épileptique, aprés une phase
silencieuse, les animaux deviennent épileptiques et présentent des crises épileptiques

répétées spontanées.

1) Présentation du modele

a) Action de la pilocarpine sur les récepteurs muscariniques

La pilocarpine est un agoniste cholinergique qui se lie sur les récepteurs muscariniques
a l'acétylcholine (M1). Les récepteurs M1 sont des récepteurs métabotropiques, couplés a une
protéine G. Au niveau cérébral, ils sont exprimés dans le cortex, I'hippocampe, I'amygdale, les
ganglions de la base et le striatum (Kuhar and Yamamura, 1976). L'activation des récepteurs
M1 conduit & la genése de crises épileptiques via une libération secondaire de glutamate
(Cruickshank et al., 1994).

b) R6le du lithium

Initialement seul la pilocarpine était utilisée Une posologie de 300 a 400 mg/kg de
pilocarpine induisait des crises épileptiques prolongées chez les rats et les souris (Turski et
al., 1987;Turski et al., 1983). Mais ce modéle était associé a une forte mortalité liée aux
symptdomes cholinergiques. La mise au point du modéle lithium-pilocarpine a permis de
diminuer les posologies de pilocarpine utilisées ainsi que la mortalité associée. Les études
comparatives ne rapportaient pas de différences comportementales, métaboliques, électro-
encéphalographiques et neuropathologiques entre les modeles pilocarpine et lithium-
pilocarpine (Clifford et al., 1987).

Une injection de lithium (3 mEqg/kg) 20 heures avant l'injection de pilocarpine permettait
d’utiliser la pilocarpine a une posologie de 30 a 60 mg/kg selon I'dge des animaux. Les
mécanismes par lesquels le lithium potentialise les effets de la pilocarpine ne sont pas
completement élucidés. Cette potentialisation pourrait se faire via une augmentation de

'expression et/ou de la sensibilité des récepteurs M1 (Marinho et al., 1998), par une
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augmentation de la libération d’acétylcholine (Jope, 1979) ou par une modification de la voie
des inositols phosphates (Casebolt and Jope, 1989;Whitworth et al., 1990). Le lithium ne
potentialise que les effets de la pilocarpine. L'administration de lithium dans les modéles

utilisant le kainate, le PTZ ou la bicuculline n’avait aucun effet (Ormandy et al., 1991).

2) Etat de mal épileptique lithium-pilocarpine et  ge des animaux

Le modéle lithium-pilocarpine se caractérise par trois phases : une phase aigué lors de
I'injection de la pilocarpine, puis une phase silencieuse qui est suivie d’'une phase chronique.
Dans cette étude nous nous intéresserons uniquement a la phase aigué dont la sévérité des

crises épileptiques dépend de I'age des animaux et donc de la maturité cérébrale.

a) Rats adultes

Chez le rat adulte, tous les animaux développent un état de mal épileptique a la suite
de l'administration de 30 mg/kg de pilocarpine. Cing minutes aprés l'injection, les animaux
présentent des signes d'origine cholinergique (diarrhées, pilo-érection, hyper salivation,
ronflements respiratoires). Quinze a vingt minutes apres l'injection, les animaux présentent
des automatismes gustatifs, des machonnements, des grincements des dents, des
hochements de la téte, des grattements avec les pattes arriére. Puis environ 25 minutes aprés
I'injection de la pilocarpine, les crises motrices apparaissent avec des clonies de la téte, des
clonies uni- ou bilatérales des pattes puis des redressements avec perte du contrble postural
(Cavalheiro et al., 2006). Ces crises épileptiqgues motrices surviennent de plus en plus
régulierement, puis s'installent de facon continue. L'état de mal épileptique peut durer 8 a
12 heures et des épisodes de crises récurrentes sont observés pendant 12 a 48 heures apres
I'induction. Afin de diminuer la mortalité, qui selon les études est de 22 % a 50 % pendant la
phase aigué, du diazépam ou du phénobarbital peut étre administré quelques heures aprés le

début de I'état de mal épileptique.

Les modifications des tracés EEG apparaissent progressivement suite a
I'administration de la pilocarpine. Au niveau du cortex, I'activité rapide de bas voltage est
remplacée progressivement par une activité rapide de haut voltage avec I'apparition de
pointes ondes de plus en plus fréquentes et de plus en plus longues qui se propagent a tout le

cortex (Figure 10).
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Figure 10 : lllustration des modifications des tracés EEG a la suite de l'injection de pilocarpine.
Enregistrement de l'activité corticale A- activité de base; B- et C- décharges de pointes

ondes.
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b) Cerveau immature

Les effets de la pilocarpine chez les jeunes rats dépendent des posologies utilisées et
de I'age des animaux. Avant le 10®™ jour post-natal (P10) les animaux ne présentent ni d'état
de mal épileptique ni de crises limbiques motrices. Avant P10 I'administration de pilocarpine
chez les animaux induit une hypoactivité et des hochements de téte. Aprés P10, la sensibilité
des animaux pour la pilocarpine augmente graduellement. A P11, ladministration de
pilocarpine induit un état de mal épileptique. A partir de P14 les animaux présentent un état de
mal épileptigue et des conséquences a long terme avec l'apparition, aprés une phase
silencieuse, de crises répétées spontanées qui peuvent aussi étre réflexes. Ces effets sont
confirmés a P21. A partir de P21, les animaux présentent des crises épileptiques comparables
a celles des adultes avec toutefois des épisodes de redressements et de chutes moins
nombreux et une apparition de I'état de mal épileptique en 40 minutes environ (Cavalheiro et
al., 1987;Priel et al., 1996). Dans ces études, le taux de mortalité varie de 33 % a 62 %

pendant la phase aigué.

c) Conséquences a long terme chez les rats adultes

Chez le rat adulte, un état de mal épileptique lithium-pilocarpine d'une durée
supérieure a une heure induit des modifications a long terme (Lemos and Cavalheiro, 1995).

Ces modifications sont durables et elles conduisent a l'apparition de crises répétées
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spontanées. Ces crises répétées spontanées surviennent en moyenne 14 jours apres I'état de
mal épileptiqgue et la sévérité est graduelle. Les rats présentent deux a quatre crises
épileptiques par semaine, et la fréquence augmente deux a trois mois aprés I'état de mal
épileptique (Cavalheiro, 1995). Nous ne présenterons pas en détail ces modifications (perte
cellulaire, bourgeonnement des fibres moussues, neurogenése, dispersion des cellules
granulaires, gliose réactionnelle) responsables de [I'épileptogenése car [I'aspect
neuropathologique ne sera pas abordé dans cette étude. De par ses caractéristiques le
modéle lithium-pilocarpine a été utilisé dans les précédentes études pour appréhender les
mécanismes d’épileptogenése mais aussi pour tester le pouvoir antiépileptique de certaines

molécules dans un modéle de crises épileptiques répétées spontanées.

Il. Modéle de crises épileptiques induites parle P TZ

1) Le pentylénetétrazole (PTZ)

Le PTZ est un antagoniste non compétitif du GABA qui se fixe sur le récepteur canal
GABA\. Les dérivés tétrazoles se lient sur le site TBPS (t-butyl-bicyclo-phosphorotionate) du
réecepteur GABA,. La fixation des dérivés tétrazoles sur ce site était corrélée aux convulsions

observées chez des souris (Squires et al., 1984).

2) Modes d’administration

Dans le modéle au PTZ, les modes d’administrations varient selon les études. Le PTZ

peut étre administré en i.p., s.c., ou i.v. chez les rats et les souris.

a) Injections intrapéritonéales et sous-cutanées

Chez le rat les posologies utilisées en cas d'injection unique i.p. ou s.c. sont
respectivement de 40 a 100 mg/kg et de 40 a 120 mg/kg. La majorité des études évaluant les
propriétés anticonvulsivantes du régime cétogene se font avec des posologies comprises
entre 50 et 85 mg/kg (Likhodii et al., 2000;Thavendiranathan et al., 2000;Thavendiranathan et

al.,, 2003). Suite a [linjection, les animaux sont observés pendant 30 minutes et les
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modifications comportementales et cliniques sont notées en fonction du temps. La sévérité

des crises épileptiques peut également étre évaluée selon une échelle de score.

b) Perfusion continue intraveineuse

Un autre modéle consiste a perfuser par voie veineuse et de facon continue une
solution de PTZ (10 a 20 mg/mL). Dans ce modéle, les seuils d'apparition de la premiére
clonie bilatérale des pattes avant et/ou de la crise d’épilepsie généralisée sont évalués en
tenant compte de la durée de perfusion et du poids des animaux. Les taux de perfusion
variaient selon les études, mais ils étaient de I'ordre de 1 mL/min chez les rats (Bough et al.,
2000a;Bough and Eagles, 1999;Eagles et al., 2003;Nylen et al., 2005) et de 0,1 mL/min a
0,5 mL/min chez la souris (Mandhane et al., 2007;Samala et al., 2008;Sayyah et al., 2003).
Pour un taux de perfusion de 1 mL/min I'apparition des crises épileptiques était observée en
moins de 60 secondes pour un rat adulte (300 g) et en moins de 30 secondes pour un jeune
rat (60 g). Avec une durée de perfusion tres courte, il est peu probable que la diffusion du PTZ
soit homogéne dans les différents tissus dont le cerveau. De plus, une durée si courte ne
permet pas de discriminer les modifications comportementales chez les animaux. Pour
permettre une bonne distribution corporelle du PTZ il est ainsi préférable de choisir un taux de
perfusion lent de l'ordre du mL/heure (Auvin et al., 2006). Cela permet de déterminer des
seuils pour le premier sursaut myoclonigue et pour la crise d'épilepsie généralisée qui sont

plus espacés dans le temps et bien distingués I'un de 'autre.

3) Caractéristiques des crises épileptiques

a) Effet dose-dépendant

A faible dose (20-30 mg/kg), le PTZ induit des crises épileptiques de type absence. Au-
dela de 30 mg/kg des manifestations myocloniques apparaissent, puis pour des posologies de
40 a 60 mg/kg des crises toniques et/ou tonico-cloniques surviennent. Les manifestations
cliniques et électro-encéphalographiques induites par le PTZ apparaissent graduellement et
sont doses dépendantes ce qui permet la détermination de seuils. Un état de mal épileptique
peut étre induit par des injections répétées de faibles doses de PTZ a intervalles réguliers
(Cortez and Snead, Ill, 2006;Velisek, 2006).
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b) Manifestations cliniques et électro-encéphalographiques

Les différentes manifestations cliniques apparaissent comme suit :
= arrét du comportement (Figure 11 B)
= sursaut myoclonique (Figure 11 A)
= crise clonique
= crise généralisée tonico-clonique avec redressement sur les pattes

arriere et chute posturale (Figure 11 C)

Figure 11 : lllustration des modifications des tracés EEG suite a l'administration de
pentylénetétrazole. Enregistrement de I'activité corticale : A- Myoclonie ; B- Absences ; C-

Crise tonique.
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c) Effet de I'&ge des animaux et effets a long terme

Les crises épileptiques induites par le PTZ sont reproductibles chez les rongeurs, et les
modifications cliniques sont facilement observées. Le seul bémol concerne la premiére
quinzaine de vie des animaux, période pendant laquelle les arréts du comportement et les
crises cloniques sont peu nombreux et difficilement visualisables sans enregistrement EEG
associe (Velisek, 2006).

Le modéle de crises épileptiques induites par le PTZ n’induit pas de Iésions neuronales

ni de crises épileptiques répétées spontanées a long terme. Ce modéle n’est pas responsable

d'un phénoméne d’épileptogenese (Velisek, 2006). Le modéle au PTZ est un modéle
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d’évaluation des propriétés anticonvulsivantes, et il est largement utilisé pour évaluer les
propriétés anticonvulsivantes des nouvelles molécules antiépileptiques (Holmes,
2007;Meldrum, 2002).

[1l. Choix des modeéles

Dans ce travail, nous avons choisi d'évaluer les propriétés anticonvulsivantes du
régime cétogéne, des AGPI et de I'activation des récepteurs PPAR-alpha dans deux modeles
de crises épileptiques. Nous avons choisi d’évaluer les conséquences de tels traitements dans
un modéle d'état de mal épileptique lithium-pilocarpine et dans un modéle de crises
épileptiques induites par le PTZ. Le choix de ces deux modéles repose en partie, sur le fait
que les mécanismes conduisant a I'apparition des crises épileptiques sont différents. Dans le
modeéle lithium-pilocarpine, les crises épileptiques apparaissent suite a une augmentation de la
neurotransmission excitatrice, tandis que dans le modéle au PTZ les crises surviennent suite a
une inhibition de la neurotransmission inhibitrice. Ces deux modéles permettent donc une
évaluation complémentaire en sachant qu’il a été précédemment évoqué que le régime
cétogene avait des propriétés anticonvulsivantes uniguement dans les modeles ou les crises

épileptiques étaient induites par une modulation des voies GABAergiques (Bough et al., 2002).

L’induction d’'un état de mal épileptique par le modeéle lithium-pilocarpine a été préférée
au modele faisant appel au kainate car une étude précédente rapportait I'absence de
propriétés anticonvulsivantes du régime cétogene dans un modele d'état de mal épileptique
induit par du kainate (Bough et al., 2002). Dans cette étude, I'analyse était basée sur la
latence d’apparition des crises épileptiques et sur leur sévérité mais sans enregistrement EEG
associé. Afin de préciser notre analyse nous avons choisi d’évaluer le délai d’apparition des
crises épileptiques avec un enregistrement EEG associé. A I'opposé, nous avons choisi le
modéle de seuils au PTZ par perfusion i.v. continue. D’'une part, I'efficacité anticonvulsivante
du régime cétogéne dans le cadre de ce modéle est bien décrite chez le rat. D’autre part, ce
modeéle permet une induction progressive de la crise épileptique généralisée, avec des
modifications comportementales caractéristiques et reproductibles d’'un animal a l'autre. Dans
le cadre de notre étude, nous avons choisi de travailler avec les seuils pour I'apparition de la
premiére clonie bilatérale des pattes avant et pour la survenue de la crise épileptique

généralisée.
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Chapitre IV : résultats

RESULTATS :
Expérimentaux et cliniques
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Résultats expérimentaux

Partie | :

Evaluation des propriétés anticonvulsivantes des acides gras

poly-insaturés

L'objectif de ce travail était d’évaluer si I'apport entérale pendant 30 jours par deux
mélanges de ratios acide linoléique / acide alpha linolénique différents conduisait a une
augmentation des seuils myocloniques au PTZ. Ces résultats étaient comparés a ceux
obtenus apres un traitement de 30 jours par le régime cétogéne. Un des mélanges contenait
70 % d’'acide alpha linolénique et 25 % d’acide linoléique et l‘autre contenait 11,2 % d’'acide

linoléique et 1,7% d’acide alpha linolénique.

Méthodes utilisées :  analyse de la composition corporelle en matiére grasse, seuils au PTZ

(i.v.), dosages des AGPI contenus dans les phospholipides plasmatiques et cérébraux.
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|. Méthodologies

1) Animaux

Les travaux ont été réalisés chez des rats Wistar (Charles River, France) agés de
4 semaines, et hébergés selon un cycle jour/nuit de 12 heures avec le début du cycle
lumineux & 7h00. L’acces a la nourriture était libre avant la mise en place des traitements, et

'acces a I'eau était libre tout au long de I'étude.

2) Traitement

Les animaux étaient pesés et partagés en quatre groupes qui recevaient les régimes
alimentaires suivant : (1) de la poudre alimentaire standard (groupe contrble n=23 ; Harlan
Teklad Global 2016) ; (2) un régime cétogéne isocalorique de ratio 4/1 (groupe KD n=22 ;
Ketocal SHS) ; (3) de la poudre alimentaire standard et un apport entérale quotidien avec un
mélange ALA/LA composé d'acides : linoléique (LA), alpha linolénique (ALA) et oléique
(groupe LINO n=19; Sigma-Aldrich) ; (4) de la poudre alimentaire standard et un apport
entérale quotidien d’'un mélange dit LCP composé d’acides : linoléique (LA), alpha linolénique
(ALA), arachidonique (AA), eicosapentaénoique (EPA) et docosahexaénoique [DHA] (groupe
LCP n= 23; LCP SHS). Les animaux recevaient les différents régimes alimentaires sur une

période de 30 jours. Le détail des différents régimes est reporté dans le tableau 7.

Les animaux nourris par le régime alimentaire standard (groupes contréle, LINO et
LCP) recevaient la nourriture a volonté, tandis que le régime cétogene était administré sur la
base des besoins caloriques des rats de laboratoires soit 0,3 kcal/g/jour (Rogers, 1979). Les
mélanges ALA/LA et LCP étaient administrés a l'aide d’'une sonde de gavage gastrique aux
posologies de 6 g/kg/jour pour le mélange ALA/LA et de 5 g/kg/jour pour le mélange LCP. A la
posologie de 6 g/kg/jour, le mélange ALA/LA apportait autant d’ALA+LA que le régime
cétogéne (pour le régime cétogéne ALA + LA= 5,27 g/kg/jour, pour le mélange ALA/LA
ALA + LA= 5,24 g/kg/jour). Tandis que le mélange LCP apportait 1,5 g/kg/jour d’ALA + LA.

Tous les animaux étaient pesés au moins deux fois par semaine.

97



Tableau 7 : Composition des différents régimes en AGPI (acide linoléique [LA] et acide alpha

linolénique [ALA], acide arachidonique [AA], acide eicosapentaénoique (EPA) et acide

docosahexaénoique [DHA]).

Régime standard Régime cétogéne Mélange ALA/LA Mél ange LCP
AGPI totaux 2,46 % 17,5 % 95 % 41,9 %
LA (n-6) 2,31 % 16 % 25 % 11,2 %
ALA (n-3) 0,15 % 15% 70 % 1,7%
AA (n-6) 7.4 %
EPA (n-3) 55 %
DHA (n-3) 8 %
Autres n-6 4,7 %
Autres n-3 3,4 %

3) Seuil au PTZ

Un seuil au PTZ (Sigma-Aldrich) était réalisé 30 jours aprés le début de chaque

traitement. Les seuils étaient réalisés entre 9h00 et 12h00. Une solution de PTZ a 10 mg/mL

était réalisée dans une solution de sérum salé. La solution était perfusée & 2 mL/h par une

voie veineuse insérée dans une des veines caudales (Figure 12). Le temps de perfusion était

noté lors du premier sursaut myoclonique des pattes avant et la perfusion était stoppée

(groupes : contréle n=14; KD n=9; LINO n=6, LCP n=11). A partir du temps de perfusion et de

la quantité de PTZ perfusée, un seuil myoclonique au PTZ pouvait étre calculé. Ce seuil est

exprimé en mg/kg (Auvin et al., 2006;Loscher et al., 1991;Pollack and Shen, 1985).

Figure 12 : lllustration de la réalisation d’'un seuil au PTZ chez un rat Wistar. Perfusion

continue via une voie veineuse caudale.
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4) Composition corporelle

La composition corporelle est mesurée par absorptiométrie biphotonique en utilisant le
densitometre Lunar PIXImus (GE Lunar Corp., Madison, WI, USA) concu pour 'étude de la
composition corporelle chez les rongeurs. Cette technique est non invasive. Elle utilise deux
faisceaux de rayons X possédant deux énergies différentes et permet de déterminer trois
paramétres : la masse maigre, la masse grasse et la masse osseuse (Figure 13). Mesures

réalisées au laboratoire de Biophysique de Lille, avec I'aide de Madame Maud Pierre.

Dans notre étude, nous nous sommes intéressés a étudier I'évolution de la masse
grasse des animaux six jours avant la mise en place des régimes alimentaires (JO) et le
dernier jour des régimes alimentaires (J30). Pour réaliser cette étude, les rats étaient
anesthésiés par une injection i.p. d’hydrate de chloral (300 mg/kg). Apres I'anesthésie, les rats
étaient pesés, placés face ventrale vers le bas sur le plateau de l'appareil, puis soumis a
'analyse. La mesure des différents paramétres est rapide [environ 5 minutes] (Nagy and Clair,
2000). Une fois l'analyse terminée, les rats étaient replacés dans leur cage et surveillés
jusqu’a leur réveil (groupes : contrle n=12; KD n=9; LINO n=7, LCP n=12).

Figure 13 : A gauche le PIXImus et a droite une illustration de l'analyse de la composition

corporelle d’'un rat.
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5) Composition en acides gras du sang et du cerveau

En collaboration avec le Docteur Claude Galabert (Hopital R. Sabran, HYERES,
France), la composition en acides gras des fractions PC (phosphatidylcholine) des
phospholipides sériques, et PC et PE (phosphatidyléthanolamine) des phospholipides
cérébraux de rats nourris pendant quatre semaines par les quatre régimes différents était
étudiée. Les échantillons sanguins et de cerveau étaient récoltés lors du sacrifice des animaux
par l'injection i.p. d’une dose létale de pentobrabital (180 mg/kg). Le sang était prélevé par une
ponction intracardiaque et centrifugé 20 minutes a 4C et 3500 tours par minute, puis le
plasma était récupéré et placé a -80C. Suite au pr élévement sanguin, les cerveaux étaient

récupérés, congelés dans de I'azote liquide et stockés a -80<C.

L’extraction des lipides contenus dans le plasma et les homogénats de cerveaux
étaient réalisée avec un mélange chloroforme / méthanol en accord avec la méthode de Bligh
et Dyer (BLIGH and DYER, 1959). Les mesures étaient effectuées a partir de 200 pL de
plasma et 300 a 600 mg de tissus cérébraux. La phase organique obtenue apres I'extraction
était concentrée et les différents lipides étaient séparés par une HPTLC (high performance thin
layer chromatography) unidimensionnelle (plasma) ou bidimensionnelle [cerveau] (Galabert et
al., 1987). Les phospholipides isolés des sous-classes PC et PE étaient récoltés de la plaque
de HPTLC et trans-estérifies dans 14 % de boron tri-fluoride méthanol (Alletech) dans des
tubes scellés sous une atmosphere d’azote & 100C p endant 45 minutes (MORRISON and
SMITH, 1964). Les acides gras méthyl-esters obtenus étaient extraits avec du pentane,
desséchés par du sodium sulfate déca-hydraté (Na,SO, 10H,0), évaporés dans un
concentrateur sous vide et préparés pour la chromatographie phase gazeuse. Les acides gras

méthyl-esters étaient séparés et quantifiés par chromatographie phase gazeuse.

Les données de l'analyse lipidique étaient calculées sous la forme de pourcentage de
chaque acide gras comparé a la somme des concentrations de tous les acides gras a
l'intérieur d'une classe de phospholipides (groupes : pour les PC sériques contréle n=9, KD
n=9, LINO n=13, LCP n=11) ; pour les PC cérébraux contréle n=6, KD n=13, LINO n=10, LCP
n=10 ; pour les PE cérébraux contréle n=6, KD n=10, LINO n=13, LCP n=10).

Les AGPI analysés étaient I'acide gamma linolénique (GLA, C18 :3 n-6), I'acide alpha
linolénique (ALA, C18:3 n-3), lacide arachidonique (AA, C20:4 n-6), [Iacide
eicosapentaénoique (EPA, C20:5 n-3) et l'acide docosahexaénoique (DHA C22:6 n-3).

L'acide gamma linolénique est le premier AGPI synthétisé a partir du LA.
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6) Analyses statistiques

Les résultats sont exprimés en moyennes +/- I'écart standard a la moyenne. Les
analyses statistiques ont été réalisées grace au logiciel SPSS version 15 (LEAD Technologies,
Chicago, IL). Les tests utilisés étaient des tests non paramétriques de Kruskal-Wallis afin de
comparer tous les groupes entre eux. Quand les résultats des tests de Kruskal-Wallis étaient
significatifs (p < 0,05) un test de Mann et Whitney était réalisé afin de comparer les groupes

deux a deux. La corrélation était analysée selon un test de Pearson.
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[l. Résultats

La composition corporelle en masse grasse des anima  ux était comparable entre
les groupes. Elle augmentait entre le premier et le dernier jour des régimes

alimentaires.

Les animaux étaient bien nourris tout au long de I'étude, et la bonne prise alimentaire
était accompagnée d’'une prise de poids chez tous les animaux entre le premier et le dernier

jour de traitement.

Lors de la mise en place des différents régimes alimentaires, les animaux avaient un
pourcentage de masse grasse corporelle comparable. Aprés les 30 jours de traitement, le
pourcentage de masse grasse corporelle augmentait, mais restait comparable quel que soit le

régime alimentaire recu par les animaux (Figure 14).

Figure 14 : Pourcentages de masse grasse corporelle six jours avant la mise en place des
différents régimes (JO) et le dernier jour du régime (J30). Les mesures étaient réalisées avec
un PIXImus chez 12 animaux contréles, 9 animaux du groupe KD, 7 animaux du groupe LINO

et 12 animaux du groupe LCP.
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Les seuils au PTZ étaient augmentés chez les animau x ayant recu le régime

cétogene ou un le mélange ALA/LA.

Les animaux ayant recu pendant 30 jours le régime cétogéne ou le mélange ALA/LA
présentaient une augmentation (p < 0,05) du seuil au PTZ pour I'apparition du premier sursaut

myoclonique des pattes avant (Figure 15).

Les animaux ayant recu le mélange LCP présentaient des seuils au PTZ comparables
a ceux des animaux du groupe contrble. Les seuils au PTZ des animaux du groupe LCP

étaient significativement inférieurs a ceux des groupes KD et LINO.

Figure 15 : Seuils myocloniques au PTZ chez les animaux traités 30 jours par de la poudre
alimentaire standard (n=14), un régime cétogene (n=9), par le mélange ALA/LA (n=6) ou en
LCP (n=11). Les résultats sont des moyennes +/- esm, exprimés en mg/kg. Les différences

intergroupes sont notées avec * p < 0,05 ou ** p < 0,005 versus les groupes contrdle et LCP.
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La composition en acides gras plasmatiques était mo difiee par les différents

régimes alimentaires.

Les animaux ayant été traités par le régime cétogeéne ou par le mélange ALA/LA
présentaient une diminution de I'AA contenu dans les PC sériques en comparaison aux

animaux du groupe contréle et du groupe LCP (Figure 16).

Les pourcentages d’EPA et d’ALA contenus dans les PC sériques étaient augmentés
pour les animaux complémentés par les mélanges ALA/LA (groupe LINO) et LCP (groupe
LCP) en comparaison avec les groupes contrdle et KD. L’augmentation de 'ALA et de 'EPA
contenus dans les PC sériques pour le groupe LINO était significativement plus importante

que chez le groupe LCP.

Les animaux du groupe LCP présentaient une augmentation du DHA contenu dans les

PC sérigues en comparaison avec les groupes contréle, KD et LINO.

Le ratio n-6/n-3 était diminué pour les groupes LCP et LINO en comparaison avec le

groupe contréle et le groupe KD.

Aucune modification n’était observée pour le pourcentage sérique de GLA quels que

soient les régimes alimentaires suivis par les animaux.
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Figure 16 : Composition plasmatigue en acides gras poly-insaturés dans la fraction
phosphatidylcholine (PC) des groupes contrdle (n=9), KD (n=9), LINO (n=13) ou LCP (n=11).
Les résultats sont des moyennes +/- esm, exprimés en % des acides gras totaux dans les
phopholipides. Les différences intergroupes sont notées * p < 0,02, * p < 0,01 ou
*** p < 0,005. [GLA : acide gamma linolénique ; ALA : acide alpha linolénique ; AA : acide
arachidoniqgue ; EPA: acide eicosapentaénoique; DHA: acide docosahexaénoique ;

n-6/n-3 : ratio oméga-6/oméga-3].
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La composition en acides gras cérébraux n’était pas modifiée par les différents

régimes alimentaires.

Aucune différence concernant les fractions PC et PE cérébrales n’était observée entre
les animaux ayant recu de la nourriture standard, le régime cétogéne, le mélange ALA/LA ou
le mélange LCP. Les différents AGPI: GLA, ALA, AA, EPA, DHA étaient comparables quel

que soit le traitement (Figures 17 et 18).

En revanche, pour les fractions PC et PE le ratio n-6/n-3 était significativement diminué
chez les animaux du groupe LCP. Ces animaux présentaient une augmentation de la quantité

d’AGPI n-3 dans les fractions PC et PE cérébrales.

Figure 17: Composition cérébrale en acides gras poly-insaturés dans la fraction
phosphatidylcholine (PC) des groupes contrdle (n=6), KD (n=13), LINO (n=10) ou LCP (n=10).
Les résultats sont des moyennes +/- esm, exprimés en % des acides gras totaux dans les
phopholipides. Les différences intergroupes sont notées * p < 0,02, ** p < 0,005. [GLA : acide
gamma linolénique ; ALA : acide alpha linolénique ; AA : acide arachidonique ; EPA : acide

eicosapentaénoique ; DHA : acide docosahexaénoique ; n-6/n-3 : ratio oméga-6/omégas3].
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Figure 18: Composition cérébrale en acides gras poly-insaturés dans la fraction
phosphatidyléthanolamine des groupes contréle (n=6), KD (n=10), LINO (n=13) ou LCP
(n=10). Les résultats sont des moyennes +/- esm, exprimés en % des acides gras totaux dans
les phospholipides. Les différences intergroupes sont notées * p < 0,01, * p < 0,005.
[GLA : acide gamma linolénique ; ALA : acide alpha linolénique ; AA : acide arachidonique ;

EPA : acide eicosapentaénoique ; DHA : acide docosahexaénoique ; n-6/n-3 : ratio oméga-

6/oméga3].
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La corrélation entre la diminution des seuils au PT Z et la diminution de 'AA

contenu dans les phospholipides plasmatiques était négative.

L'augmentation des seuils au PTZ chez les animaux traités par le régime cétogéne ou
recevant le mélange ALA/LA était négativement corrélée a la diminution de I’AA contenu dans
les phospholipides plasmatiques. Les résultats sont présentés figure 19 avec r=0,09 et

p = 0,085.

Figure 19 : Corrélation entre les seuils au PTZ et la variation de I'AA contenu dans les
phospholipides membranaires aprés 30 jours de traitement par le régime cétogene, apres
30 jours de traitement par les mélanges ALA/LA ou LCP et aprés 30 jours d’alimentation
normale. Le coefficient de détermination r = 0,09 et p = 0,085 pour une corrélation négative.
Groupe contréle : ronds violets (n=9); groupe KD : triangles jaunes (n=8); groupe Lino:

carrés mauves (n=6) ; groupe LCP : carrés roses (n=10).
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[1l. Conclusion

Nos résultats suggérent que l'apport entérale pendant 30 jours par un mélange
composé de 70% d'AGPI n-3 (ALA) et de 25 % d'AGPI n-6 (LA) a des propriétés
anticonvulsivantes comparables a celles observées suite a un traitement par le régime
cétogéne. En revanche, le mélange LCP contenant 20 % d’AGPI n-6 (LA > AA) et 16 %
d’AGPI n-3 (DHA > EPA > ALA) n'avait pas de propriétés anticonvulsivantes. Ces résultats
suggerent que la qualité des AGPI apportés aurait un réle dans I'apparition des propriétés
anticonvulsivantes. Des études récentes montraient que chez des souris, I'apport entérale
exclusif d’'EPA ou de DHA (6 g/kg/jour) n'avait pas d’effet anticonvulsivant dans plusieurs
modeles [fluorothyl, PTZ i.v., modéle 6 hertz et état de mal épileptique induit par le kainate
(35 mg/kg, i.p.)] (Willis et al., 2008), tandis que I'administration de 200 mg/kg (i.p.) du mélange
SR-3 (LA/ALA 4/1) chez des rats avait des propriétés anticonvulsivantes (doses dépendantes)

dans une évaluation par le PTZ [80 mg/kg, i.p.] (Taha et al., 2008a).

Le régime cétogéne ainsi que l'apport d’AGPI par les mélanges ALA/LA et LCP ne
modifiaient pas le statut nutritionnel des animaux. Les propriétés anticonvulsivantes du régime
cétogéne et du mélange ALA/LA s’accompagnaient d’une modification des d’AGPI contenus
dans les phospholipides plasmatiques (diminution de I'AA pour les deux groupes et d'une
augmentation de I'ALA et de 'EPA uniquement pour le groupe LINO). L’apport quotidien du
mélange LCP induisait également des modifications des AGPI plasmatiques (EPA, DHA).
Mais parmi toutes les madifications observées, une seule semble liée aux propriétés
anticonvulsivantes observées chez les animaux des groupes LINO et KD. Il s’agit de la
diminution de I'AA contenu dans les phospholipides plasmatiques pour les groupes LINO et
KD en comparaison aux groupes contrble et LCP. Le lien entre propriétés anticonvulsivantes
et diminution de I'AA plasmatique nécessite d'étre clarifié, mais la corrélation linéaire que nous

avons réalisée ne donne pas une modélisation valide de ce lien.

Deux études cliniques rapportaient des résultats contradictoires a ce sujet (Dahlin et
al., 2007;Fraser et al., 2003). Dans une étude, il était retrouvé chez 9 patients, une corrélation
entre l'augmentation de I'AA contenu dans les acides gras estérifiés plasmatiques et
I'efficacité du régime cétogene (Fraser et al., 2003). Dans l'autre étude, une diminution de I'AA
contenu dans les phospholipides plasmatiques était retrouvée chez 26 patients traités par le
régime cétogéne. Mais cette diminution n’était pas corrélée a I'efficacité de celui-ci, de plus la

version du régime cétogene utilisée était enrichie en AGPI n-3 (Dahlin et al., 2007).
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Dans notre étude il n'y avait pas de modification des AGPI contenus dans les
phospholipides cérébraux (fractions PC et PE) chez les animaux quel que soit le traitement.
Seul le ratio n-6/n-3 était significativement diminué pour le groupe LCP. Mais cela semble
refléter les apports alimentaires complexes liés a la composition du mélange LCP. Notre étude
montrait ainsi I'absence de lien entre propriétés anticonvulsivantes et modification des AGPI
contenus dans les phospholipides cérébraux. Une étude récente rapportait €galement
I'absence de modification des AGPI contenus dans les acides gras totaux estérifiés cérébraux
chez des rats traités 21 jours par le mélange SR-3 (LA/ALA 4/1) (Taha et al., 2008a). Mais
dans cette étude, il était rapporté une modification de la teneur cérébrale en AGPI n-3

contenus dans les acides gras totaux libres.

Nous avons donc vu qu'un apport entérale en ALA/LA avait des propriétés
anticonvulsivantes comparables a celles observées suite a un traitement par le régime
cétogeéne. Les propriétés anticonvulsivantes semblaient liées a une diminution de I'’AA contenu
dans les phospholipides plasmatiques mais aucune modification des AGPI contenus dans les
phospholipides cérébraux n’était retrouvée. Une évaluation du contenu cérébral en AGPI non
estérifiés mériterait d'étre réalisée dans notre modéle. Les variations plasmatiques en AGPI
nécessitent d'étre davantage explorées et clarifiées. De méme que les aspects qualitatifs et

quantitatifs des apports en AGPI.
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Résultats expérimentaux

Partie Il :

Activation des récepteurs nucléaires PPAR-alpha et propriétés

anticonvulsivantes

L’objectif de ce travail était d’évaluer si I'activation des récepteurs nucléaires PPAR-
alpha par un agoniste synthétique (le fénofibrate) conduisait & augmenter les seuils au PTZ, et

a retarder I'apparition d’'un état de mal épileptique lithium-pilocarpine.

Méthodes utilisées : seuils au PTZ, état de mal épileptique lithium-pilocarpine,

enregistrements de type électro-encéphalogrammes.
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|. Méthodologies

1) Animaux

Les travaux ont été réalisés chez des rats Wistar (Janvier, France) pesant 280-320 g,
et hébergés selon un cycle jour/nuit de 12 heures avec le début du cycle lumineux a 7h00.
L'accés a la nourriture était libre avant la mise en place des traitements, et I'accés a I'eau était

libre tout au long de I'étude.

2) Traitements

Les animaux étaient pesés et partagés en quatre groupes qui recevaient les régimes
alimentaires suivant : (1) de la poudre alimentaire standard (groupe contrble n=16 ; Harlan
Teklad Global 2016) ; (2) un régime cétogene isocalorique de ratio 4/1 (groupe KD n=16;
Ketocal SHS) ; (3) de la poudre alimentaire standard contenant 0,2 % de fenofibrate (groupe F
n=16 ; Sigma-Aldrich) ; (4) un régime cétogéne isocalorique contenant 0,2 % de fénofibrate
(groupe KDF n=10). Les animaux recevaient les différents régimes alimentaires sur une
période de 14 jours. Les animaux nourris par le régime alimentaire standard (groupes contrdle
et F) recevaient la nourriture a volonté tandis que le régime cétogéne (groupes KD et KDF)
était administré sur la base des besoins caloriques des rats de laboratoires soit 0,3 kcal/g/jour

(Rogers, 1979). Les animaux étaient pesés deux fois par semaine.

3) Seuils au PTZ

Un seuil au PTZ (Sigma-Aldrich) était réalisé 14 jours aprés le début de chaque
traitement. Les seuils étaient réalisés entre 9h00 et 12h00. Une solution de PTZ a 10 mg/mL
était préparée dans une solution de sérum salé. La solution était perfusée a 5 mL/h par une
voie veineuse insérée dans une des veines caudales. Les temps de perfusion étaient notés
lors du premier sursaut myoclonique des pattes avant et lors du début de la crise d’épilepsie
généralisée. La perfusion était stoppée au début de la crise d'épilepsie généralisée
(groupes : contréle n=8; KD n=7; F n=7 ; KDF n=10). A partir des temps de perfusion et de la

quantité de PTZ perfusée, un seuil myoclonique au PTZ et un seuil de crise au PTZ pouvaient
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étre calculés. Ces seuils sont exprimés en mg/kg (Auvin et al., 2006;Loscher et al.,
1991;Pollack and Shen, 1985).

Préléevements sanguins

JI3
| | |  Seuil au PTZ puis sacrifice
| | jI|5 emps

JO —————— Traitements

4) Chirurgie, EEG et état de mal épileptique

Chirurgie

Quatorze jours aprés la mise en place des différents régimes alimentaires, les rats
étaient anesthésiés par une injection i.p. d’hydrate de chloral (300 mg/kg, Sigma-Aldrich) et
placés dans un appareil de stéréotaxie. Les électrodes (vis et fil Ni/Cr) étaient implantées pour
pouvoir effectuer un enregistrement cortical bipolaire (AP : -12mm; ML : Omm; V : Omm) et
(AP : 4.5mm; ML : 4 or -4mm; V : Omm). Le montage était maintenu en place par du ciment
dentaire. La figure 20 représente le dispositif d'implantation et la figure 21 schématise la
localisation des électrodes.

Figure 20 : lllustration de I'implantation des électrodes chez un rat Wistar.
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Figure 21 : Schéma présentant le montage effectué lors de la procédure chirurgicale.

Avant (yeux)

Bregma

Connecteur

Vis et fil Ni/Cr

Fil Ni/Cr N.PORTA

Etat de mal épileptique

Vingt-quatre heures aprés la procédure chirurgicale, les animaux recevaient une
injection s.c. de chlorure de lithium (3 mEqg/kg ; Sigma-Aldrich). Puis 18 a 20 heures apres
cette premiére injection, les animaux recevaient une injection s.c. de pilocarpine (30 mg/kg ;
Sigma-Aldrich). De [latropine était administrée par voie i.p. (5 mg/kg; Sigma-Aldrich)
30 minutes avant la pilocarpine afin de limiter les effets secondaires périphériques liés a la

pilocarpine.

Traitements | Chirurgie | LiCl | atropine, pilocarpine, EEG, DZP Sacrifice
J0 J15 716 JI7 718 Temps

Enregistrement EEG

Juste apres linjection d'atropine, un céble venant de l'ordinateur était relié au
connecteur et les animaux étaient placés 10 minutes dans les cages en plastique transparent
(30 * 40 cm) pour habituation. L'activité électrique corticale pouvait alors étre enregistrée a
l'aide du logiciel Coherence (Deltamed, France). Une fois les rats habitués a leur nouvel
environnement, l'activité de base était enregistrée pendant 5 minutes puis la pilocarpine était

injectée. Deux heures aprés le début de I'état de mal épileptique, les animaux recevaient une
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injection i.p. de diazépam (1,25 ou 2,5 mg/kg) de fagon a stopper I'état de mal épileptique et a
limiter la mortalité des animaux. Les latences (secondes) entre I'injection de la pilocarpine et
I'apparition des premiéres décharges de type pointes ondes, de durées supérieures ou égales

a 1 et a 5 minutes étaient alors notées (groupes : contréle n=8, KD n=9 et F n=9).

5) Analyses des paramétres métaboliques

L'administration de fénofibrate chez les rongeurs conduit a une prolifération des
cellules et des peroxysomes hépatiques (Lalwani et al., 1983;Sim et al., 1981;Tanaka et al.,
1992;Yang et al., 2008). Pour nous assurer de I'efficacité pharmacologique du traitement par
le fénofibrate, le poids des foies des animaux était relevé lors du sacrifice. A la suite des seuils
au PTZ, ou 24 heures aprés I'état de mal épileptique, les animaux étaient sacrifiés par une
injection létale i.p. de pentobarbital (180 mg/kg) [groupes : contrble n=8, KD n=7, F n=8,
KDF n=10].

Un des marqueurs de l'efficacité du régime cétogéne est la production de corps
cétoniques dont la concentration plasmatique augmente. Pour nous assurer de I'efficacité du
traitement par le régime cétogene, nous avons dosé aprés 13 jours de traitement, le béta
hydroxybutyrate (BHB) plasmatique en utilisant le kit Ranbut D-3-Hydroxybutyrate (Randox).
Ces analyses étaient effectuées sur des échantillons de sang prélevés dans une des veines
caudales (groupes : contrle n=11; KD n=8 ; F n=11; KDF n=11). Les résultats sont exprimés
en mmol/L. Ces dosages ont été réalisés avec I'aide d’Emmanuel Bouchaert (Inserm U545,

Institut Pasteur de Lille).

6) Analyses statistiques

Les résultats sont exprimés en moyennes +/- I'écart standard a la moyenne. Les
analyses statistiques ont été réalisées grace au logiciel SPSS version 15 (LEAD Technologies,
Chicago, IL). Les tests utilisés étaient des tests non paramétriques de Kruskal-Wallis afin de
comparer tous les groupes entre eux. Quand les résultats des tests de Kruskal-Wallis étaient
significatifs (p < 0,05) un test de Mann et Whitney était réalisé afin de comparer les groupes

deux a deux.
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[l. Résultats

Les traitements utilisés étaient pharmacologiqguemen t actifs.

Les rats traités par le fénofibrate (groupes F et KDF) présentaient une augmentation
(p <0,001) du poids du foie (ratio poids du foie / poids du corps) par rapport aux animaux des

groupes contrdle et KD (Tableau 8).

Les animaux traités par le régime cétogene (groupes KD et KDF) présentaient une
augmentation (p < 0,001) du BHB plasmatique par rapport aux animaux du groupe controle.
Seuls les animaux du groupe KD présentaient une augmentation (p <0,05) du BHB

plasmatique par rapport aux animaux du groupe F (Tableau 8).

Tableau 8 : Effets des traitements par le fénofibrate ou par le régime cétogene sur le poids du
foie (ratio) et la concentration plasmatique (mmol/L) en béta hydroxybutyrate (BHB) dans les
différents groupes (foie : contrble n=8, KD n=7, F n=8, KDF n=10; BHB : contrble n=11;
KD n=8; F n=11; KDF n=11). Les résultats sont des moyennes +/- esm. Les différences
intergroupes sont notées m p < 0,001 versus les groupes contrdle et KD, e p < 0,001 versus

les groupes contréle et F, A p < 0,05 versus le groupe contrdle.

ratio poids du foie / poids du corps BHB plasmatique (mmol/L)
Controle 0,037 +/- 0,002 0,14 +/- 0,03
KD 0,04 +/- 0,003 1,25 +/- 0,25°
F 0,064 +/- 0,004" 0,22 +/- 0,03
KD+F 0,066 +/-0,002" 1,63 +/- 0,42*

Les seuils au PTZ pour l'apparition du premier surs  aut myoclonique et de la
crise épileptique généralisée étaient augmentés che  z les animaux traités par le

fénofibrate ou par le régime cétogene.

Les animaux traités par le régime cétogéne ou par le fénofibrate présentaient une

augmentation des seuils au PTZ (p < 0,03) pour I'apparition du premier sursaut myoclonique et
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de la crise d’épilepsie généralisée. Les animaux du groupe KDF présentaient une tendance a
'augmentation des seuils au PTZ en comparaison au groupe contréle pour une valeur de p

proche de la significativité [p < 0,08] (Figure 22).

Figure 22 : Seuils au pentylénetétrazole pour I'apparition du premier sursaut myoclonique et
de la crise d'épilepsie généralisée chez les animaux controle (n=8), KD (n=7), F (n=7) et KDF
(n=10). Les résultats sont des moyennes +/- esm, exprimés en mg/kg. Les différences

intergroupes sont notées * p < 0,03 ; ** p < 0,01 ; ** p < 0,002 versus le groupe contrdle.
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Les latences pour I'apparition de la premiere décha  rge de pointes ondes durant
au moins 5 minutes étaient augmentées chez les anim aux traités par le

fenofibrate ou par le régime cétogéne.

Les animaux traités par le régime cétogéne ou par le fénofibrate présentaient une
augmentation des latences pour I'apparition des premiéres décharges de pointes ondes d'une
durée supérieure ou égale a 5 minutes (p < 0,05). En revanche, les latences pour obtenir

I'apparition des premiéres décharges de pointes ondes d’'une durée supérieure ou égale a
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1 minute n’étaient pas différentes, quels que soient les traitements recus par les animaux
(Figure 23).

Chez tous les animaux étudiés, quel que soit le traitement, la premiere décharge de
pointes ondes d’'une durée supérieure ou égale a 5 minutes correspondait au début de I'état

de mal épileptique.

La sévérité des crises épileptiqgues développées par les animaux n'était pas modifiée
par le régime cétogéne. Tous les animaux développaient des crises de stade 5 sur I'échelle de
Racine (Racine, 1972).

Figure 23 : Latences d'apparition des premiéres décharges de pointes ondes de durées
supérieures ou égales a 1 et a 5 minutes chez les animaux des groupes contréle (n=8),
KD (n=9) et F (n=9). Les résultats sont des moyennes +/- esm, exprimés en secondes. Les

différences intergroupes sont notées : * p < 0,05 et ** p < 0,02 versus le groupe contrble.
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[1l. Conclusion

Nos résultats suggerent que l'activation des récepteurs nucléaires PPAR-alpha a des
propriétés anticonvulsivantes comparables a celles observées suite a un traitement par le
régime cétogéne. Ces propriétés anticonvulsivantes sont retrouvées dans deux modéles de
crises épileptiques distincts, qui ne font pas appels aux mémes mécanismes

physiopathologiques.

Ces résultats suggérent que le ou les mécanisme(s) d’'action du régime cétogéne
pourraient reposer sur l'activation des récepteurs PPAR-alpha, qui sont, rappelons le,
également activés par les AGPI. Les récepteurs PPAR-alpha pourraient agir via une

modulation des voies inflammatoires ou encore via une modulation de I'expression génique.

Ce travail comporte toutefois des limites. Nous suggérons dans cette étude que
I'activation des récepteurs nucléaires PPAR-alpha pourrait étre responsable des propriétés
anticonvulsivantes. Mais cela reste a démontrer par des analyses complémentaires : utilisation
d’antagonistes ou de souris KO PPAR-alpha. Le fénofibrate pourrait avoir une action autre,
non liée a I'activation du récepteur nucléaire PPAR-alpha. Si les récepteurs PPAR-alpha sont
impliqués dans les propriétés anticonvulsivantes observées dans cette étude, il resterait a
déterminer si les propriétés anticonvulsivantes du régime cétogene et/ou les AGPI sont liees a
cette activation. Dans cette étude, nous n’avons utilisé qu’'une seule posologie de fénofibrate
qui a été décrite au préalable comme ayant des propriétés neuroprotectrices dans des
modéles d'ischémie cérébrale et de maladie de Parkinson (Deplanque et al., 2003;Kreisler et
al., 2007). Une étude complémentaire mériterait d’évaluer I'effet-dose du fénofibrate. Des
interrogations subsistent également au sujet de I'inefficacité anticonvulsivante de I'association
régime cétogéne et fénofibrate. Seul une tendance était observée. Des régimes cétogénes de
différents ratios mériteraient d’'étre associés a différentes posologies de fénofibrate afin de

compléter ces premiéres observations.
Si ces résultats étaient confirmés, une simplification du régime cétogéne pourrait étre

envisagée. De méme, le choix de la molécule pour traiter les patients épileptiques souffrant

d’une hyperlipémie pourrait également étre orienté vers le fénofibrate.
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Résultats cliniques

Partie Il :

Comparaison de I'efficacité clinique du régime cétogene et du
régime modifié d’Atkins, et analyses des concentrations

plasmatiques en acides gras

L'objectif de ce travail était de comparer l'efficacité anticonvulsivante du régime
cétogene et du réegime modifié d’Atkins, et d’étudier les variations en acides gras plasmatiques

en fonction de I'efficacité des régimes.

Méthodes utilisées : _ Etude rétrospective réalisée dans le service de Neuropédiatrie de Lille

sur un échantillon de 27 enfants traités par le régime cétogene ou par le régime modifié
d’Atkins entre septembre 2002 et juin 2008.
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|. Méthodologies

1) Patients

Cette étude rétrospective a été réalisée dans le service de Neuropédiatrie de Lille. La
population finale de I'étude était de 27 enfants souffrant d’'une épilepsie pharmacorésistante et
présentant au moins deux crises épileptiques par semaine, non contrdlées par les
antiépileptiques. Avant de débuter cette étude, les patients avaient recu au moins trois
antiépileptiques et au moins une bithérapie. Tous les types de crises étaient acceptés. Aucun
patient n’avait recu au préalable un traitement par le régime cétogéne ou par le régime modifié
d’Atkins.

2) Protocole

La fréquence des crises épileptiques était déterminée par les notes des parents a
l'introduction du traitement puis & 1, 3, 6 et 12 mois. Les patients qui présentaient une
diminution de la fréquence des crises épileptiques inférieure ou égale a 50 % ne répondaient
pas au traitement tandis que les patients qui présentaient une diminution de la fréquence des

crises épileptiques supérieure a 50 % répondaient au traitement.

Un protocole de régime cétogéne sans jeline préalable était utilisé de septembre 2002
a janvier 2007. A partir de janvier 2007 les patients inclus recevaient le régime modifié
d’Atkins. Le régime cétogéne était introduit progressivement, sans jeline ni restriction
hydrique. La totalité des calories était donnée apres trois jours (apport calorique journalier :
jour 1: 1/3; jour 2: 2/3 et jour 3: 3/3). Tous les patients recevaient un régime cétogéene

« classique » de ratios 4/1 a 3/1.

Le régime modifié d’Atkins est un régime sans restriction calorique qui apporte 60 % de
lipides, 30 % de protéines et 10 % de glucides par kilogramme. Ce régime est introduit sans
jeGne. Comme il est suggéré par Kossoff et al. (Kossoff et al., 2007) les glucides sont réduits a
10 grammes par jour le premier mois. Si le régime permet le contrble des crises épileptiques
et/ou si la restriction est mal tolérée par les patients, une augmentation des glucides de

5 grammesl/jour est possible a partir du deuxieme mois de traitement.
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Pour permettre une bonne adaptation et un bon apprentissage des régles aux patients

et aux familles, l'introduction des deux régimes se faisait dans le service pendant 3-4 jours.

Nous avons examiné les comptes-rendus des consultations de suivi a 1, 3, 6 et
12 mois de traitement pour relever I'efficacité des régimes et accéder aux dosages des acides

gras plasmatiques.

3) Analyses des acides gras plasmatiques

Les échantillons de sang étaient collectés avant I'introduction du régime cétogéne et du
régime modifié d’Atkins, puis a 1, 3, 6 et 12 mois de traitement. Le prélévement était réalisé le
matin chez des patients a jeun. Aprés avoir ajouté un standard interne (C19 :0; 20,2 pg/mL)
les lipides totaux étaient extraits du sérum avec un mélange chloroforme méthanol (2/1 V/V),
en utilisant la méthode décrite par Folch et al. (FOLCH et al., 1957). Les lipides totaux étaient
hydrolysés et méthylés avec de I'acide sulfurique et du méthanol. Les acides gras méthyl-
esters obtenus étaient séparés par chromatographie en phase gazeuse (colonne: 30-m
Supelco Omégawax ™ 320 ; chromatographe : VARIAN 3400, Palo Alto, CA). Douze acides
gras (C14.0, C16:0, C16:1, C18:0, C18:1, C18:2 n-6, C18:3: n-3, C20:3 n-6, C20:5 n-3, C20:3
n-9, C20:4 n-6, C22:6 n-3) étaient extraits. Les résultats sont exprimés en % des acides gras
totaux (moyenne +/- I'écart standard a la moyenne). Les dosages ont été réalisés dans le

service de Biochimie de I'hépital de Lille.

4) Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées grace au logiciel SPSS version 15 (LEAD
Technologies, Chicago, IL). Les résultats exprimés en médiane et en moyenne étaient
analysés selon un test non paramétrique de Mann et Whitney. Les données concernant
I'efficacité des régimes ont été analysées selon un test de Fisher exact. Les valeurs étaient

reconnues significativement différentes pour une valeur de p < 0,05.
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[l. Résultats

Données démographiques

27 patients étaient inclus dans cette étude : 15 garcons et 12 filles traités dans le
service de Neuropédiatrie de Lille entre septembre 2002 et juin 2008 (6 patients sont encore
en traitement). 17 patients recevaient le régime cétogene de septembre 2002 a janvier 2007,
et 10 patients recevaient le régime modifié d’Atkins a partir de janvier 2007. Pour deux
patients (7 et 8) le régime cétogene était remplacé par le régime modifié d’Atkins aprés

respectivement 5 et 11 mois de traitement, sans modification de I'efficacite.

Les types d’épilepsies et leurs étiologies sont présentés dans le tableau 9. L'age
médian de début d'épilepsie était de 6 mois (de la naissance a 66 mois). Les patients
présentaient des épilepsies réparties comme suit: 30 % de spasmes infantiles (8/27), 56 %
d’épilepsie partielle (15/27), 11 % d’épilepsie généralisée (3/27) et 3 % de syndrome de
Lennox Gastaut (1/27). Un nombre médian de 7 antiépileptigues avait échoué avant

I'introduction du régime cétogéne ou du régime modifié d'Atkins.

L'age médian a l'introduction du régime cétogéne était de 32 mois (allant de 11 a
153 mois) et de 77 mois (allant de 4 a 182 mois) pour le régime modifié d'Atkins. Les patients
recevaient un nombre médian de 3 antiépileptiques (allant de 2 a 4) au cours du traitement par

le régime cétogéne ou par le régime modifié d’Atkins (tableau 10).

Tableau 10: Comparaison des données démographiques pour le régime cétogene et le

régime modifié d’Atkins. [AE = antiépileptique]

Régime modifié d’Atkins Régime cétogéne
Patients 10 17
AE avant le régime 7 6
Age du début de traitement (mois) 77 32
Durée du traitement (mois) 3 5
Encore sous traitement
Nombre d’AE a l'initiation du régime 3 3
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Tableau 9: Données démographiques concernant les 27 patients inclus dans cette étude.

Patient ’I:,)é_but d.e Vs Type . . s TYP? de - Age_a AE avant Dl.”ée de AE au début du
o Sexe I'épilepsie d’épilepsie Etiologie ou syndrome épileptique régime l'initiation L traitement -
n A P le régime - traitement (c)
(année) (a) (b) du régime (mois) (b)
1 F 0.1 IS Délétion 1p36 KD 0.11 5 9 VGB, TPM
2 M 0.4 P Encéphalopathie anoxo ischémique KD 1.8 5 1 VGB, TPM
3 F 1.4 P Cryptogénique Atkins 15.2 14 1 OxCBZ, BZ
4 F 4 P Syndrome de Sturge Weber Atkins 5.10 8 > LEV, VGB, STP
5 M 3 IS Inconnu Atkins 6.1 8 1 VPA, GBP
6 F 2 jours P Hemimégalencéphalie droite KD 15 4 3 VGB, BP, BZ
7 M 15 jours P Cryptogénique KD->A 0.3 6 > VGB, Bz, STP
8 M 0.5 IS Défaut chaine respiratoire mitochondriale KD>A 2.1 5 > BZ, VGB, LTG
9 F 3 G Cryptogénique Atkins 9.8 5 3 VPA, LEV, LTG
10 M 0.6 IS =>LG Sclérose tubéreuse KD 3.3 6 12 VGB, PHT, BZ
11 M 0.5 P Encéphalopathie anoxo ischémique KD 25 7 12 PHT, LTG
12 M 1.8 G Inconnu KD 8.10 7 6 LTG, VPA
13 F Naissance P Malformation complexe Atkins 0.4 3 4 VGB, TPM
14 F 2.7 G Inconnu Atkins 10.3 7 3 ETH, LTG, BZ, VPA
15 F 0.5 IS 2LG Encéphalopathie virus Herpes Atkins 9.2 12 3 ETH, TPM, BZ, FLB
16 F 1.4 P Dysplasie corticale frontale KD 2.7 10 4 STP, BZ, ETH
17 F 0.11 P Encéphalopathie anoxo ischémique Atkins 6.9 7 > LEV, BZ, LTG, TPM
18 M 0.2 P Cryptogénique Atkins 1.3 4 > TPM, STP, BZ
19 M 0.5 IS Cryptogénique KD 2 9 12 VPA, LTG, GBP
20 F 0.8 P Cryptogénique KD 3.1 6 2 LTG, TPM
21 F 0.1 P Cryptogénique KD 5.4 11 12 FLB, LTG, Bz
22 M 5.6 EPC Défaut chaine respiratoire mitochondriale KD 12.4 7 > ETH, TPM, BZ, STP
23 M 0.6 IS Sclérose tubéreuse Atkins 0.9 5 2 LTG, HC, VGB
24 F 0.8 LG Encéphalopathie virus Herpes KD 12.9 14 4 TPM, FLB, ETH
25 F 11 P Inconnu KD 2.8 6 3 TPM, STP
26 M 0.2 IS Lissencéphalie KD 2.8 7 3 VGB, TPM, LTG
27 F 3 P Syndrome de Sturge Weber KD 3.1 6 24 TPM, LTG, BZ

(a) P:épilepsie partielle; G : épilepsie généralisée; LG : syndrome de Lennox Gastaut; EPC : épilepsie partielle continue, IS : spasmes infantiles
(b) = en cours; KD : régime cétogéne ; KD A : régime cétogéne remplacé par le régime modifié d’Atkins
(C) AE (antiépileptique) : VGB : vigabatrin; TPM : topiramate; PB : pentobarbital; BZ : benzodiazépine; PHT : phénytoine; LTG : lamotrigine; VPA : acide valproique;

STP : stiripentol; CBZ : carbamazépine; ETH : éthosuximide; FLB : felbamate; LEV : Iévétiracetam; OxCBZ : oxcarbazépine; GBP : gabapentine; HC : hydrocortisone
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Efficacité des traitements et durée

Tous les patients inclus suivaient le régime cétogéne ou le régime modifié d’'Atkins
pendant au moins un mois. Actuellement, un patient est encore traité par le régime cétogéne
(> 12 mois) et cing patients sont encore traités par le régime modifié d’Atkins. La durée
médiane de traitement était de 5 mois (allant de 1 a 24) pour le régime cétogéne et de 3 mois
(allant de 1 a 6) pour le régime modifié d’Atkins. Aprés 12 mois de traitement, 29 % des

patients étaient traités par le régime cétogéne et 20 % par le régime modifié d’'Atkins.

Aprés un mois, 10/17 des patients (59 %) recevant le régime cétogéne avaient une
amélioration de la fréquence des crises épileptiques > 50 % en comparaison a 5/10 (50 %)
des patients recevant le régime modifié d’Atkins (p =0,28). Aprés trois mois, 11/17 des
patients (64 %) recevant le régime cétogéne présentaient une amélioration de la fréquence
des crises > 50 % en comparaison a 2/10 (20 %) des patients recevant le régime modifié
d’Atkins (p = 0,03). Aprés 6 mois, 7/17 des patients (41 %) versus 2/10 des patients (20 %)
présentaient une amélioration de la fréquence des crises épileptiques > 50 % (p = 0,24).

L’ensemble de ces résultats est présenté figure 24.

Figure 24 : Efficacité du régime cétogéne et du régime modifié d'Atkins apres 1, 3, 6 et

12 mois de traitement.
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Les raisons de I'arrét du traitement sont reportées dans le tableau 11, pour les patients
traités par régime cétogéne (10/17) et par le régime modifié d’Atkins (5/10). Le nombre
d’antiépileptiques avant et aprés la mise en place des deux régimes n’était pas différent. La
survenue d'un état de mal épileptique diminuait significativement aprés la mise en place des
régimes. Avant le traitement, il y avait une médiane de 1 état de mal épileptique (allant de 0 a

12) et apres le traitement le nombre médian était de 0 (allant de 0 & 2).

Tableau 11 : Raisons de l'arrét du traitement pour le régime cétogene et le régime modifié
d’Atkins.

Régime modifié d’Atkins Régime cétogéne
Nombre d’arrét 5/10 10/17
Libre de crise 0 3
Inefficacité 4 7
et/ou intolérance 2 1

Concentrations en acides gras plasmatiques: les ac  ides linoléique et alpha

linolénigue augmentaient au cours des régimes

Les analyses de la composition du plasma en acides gras étaient réalisées avant
I'introduction des régimes puis a 1, 3 ,6 et 12 mois, chez respectivement 17, 15, 12, 7 et
4 patients. Des changements significatifs étaient observés (figures 25 A et B). Les acides gras
n-6 et n-3 : acides linoléique (LA ; C18:2 n-6) et alpha linolénique (ALA ; C18:3 n-3) contenus
dans les acides gras totaux plasmatiques étaient augmentés aprés 1, 3, 6 et 12 mois de
régime. En revanche les acides gras : homo linoléique (Homo-Lino C20:3 n-6), arachidonique
(AA; C20:4 n-6), eicosapentaénoique (EPA; C20:5 n-3), docosahexaénoique (DHA, C22:6 n-
3) et eicosatriénoique (Mead, C20:3 n-9) contenus dans les acides gras totaux plasmatiques
n’étaient pas modifiés apres 1, 3, 6 et 12 mois de régime. Une réduction significative de I'acide
palmitoléique (C16 :1) contenu dans les acides gras totaux plasmatiques était observée apres
1, 6 et 12 mois de régime. Les acides gras saturés n'étaient pas modifiés au cours des

régimes.
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Figure 25 A : Acides gras saturés et mono-insaturés a I'introduction du régime cétogéne et du
régime modifié d’Atkins (n=17) puis a 1 (n=15), 3 (n=12), 6 (n=7) et 12 (n=4) mois de
traitement. Les résultats sont des moyennes +/- esm, exprimés en % des acides gras totaux.
Les différences intergroupes étaient notée * p < 0,05 en comparaison avec JO. [Myristic : acide
myristique (C14:0); Palmitic : acide palmitique (C16:0); Palmitoleic : acide palmitoleique
(C16:1); Stearic: acide stéarique (C18:0); Oleic : acide oléique (C18:1); LA+ALA : acide
linoléique (C18:2 n-6) + acide alpha linolénique (C18:3 n-3); Homo Lino: acide homo
linoléique (C20:3 n-6); EPA: acide -eicosapentaénoique (C20:5 n-3); Mead: acide
eicosatriénoique (C20:3 n-9); AA: acide arachidoniqgue (C20:4 n-6); DHA: acide

docosahexaénoique (C22:6 n-3)].
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Figure 25 B : Acides poly-insaturés a l'introduction du régime cétogéne et du régime modifié
d’Atkins (n=17) puis a 1 (n=15), 3 (n=12), 6 (n=7) et 12 (n=4) mois de traitement. Les

différences intergroupes étaient notées * p < 0,05 en comparaison avec JO et m p < 0,02 en

comparaison avec un mois. Les résultats sont des moyennes +/- esm, exprimés en % des

acides gras totaux. [Myristic : acide myristique (C14:0); Palmitic : acide palmitique (C16:0);

Palmitoleic : acide palmitoléique (C16:1); Stearic: acide stéarique (C18:0); Oleic : acide
oléique (C18:1); LA+ALA : acide linoléique (C18:2 n-6) + acide alpha linolénique (C18:3 n-3);
Homo Lino : acide homo linoléique (C20:3 n-6); EPA : acide eicosapentaénoique (C20:5 n-3);
Mead : acide eicosatrienoique (C20:3 n-9); AA : acide arachidonique (C20:4 n-6); DHA : acide

docosahexaénoique (C22:6 n-3)].
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Concentrations en acides gras plasmatiques et effic acité des traitements : les
patients qui répondaient aux régimes présentaient u ne diminution de la

concentration plasmatique en AA et DHA

Les concentrations de chaque acide gras étaient comparées aprés un et trois mois de
traitement selon si les patients répondaient (> 50) ou pas (< 50) aux régimes (figures 26 A et
26 B).

Apres un mois de traitement, les patients répondant (n=7) aux régimes présentaient
une augmentation significative de I'acide palmitoléique plasmatique (acides gras totaux), et
une diminution significative de I'AA contenu dans les acides gras totaux plasmatiques en
comparaison aux patients qui ne répondaient pas aux régimes (n=8). Les valeurs pour I'AA
étaient 5,57 +/- 0,73 % chez les patients qui répondaient et 9,06 +/- 0,81 % chez ceux qui ne
répondaient pas au traitement. Une tendance a la diminution était observée pour I'EPA
contenu dans les acides gras totaux plasmatiques (p = 0,06) chez les patients qui répondaient

aux régimes.

Apreés trois mois de traitement, les patients répondant (n=6) aux régimes présentaient
une diminution significative de I'AA et du DHA contenus dans les acides gras totaux
plasmatiques en comparaison aux patients qui ne répondaient pas aux régimes (n=6). Les
valeurs pour I'AA étaient 6,17 +/-0,63 % chez les patients qui répondaient au traitement et
8,99 +/- 1,10 % chez ceux qui ne répondaient pas. Pour le DHA ces valeurs étaient
respectivement de 1,77 +/- 0,23 % et 2,46 +/- 0,15 %.

Les concentrations en LA et en ALA plasmatiques (acides gras totaux) n’étaient pas

modifiées chez les patients répondant ou pas aux régimes.
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Figure 26 A : Concentrations en acides gras saturés, mono-insaturés et poly-insaturés apres
un mois de régime cétogene ou de régime modifié d’Atkins chez les patients qui répondaient
(n=7) ou pas (n=8) aux régimes. Les résultats sont des moyennes +/- esm, exprimés en % des
acides gras totaux. Les différences intergroupes étaient notées * p < 0,05. [Myristic : acide
myristique (C14:0); Palmitic : acide palmitique (C16:0); Palmitoleic : acide palmitoléique
(C16:1); Stearic: acide stéarique (C18:0); Oleic: acide oléiqgue (C18:1); LA+ALA: acide
linoléique (C18:2 n-6) + acide alpha linolénique (C18:3 n-3); Homo Lino: acide homo
linoléique (C20:3 n-6); EPA: acide -eicosapentaénoique (C20:5 n-3); Mead: acide
eicosatriénoique (C20:3 n-9); AA: acide arachidoniqgue (C20:4 n-6); DHA: acide

docosahexaénoique (C22:6 n-3).]

A

% acides gras
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Figure 26 B: Concentrations en acides gras saturés, mono-insaturés et poly-insaturés apres
trois mois de régime cétogene ou de régime modifié d’Atkins chez les patients qui répondaient
(n=6) ou pas (n=6) aux régimes. Les résultats sont des moyennes +/- esm, exprimés en % des
acides gras totaux. Les différences intergroupes étaient notées * p < 0,05. [Myristic : acide
myristique (C14:0); Palmitic : acide palmitique (C16:0); Palmitoleic : acide palmitoléique
(C16:1); Stearic: acide stéarique (C18:0); Oleic: acide oléique (C18:1); LA+ALA: acide
linoléique (C18:2 n-6) + acide alpha linolénique (C18:3 n-3); Homo Lino: acide homo
linoléique (C20:3 n-6); EPA: acide eicosapentaénoique (C20:5 n-3); Mead: acide
eicosatriénoique (C20:3 n-9); AA: acide arachidoniqgue (C20:4 n-6); DHA: acide

docosahexaénoique (C22:6 n-3).]

% acides gras
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[1l. Conclusion

Le régime cétogéne et le régime modifié d’Atkins semblent exercer une efficacité
antiépileptique comparable dans la prise en charge des épilepsies pharmacorésistantes. Les
différences observées entre ces deux régimes, au sujet de I'dge d’introduction et des durées
de traitement peuvent étre d'une part liées au fait que la méthodologie est rétrospective, et
d’autre part s’expliquer par le fait que l'utilisation du régime modifié d’Atkins dans notre service
est plus récente (janvier 2007) que celle du régime cétogéne (septembre 2002 a janvier 2007).
Si ces résultats sont confirmés par de futures études, le régime cétogéne pourrait étre
remplacé par le régime modifié d’Atkins qui est moins contraignant, moins restrictif et mieux
toléré par les patients (Kang et al.,, 2007a). Notre étude rapporte également que le
remplacement du régime cétogéne par le régime modifié d’Atkins chez deux patients ne
modifiait pas l'efficacité antiépileptique du traitement. Cet aspect devrait étre davantage
exploré, ce qui permettrait d’évaluer le bénéfice de remplacer le régime modifié d’Atkins par le
régime cétogéne chez les patients ne répondant pas au régime modifié d’Atkins, ou de
remplacer le régime cétogene par le régime modifié d’Atkins chez les patients qui ne tolerent
pas le premier. Toujours dans l'optique de diminuer les effets indésirables liés au traitement
antiépileptique, une évaluation de la prise en charge thérapeutique par le régime modifié
d’Atkins des épilepsies non pharmacorésitantes mériterait d’étre réalisée, celui-ci étant plus

facilement accepté par les familles et les patients que le régime cétogéne.

Dans notre étude, il était également retrouvé une réduction significative du nombre
d’états de mal épileptique chez les patients suite a l'introduction du régime cétogéne ou du
régime modifié d’Atkins. Ces deux régimes pourraient avoir un rbéle dans la prévention des
états de mal épileptiques. L'aspect préventif mériterait d’étre davantage exploré car chez les
enfants présentant des états de mal épileptiques répétés le risque de mortalité est augmenté.
Une étude rapportait également le succés de la prise en charge d'un état de mal épileptique
réfractaire par le régime cétogéne chez un patient adulte (Bodenant et al., 2008). Des études
complémentaires devraient explorer l'efficacité de la prise en charge des états de mal
épileptiques réfractaires par le régime cétogéne ou par le régime modifié d’Atkins qui ont
I'avantage de présenter moins d’effets secondaires que le pentobarbital (Holmes and Riviello,
Jr., 1999).

Au cours de ces deux régimes, une augmentation du LA et 'ALA était observée apres

1, 3, 6 ou 12 mois de traitement. En revanche, il n'y avait pas de modification des autres

AGPI. Quand les patients étaient séparés selon le critére « réponse » ou « non réponse » au
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traitement, aprés un et trois mois de traitement, des modifications étaient observées. Les
patients qui répondaient au traitement présentaient une diminution significative de I'AA apres
un et trois mois de traitement ainsi qu’'une diminution du DHA apres trois mois de traitement.
Nos résultats different des études cliniques précédentes (Dahlin et al., 2007;Fraser et al.,
2003). Des investigations complémentaires sont donc nécessaires pour déterminer si les
variations plasmatiques en AA et en DHA sont liées au pouvoir anticonvulsivant du traitement
ou si ces variations sont le reflet de la composition lipidique des différents régimes (Kossoff
and McGrogan, 2005).
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Chapitre V : discussion

DISCUSSION
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l. Vers une simplification du régime cétogene : le régime modifié
d’Atkins

Nous avons vu dans notre étude que les efficacités antiépileptiques du régime modifié
d’Atkins et du régime cétogéne étaient comparables. Ces données sont en faveur d’'une plus
large utilisation du régime modifié d’'Atkins chez les patients, en remplacement du régime

cétogéne trop contraignant et parfois mal toléré.
1) Efficacité du régime modifié d’Atkins

Dans notre étude, l'efficacité antiépileptique décrite pour le régime modifié d'Atkins
était comparable a celle du régime cétogéne. Mais elle était également comparable a
I'efficacité antiépileptique du régime modifié d’Atkins décrite dans les études américaines et
asiatiques (Kang et al., 2007a;Kossoff et al., 2006). Une efficacité antiépileptiqgue du régime
modifié d’Atkins était rapportée dans ces deux études, menées chez respectivement 14 et
20 enfants. Aprés un mois de traitement, respectivement 57 % et 69 % des patients
présentaient une amélioration de la fréquence des crises épileptiques supérieure a 50 %.
Nous rapportions aussi une efficacité du régime modifié d’Atkins chez 50 % des patients. Nos
résultats a trois et six mois (efficacité retrouvée chez 20 % des patients) sont inférieurs a ce
qui est décrit dans les études américaines et asiatiques (trois mois : efficacité pour 36 % et
60 % des patients, six mois : efficacité pour 65 % et 56 % des patients). Cette différence peut
étre expliquée par le fait qu'a ces deux temps, le nombre de patients traités par le régime

modifié d’Atkins était faible (respectivement 6 et 2 patients).

Dans notre étude, I'efficacité antiépileptique n’était pas modifiée chez les deux patients
qui ont changé de traitement (remplacement du régime cétogene par le régime modifié
d’'Atkins). Cette méme observation a été rapportée pour un patient dans une étude précédente
(Kossoff et al., 2003). L'effectif est certes minime mais si un tel argument était confirmé par
d’autres études, il pourrait étre envisagé de débuter le traitement par un régime cétogéne chez
les patients ne répondant pas ou peu au régime modifié d’Atkins et d’effectuer une transition

plus tardive vers le régime modifié d’Atkins pour augmenter la tolérance des patients.
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2) Avantages du régime modifié d’Atkins

Le régime cétogéne est un traitement efficace mais contraignant. Suite aux
précédentes observations concernant |'efficacité antiépileptique du régime modifié d’Atkins, un
remplacement du régime cétogene par le régime modifié d’Atkins serait bénéfique pour les

patients et leur famille.

Le régime modifié d’Atkins présente de nombreux avantages qui font qu'’il est mieux
toléré par les patients : absence de restriction calorique, apports en glucides controlés mais
possibles, aliments et repas plus variés. Ces caractéristiques rendent le régime modifié
d’Atkins moins restrictif que le régime cétogene. Ainsi la tolérance et I'acceptation peuvent étre
augmentées chez les patients et les familles. Le régime modifié d’Atkins semble également
une alternative thérapeutique pour les adolescents et les adultes souffrant d’'une épilepsie
pharmacorésistante (Carrette et al., 2008;Kang et al.,, 2007a;Kossoff et al., 2008b) pour
lesquels le régime cétogene est souvent décrit comme contraignant et mal toléré (Mady et al.,
2003;Sirven et al., 1999).

Un des autres avantages du régime modifié d’Atkins est que les apports en glucides
peuvent évoluer au cours du traitement. A l'introduction du régime modifié d’'Atkins, I'apport en
glucides est limité a 10 g/jour mais cet apport peut étre augmenté progressivement chez les
patients qui ne tolérent pas la restriction et/ou chez les patients qui répondent bien au
traitement. Les études menées jusqu’a ce jour retenaient une augmentation des apports de
5 gfjour sur une période d’'un mois. La limite supérieure des apports en glucides étant fixée a
20 gl/jour (Carrette et al., 2008;Kang et al., 2007a;Kossoff et al., 2007).

L’ensemble des avantages du régime modifié d’Atkins, et la diminution des contraintes
par rapport au régime cétogene font que ce traitement ne devrait plus étre considéré comme
le traitement de la derniere chance. De plus, I'évaluation de son efficacité anticonvulsivante
devrait se généraliser aux épilepsies non pharmacorésistantes car les effets indésirables liés a
une modification alimentaire pourraient étre restreints par rapport a ceux pouvant étre induits

par un traitement médicamenteux.

3) Limites de cette étude

Des études complémentaires méritent d’étre réalisées car notre étude présente des

limites. Ces limites sont d'une part le fait que I'étude est rétrospective, et d’'autre part que
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I'utilisation du régime modifié d’Atkins est récente dans notre service. Ces deux facteurs font
gue les groupes ne sont pas homogenes en terme d’age a l'introduction du traitement et en
terme de durée de traitement. Les comparaisons d’efficacité a 6 et 12 mois de traitement entre
le régime cétogéne et le régime modifié d’Atkins n’étaient pas représentatives compte tenu du

faible nombre de patients traités par le régime maodifié d’Atkins pour ces temps.

Les prochaines études cliniques devraient tenir compte de nos résultats au sujet des
propriétés anticonvulsivantes des AGPI. L'association d’'un apport alimentaire en ALA + LA et

d’un traitement par le régime cétogéne ou le régime modifié d’Atkins devrait étre évaluée.

ll. Vers des alternatives au régime cétogene

Comme nous l'avons décrit précédemment, le régime cétogene est un traitement
contraignant, et la compliance est difficile a maintenir dans le temps. Nos travaux avaient pour
objectif de trouver des alternatives au régime cétogéne. Pour cela, nous avons évalué les
effets anticonvulsivants d’'un apport entérale en AGPI, et d’'un traitement par un agoniste des

récepteurs PPAR-alpha.

1) Les AGPI

Nous retrouvions que I'apport quotidien du mélange ALA/LA pendant 30 jours avait des
effets anticonvulsivants comparables a ceux du régime cétogéne. Toutefois, de tels effets
n'étaient pas retrouvés lors de I'administration du mélange LCP, alors que la quantité d’AGPI

apportée quotidiennement était comparable a celle apportée par le mélange ALA/LA.

Les précédents travaux rapportaient que des traitements par des AGPI chez les
rongeurs avaient des propriétés anticonvulsivantes. Ces effets étaient décrits suite a
'administration du mélange SR-3 (40 mg/kg, i.p.) pendant 21 jours (Rabinovitz et al.,
2004;Yehuda et al.,, 1994), et cette action a été récemment décrite comme étant dose-
dépendante (Taha et al., 2008a). Toutefois, plusieurs études ne retrouvaient pas de tels effets
pour le mélange SR-3 (Taha et al., 2005;Taha et al., 2008a) ou pour un apport alimentaire
d’EPA ou de DHA pendant 28 jours (Willis et al., 2008). L’efficacité anticonvulsivante des
AGPI a aussi été décrite dans des modeles d’administration unique (40 uM, i.v. ou 10 uM,
i.c.v.). L'EPA, le DHA et 'ALA avaient des propriétés anticonvulsivantes dans des modéles de

crises épileptiques induites par une stimulation corticale ou par le kainate (35 mg/kg, i.p.) chez
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des rats (Lauritzen et al., 2000;Voskuyl et al., 1998). Cependant, ces effets étaient décrits
comme transitoires et ils disparaissaient 24 heures aprées l'injection des AGPI (Voskuyl et al.,
1998).

Les résultats des études in vitro étaient concordants avec les effets anticonvulsivants
décrits dans les études in vivo. Dans les études in vitro, I'application de DHA ou d’EPA (20, 50
ou 100 pM) sur des tranches hippocampiques diminuait I'excitabilité des neurones des aires
CAl et CA3 (Xiao and Li, 1999;Young et al., 2000). Cette modification de I'excitabilité
intervenait via une diminution de la fréquence, et du nombre de potentiel d’action émis par les
neurones de CAl et CA3 suite une stimulation chimique (glutamate 200 uM, PTZ 200 uM,
bicuculline 10 uM ou milieu dépourvu en magnésium) ou électrique (Xiao and Li, 1999;Young
et al., 2000). L'application d’AGPI dans le milieu de culture contribuait également & moduler le

potentiel de repos des neurones de CAL, en le rendant plus hyperpolarisé (Xiao and Li, 1999).

L'efficacité anticonvulsivante d'un apport entérale de mélanges DHA + EPA ou
DHA + EPA + ALA était aussi décrite en clinique, chez des patients souffrant d’'une épilepsie
pharmacorésistante. Deux études sur trois rapportaient I'efficacité anticonvulsivante des AGPI
(Bromfield et al., 2008;Schlanger et al., 2002;Yuen et al., 2005). L'apport de 3,25 g/jour
d’AGPI (DHA + EPA + ALA) diminuait la fréquence des crises épileptiques aprés six mois de
traitement chez 5/21 patients qui terminaient I'étude (Schlanger et al., 2002). De méme, que
I'apport journalier d’'un mélange EPA + DHA (1,7 g/jour) diminuait la fréquence des crises
épileptiques chez 15/29 des patients, mais de facon transitoire (Yuen et al., 2005). Les effets
anticonvulsivants étaient observés pendant six semaines, mais ils n’étaient pas retrouvés a la
douzieme semaine. Finalement, l'administration d'un mélange EPA + DHA (2,2 mg/jour)

n'avait pas d’'effet anticonvulsivant chez les patients pendant 12 semaines de traitement.

L'ensemble de ces résultats suggere qu’'un apport d’AGPI puisse avoir des effets
anticonvulsivants. Ces effets sont rapportés par plusieurs études chez le rongeur, mais cela
reste a préciser car certaines études sont contradictoires. Le poids des résultats in vivo en
faveur d’'une action anticonvulsivante des AGPI est augmenté par le fait que les AGPI sont
capables de diminuer I'excitabilité cérébrale. Finalement, les études clinigues sont peu
nombreuses mais deux d’entre-elles rapportaient les effets anticonvulsivants d’apport en AGPI
via l'alimentation. Ces résultats restent a confirmer et a préciser car les effectifs permettant
I'évaluation sont faibles, les apports lipidiqgues alimentaires ne sont pas contrblés et les
paramétres biochimiques ne sont pas ou peu explorés (AGPI plasmatiques, triglycérides,

cholestérol....).
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2) Le fénofibrate

Dans notre étude, un traitement de 14 jours par le fénofibrate avait des propriétés
anticonvulsivantes comparables a celles obtenues aprés 14 jours de traitement par le régime

cétogene.

Le fénofibrate est un agoniste direct des récepteurs PPAR-alpha. A ce jour, une seule
étude a rapporté les effets anticonvulsivants d’un traitement par des statines (agoniste indirect
des récepteurs PPAR-alpha) dans un modeéle d'état de mal épileptique induit par le kainate
(10 mg/kg, i.p.) chez des rats. Un traitement de sept jours par des statines (10 mg/kg, per-0s)
diminuait la sévérité des crises épileptiques ainsi que le nombre « d’ébrouements » induits par
'administration de kainate (Lee et al., 2008). En revanche, I'administration des statines
30 minutes aprés celle du kainate ne modifiait pas les crises épileptiques développées par les
animaux. Une étude précédente rapportait les effets anticonvulsivants d’'un traitement par un
agoniste PPAR-gamma dans un modéle de crises audiogénes induites chez des souris
déficientes en magnésium (Maurois et al., 2008). L’activation des récepteurs nucléaires
PPAR-gamma par la FMOC-L-leucine (ED50: 4,8 +/- 1,3 mg/kg, i.p.) une heure avant
I'induction des crises épileptiques avait des propriétés anticonvulsivantes dans ce modéle de
crises audiogénes. Les effets anticonvulsivants induits par la FMOC-L-leucine étaient
diminués lors de l'administration d’'un antagoniste PPAR-gamma (GW9662, 1 a 2 mg/kg).
L'administration de rosiglitazone (> 100 mg/kg, i.p.), un autre agoniste PPAR-gamma, n’avait
pas deffet anticonvulsivant. Les effets anticonvulsivants de la FMOC-L-leucine (1 a

100 mg/kg) n’étaient pas retrouvés dans le modéle a 6 hertz.

Ces résultats sont en faveur d’'une action anticonvulsivante portée par les agonistes
des récepteurs PPARs. A ce jour, seul deux études ont rapporté une efficacité
anticonvulsivante suite a des traitements par des agonistes des récepteurs PPAR-alpha. Ces
résultats suggerent qu’une activation des récepteurs PPAR-alpha puisse avoir un effet
anticonvulsivant. Mais il reste & préciser si les propriétés anticonvulsivantes sont liées a une
activation centrale et/ou périphérique des récepteurs PPAR-alpha. Ces résultats sont
préliminaires, et des analyses complémentaires sont nécessaires notamment dans d’'autres
modéles de crises épileptiques, en utilisant des posologies de fénofibrate différentes et en

évaluant différents agonistes de ces récepteurs.
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lll. Les AGPI, une alternative au régime cétogéene

Dans notre travail, les apports journaliers en LA + ALA étaient identiques pour le
régime cétogéne et pour le mélange ALA/LA (respectivement 5,27 et 5,24 g/kg/jour). Mais les
ratios LA/ALA étaient inversés (régime cétogene: LA/ALA=1,7/0,1; mélange
ALA/LA : LA/ALA = 2,5/7). Pour le mélange LCP, I'apport quotidien en ALA + LA était moins
important par rapport aux deux traitements précédents (1,5 g/kg/jour), mais le ratio LA/ALA
était comparable a celui du régime cétogene (LA/ALA = 1,2/0,2). Les différences observées au
cours de I'évaluation des propriétés anticonvulsivantes pourraient étre liées a la qualité, a la

quantité et/ou aux ratios n-6/n-3 d’AGPI apportés.
1) Quantité d’AGPI

Des études précédentes décrivaient les effets anticonvulsivants du mélange SR-3.
L'administration quotidienne (i.p.) d'un mélange SR-3 (LA/ALA de ratio 4/1) pendant 21 jours a
la posologie de 40 mg/kg/jour avait un effet anticonvulsivant (Rabinovitz et al., 2004;Yehuda et
al., 1994). Ces effets étaient retrouvés dans plusieurs modeles de crises épileptiques chez des
rats [PTZ (50 ou 100 mg/kg, i.p.), irritation corticale par le FeCl;, crises audiogénes].
Cependant, ce mélange (40 mg/kg/jour, i.p.) n'avait pas d'effet anticonvulsivant dans deux
autres études (Taha et al., 2006;Taha et al., 2008a). Mais un effet dose-dépendant était
rapporté (Taha et al., 2008a). Un traitement de 21 jours par le mélange SR-3 a la posologie de
200 mg/kg/jour induisait une augmentation du délai d’apparition des crises épileptiques
induites par le PTZ (80 mg/kg, i.p.). Toutefois, les résultats obtenus avec le mélange SR-3
doivent étre prudemment comparés aux nétres étant donné que les voies d’administration, les

posologies et la méthode d’évaluation utilisées sont différentes des nétres.

Les propriétés anticonvulsivantes décrites pourraient étre liées aux quantités ALA + LA
apportées quotidiennement. En effet le mélange LCP apporte une quantité ALA + LA
journaliére de 1,5 g/kg alors que le régime cétogéne et le mélange ALA/LA (qui possédent des
propriétés anticonvulsivantes) apportent des quantités journalieres ALA + LA de l'ordre de
5,2 g/kg. Toutefois, I'apport d’'EPA ou de DHA (6 g/kg/jour) pendant quatre semaines via
I'alimentation se révélait inefficace chez des souris (Willis et al., 2008). La posologie utilisée
est pourtant similaire a celle apportée dans notre étude par le régime cétogéne ou par le
mélange ALA/LA. Ces derniers résultats suggérent que les propriétés anticonvulsivantes
dépendraient aussi de la qualité des AGPI apportés. Ce dernier point est suggéré par

I'absence d’effet anticonvulsivant du mélange LCP, de 'EPA ou du DHA, méme lorsqu’ils sont
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administrés a des posologies similaires a celles pour lesquelles nous avons observé des

propriétés anticonvulsivantes.

Trois études cliniques ont également évalué les effets anticonvulsivants d’'un apport
entérale en AGPI chez des patients ayant une épilepsie pharmacorésistante. Dans ces
études, les quantités d’AGPI utilisées étaient variables : 2,2 mg/jour d’'EPA + DHA (Bromfield
et al.,, 2008), 1,7 g/jour d’'EPA + DHA (Yuen et al., 2005) ou 3,25 g/jour d'un mélange
DHA + EPA + ALA (Schlanger et al., 2002). L’apport quotidien d’'une quantité d’AGPI de I'ordre
du mg/jour n'avait pas d'effet anticonvulsivant, tandis que I'apport de 1,7 g/jour ou de
3,25 g/jour avait une efficacité anticonvulsivante. L'efficacité décrite était transitoire pour
I'étude utilisant 1,7 g/jour (6 semaines). Pour celle utilisant une quantité de 3,25 g/jour, une
efficacité anticonvulsivante était retrouvée aprés six mois de traitement chez les 5/21 patients
encore en traitement. La quantité d’AGPI apportée dans ces études clinigues semble trés
faible en comparaison avec la posologie efficace du mélange ALA/LA de notre étude. Les
quantités d'’AGPI utilisées dans ces études clinigues ne reflétent pas les apports en AGPI du
régime cétogéne chez I'Homme, qui sont de I'ordre de 3 a 4 g/kg/jour d’AGPI pour un enfant

de 5 ans.

2) Qualité des AGPI

Suite aux précédentes observations sur la quantité d’AGPI apportée, il est logique de
s'intéresser a la qualité des AGPI apportés, et a la corrélation entre qualité et propriétés

anticonvulsivantes.

Ratios LA/ALA

Dans notre étude, seul le régime cétogéne et le mélange ALA/LA possédaient des
propriétés anticonvulsivantes. Ces résultats suggerent que I'efficacité de ces apports n’est pas
liée aux ratios LA/ALA, car dans ces deux traitements les ratios LA/ALA sont inverses. Le
régime cétogene apporte principalement du LA (1,1/0,1) alors que le mélange ALA/LA contient
principalement de I'ALA (2,5/7). Le mélange SR-3 possédait aussi des propriétés
anticonvulsivantes pour un ratio LA/ALA de 4/1 (Rabinovitz et al., 2004;Taha et al.,
2008a;Yehuda et al., 1994). En accord avec ces observations, le mélange LCP (1,2/0,2) utlisé
dans notre étude n'avait pas d'effet anticonvulsivant alors que le ratio LA/ALA était

comparable a celui du régime cétogéne.
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L’ensemble de ces résultats suggére que le ratio LA/ALA n’est pas déterminant dans
'apparition des propriétés anticonvulsivantes des AGPI. En revanche, [efficacité
anticonvulsivante d'un tel apport serait dépendant de la quantité d’ALA + LA apportée
quotidiennement, suggérant la possibilité d'un effet-dose comme décrit précédemment (Taha
et al., 2008a). Cette constatation nécessite d’étre approfondie afin de préciser quelles sont les
posologies optimales, et de déterminer a quelles doses ce traitement devient toxique pour les
animaux. En effet, dans une étude précédente, I'administration du mélange SR-3 a de fortes
posologies pendant 21 jours (400 ou 1000 mg/kg, i.p.) était décrit comme toxique pour les
animaux (perte de poids, ballonnements, refus de s'alimenter). Les paramétres de cette
toxicité nécessitent d'étre clarifiés, mais les auteurs suggéraient qu'elle puisse étre liée a la
répétition des injections i.p., et a l'agression de la cavité gastro-intestinale par un tel

traitement.

Réles de 'ALA et du LA

Dans notre étude, les apports en AGPI se font sous forme de « mélange » contenant
entre autre du LA et de 'ALA. Le mélange LCP est composé de LA et d’ALA, mais il contient
aussi de I'AA, du DHA et de 'EPA. Dans notre étude, seul le régime cétogene et le mélange
ALA/LA avaient des propriétés anticonvulsivantes. Ces résultats suggérent que les propriétés
anticonvulsivantes observées soient portées par le LA et/ou 'ALA. Cette hypothése semble
confirmée par le fait qu’'une efficacité anticonvulsivante était retrouvée lors de I'administration
du mélange SR-3 (LA/ALA) chez des rats (Rabinovitz et al., 2004;Taha et al., 2008a;Yehuda
et al., 1994). Mais comme nous I'avons souligné dans la partie précédente, un parallele entre
ces études et la notre est difficile, du fait des différences de méthodologies. Finalement,
I'apport entérale de DHA ou d’EPA n’induisait pas de propriétés anticonvulsivantes chez des
souris, et ce dans plusieurs modéles de crises épileptiques [seuil au PTZ (i.v.), fluorothyl,
kainate (35 mg/kg, i.p.), 6 hertz] (Willis et al., 2008).

A ce jour, aucune étude n'a évalué de facon isolée les effets anticonvulsivants de I'ALA
et du LA. Ces deux acides gras sont toujours administrés sous forme de mélange. Il reste
donc a déterminer si les propriétés anticonvulsivantes sont portées par I'un ou l'autre de ces
deux AGPI, ou si elles sont liées au fait que ces deux AGPI sont administrés sous forme de

mélange.
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3) Mécanismes d’action des AGPI

Plusieurs hypothéses d’action ont été envisagées et explorées pour expliquer les
propriétés anticonvulsivantes du mélange ALA/LA observées dans nos travaux. Parmi ces
hypotheses, il y avait la modification du statut nutritionnel des animaux ou la modification des

AGPI cérébraux et/ou plasmatiques.

Statut nutritionnel

Au cours de notre étude, les animaux ayant recu une version normocalorique du
régime cétogéne ou les mélanges ALA/LA et LCP ne présentaient pas de modification du
statut nutritionnel. Le poids des animaux augmentait de la méme facon pour les animaux
ayant recu une alimentation a volonté (LINO, LCP et contrble), et pour ceux ayant recu une
alimentation normocalorique (KD). L’analyse de la composition corporelle ne montrait pas de
modification de la teneur en matiére grasse corporelle quel que soit le traitement. Ces
résultats suggérent que l'efficacité anticonvulsivante n’est pas liée a une modification du statut

nutritionnel.

Pourtant, des études rapportaient que les effets anticonvulsivants étaient liés a une
restriction calorique (Eagles et al., 2003;Greene et al., 2001). Les effets anticonvulsivants de
différentes restrictions alimentaires étaient comparés (Eagles et al., 2003). Les rats ayant recu
pendant 21 jours un régime riche en glucides, mais hypocalorique (10 %, 45 % et 50 % de
restriction) présentaient une augmentation des seuils au PTZ (i.v.) comparable a
'augmentation observée pour les animaux ayant recu un régime cétogéne hypocalorique
(10 % de restriction). De tels résultats étaient également retrouvés pour une version du régime
standard ou les calories étaient limitées a 90 % des besoins journaliers. Les effets
anticonvulsivants d’'une restriction alimentaire étaient aussi observés chez des souris EL mice.
Une restriction calorique de 15 % ou 30 % des besoins caloriques journaliers (alimentation
standard) retardait I'apparition des crises épileptiques de facon dose-dépendante (Greene et
al., 2001). Dans ces deux études, les animaux recevant une restriction calorique présentaient

une diminution significative du poids par rapport aux animaux témoins.
D’autres études utilisant des versions hypocaloriques du régime cétogéne (10 % de

restriction) et/ou une limitation dans le temps de I'accés a la nourriture (limitation & 2h30 / jour)

rapportaient I'efficacité anticonvulsivante du régime cétogene dans plusieurs modéles de
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crises épileptiques. Ces effets étaient retrouvés chez des rats dans les modéles de crises
induites par le PTZ (i.v.), le PTZ (70 mg/kg, s.c.), le GBL (100 mg/kg, i.p.), la picrotoxine
(1,89 mg/kg, s.c.) et la bicuculline [1,80 mg/kg, s.c.] (Bough et al., 1999b;Bough et al.,
2000a;Bough et al., 2002;Bough and Eagles, 1999;Thavendiranathan et al., 2003), et chez la
souris lors d’'une évaluation dans un modéle de crises épileptiques induites par le fluorothyl ou
dans le modéle 6 hertz (Rho et al., 1999;Samala et al., 2008). Mais ces études comportent un
biais car elles ne font pas de comparaison entre l'efficacité anticonvulsivante des versions
normocaloriques et hypocaloriques du régime cétogene. Seul une étude a évalué ce point
(Raffo et al., 2008). Un traitement de 21 jours par une version normocalorique du régime
cétogéne était inefficace chez les rats, tandis que la version hypocalorique (15 % de
restriction) avait des propriétés anticonvulsivantes (Raffo et al., 2008). L'évaluation des
propriétés anticonvulsivantes était réalisée a I'aide d'un modele de seuils au PTZ (i.v.) associé
a des enregistrements EEG chez des rats adultes (P70 lors de I'évaluation). Les rats ayant
recu la version hypocalorique présentaient une augmentation des seuils pour la premiére
absence, la premiére myoclonie et la crise clonique. Alors que le régime cétogéne
normocalorique était inefficace. Les animaux traités par les versions hypocaloriques et
normocaloriqgues présentaient une diminution du poids corporel par rapport aux animaux
témoins. Nos résultats ne sont pas en accord avec cette étude. Dans notre travail, nous avons
inclus de jeunes rats (110 g) et des adultes (280-320 g), aprés respectivement 30 et 14 jours
de traitement par une version normocalorique du régime cétogéne, nous retrouvions un effet
anticonvulsivant, tandis que Raffo et al. ne retrouvaient pas cette efficacité pour des rats de
150-200 g a linclusion (Raffo et al., 2008). Notre étude et celle de Raffo et al. (Raffo et al.,
2008) confirment toutefois qu'une modification du poids corporel n'est pas associée a

I'efficacité anticonvulsivante.

Il faut aussi souligner que dans notre étude, le régime cétogene et les apports en AGPI
ont été introduits sans jelne préalable. Notre méthodologie pour [lintroduction des
compléments alimentaires est comparable aux méthodologies décrites précédemment
(Rabinovitz et al., 2004;Taha et al., 2008a;Taha et al., 2006;Willis et al., 2008;Yehuda et al.,
1994). En revanche, dans la majorité des études utilisant le régime cétogéne, celui-ci était
introduit aprés une période de jelne allant de 6 heures a 12 heures (Bough et al.,
1999b;Bough et al.,, 2000a;Bough et al.,, 2002;Bough and Eagles, 1999;Rho et al.,
1999;Thavendiranathan et al., 2003). Dans notre étude, méme sans je(ine préalable le régime
cétogeéne était efficace apres 14 et 30 jours de traitement. Nos résultats sont en adéquation
avec les précédentes études clinigues qui rapportaient que I'absence de jeline initial ne
modifiait pas I'efficacité anticonvulsivante a long terme du régime cétogéne (Bergqvist et al.,
2005;Eun et al., 2006;Kim et al., 2004;Wirrell et al., 2002). Ces observations concernant le
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régime cétogene sont en faveur d’'une simplification des protocoles cliniques. En effet, la
suppression du je(ne initial pourrait étre un facteur améliorant la tolérance et I'acceptation du

traitement par les patients et leurs familles.

Phospholipides cérébraux et AGPI

L'efficacité anticonvulsivante du mélange ALA/LA et du régime cétogéne n’était pas
associée a une modification de la composition en AGPI contenus dans les phospholipides
cérébraux (PC et PE). Les animaux ayant recu le mélange LCP ne présentaient pas de
modification des AGPI contenus dans les phospholipides cérébraux, mais présentaient une
diminution significative du ratio n-6/n-3 pour les fractions PC et PE. Cette variation du ratio n-
6/n-3 pour les animaux traités par le mélange LCP semble davantage étre le reflet de la

composition complexe de ce mélange (AA, DHA, EPA, LA, ALA).

Une étude utilisant des souris fat-1 (qui transforment les AGPI n-6 en AGPI n-3)
montrait une augmentation du DHA et une diminution de I'AA dans les fractions PC et PE
cérébrales (Taha et al., 2008b). Les auteurs corrélaient 'augmentation de la teneur en DHA a
laugmentation du délai d’apparition du premier sursaut myoclonique induit par le PTZ
(50 mg/kg, s.c.) avec un coefficient de linéarité r = 0,56. Mais les souris (témoins et fat-1)
étaient nourries par un régime dépourvu en AGPI n-3. Les souris fat-1 transforment le LA
contenu dans leur alimentation en AGPI n-3, mais les souris témoins sont incapables de faire
cette transformation. Les résultats des dosages des AGPI contenus dans les phospholipides
cérébraux apres six semaines de régime montraient que les souris témoins étaient carencées
en AGPI n-3: faible taux de DHA dans les fractions PC (1,4 %) et PE (9 %) alors que les
valeurs usuelles sont respectivement de I'ordre de 8 % et 20 % et augmentation du C22 :5 n-6
I'analogue de I'EPA dans la série des n-6. Cette carence en AGPI n-3 chez les souris témoins
représente un biais dans cette étude puisque la différence entre les souris témoins et fat-1
repose justement sur la composition en AGPI n-3 dans les phospholipides cérébraux. La

corrélation décrite chez les souris fat-1 est donc a prendre avec précaution.

L’administration quotidienne du mélange SR-3 (40 ou 200 mg/kg, i.p.) chez des rats ne
modifiait pas la composition en AGPI contenus dans les phospholipides cérébraux (Taha et
al., 2008a). Mais pour les rats traités par le mélange SR-3 (200 mg/kg), il était retrouvé une
augmentation du contenu global en AGPI n-3 dans la fraction des acides gras totaux
contenant les acides gras libres cérébraux. Cette augmentation était associée a des propriétés
anticonvulsivantes (PTZ 80 mg/kg, i.p.). Cependant, les animaux traités par 40 ou 200 mg/kg

de SR-3 présentaient un contenu non différent dans cette fraction, alors qu’ils ne présentaient
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pas la méme réponse suite a I'administration de PTZ. Cette étude suggére que les AGPI
contenus dans la fraction des acides gras libres cérébraux pourraient étre impliqués dans la
modulation de I'excitabilité cérébrale. Une modification de la teneur en AGPI au niveau
cérébral était rapportée dans deux autres études, suite a un traitement par plusieurs versions
du régime cétogene (Dell et al., 2001;Taha et al., 2005). Mais ces travaux rapportaient
uniguement I'analyse biochimique, les propriétés anticonvulsivantes des différents traitements

n'étaient pas évaluées chez ces animaux.

Nos résultats sont en accords avec ceux de Taha et coll. (Taha et al., 2008a), et ils
suggeérent que les propriétés anticonvulsivantes portées part I'apport en ALA + LA ne sont pas
liées a la modification des AGPI contenus dans les phospholipides cérébraux. Nos études
respectives ne trouvaient pas de modification des AGPI contenus dans les phospholipides
cérébraux aprés 21 et 30 jours de traitement par des AGPI ou par le régime cétogéne. La
cinétique d'incorporation des AGPI n-3 chez des rats carencés en n-3 a montré que
l'incorporation totale du DHA se faisait en deux semaines dans le tissu plasmatique contre huit
semaines au niveau cérébral (Moriguchi et al., 2001). Les changements alimentaires semblent
avoir induit une modification des AGPI contenus dans les phospholipides plasmatiques, alors
gque ces changements n’ont pas encore eu lieu ou, ne sont pas encore observables au niveau
cérébral. L'efficacité anticonvulsivante étant observée aprés 14 ou 30 jours de traitement par
le régime cétogene, I'hypothése d'une action anticonvulsivante via une modification de la
composition en AGPI dans les phospholipides cérébraux semble écartée. Les résultats
obtenus avec les souris fat-1 présentent des biais que nous avons détaillés précédemment
(Taha et al., 2008Db).

L’augmentation du contenu en AGPI n-3 dans la fraction des acides gras totaux

contenant les acides gras libres mériterait d’étre analysée plus en détail.

Modifications des AGPI contenus dans les phospholipides plasmatigues

Suite a I'apport entérale des mélanges ALA/LA et LCP, une augmentation de 'EPA et
de I'ALA contenus dans les phospholipides plasmatiques était retrouvée. Les animaux
recevant le régime cétogéne ne présentaient pas de variations en ALA et en EPA dans les
phospholipides plasmatiques. Une augmentation du DHA contenu dans les phospholipides
plasmatiques était retrouvée uniquement chez les animaux ayant recu le mélange LCP. Ces
variations refletent la composition en AGPI du régime cétogene et des deux mélanges. Le
régime cétogene est pauvre en AGPI n-3, ce qui explique I'absence de modifications d’EPA,

d’ALA et de DHA contenus dans les phospholipides plasmatiques. Tandis que le mélange LCP
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apporte des AGPI n-3 en quantité dont du DHA. Chez les animaux traités par le régime
cétogéne ou recevant le meélange ALA/LA, une diminution de I'AA contenu dans les
phospholipides plasmatiques était observée. Une telle variation n’était pas retrouvée chez les

animaux recevant le mélange LCP, qui ne présentaient pas d’augmentation des seuils au PTZ.

Dans nos résultats cliniques, 'ensemble des patients traités par le régime cétogene ou
par le régime modifié d’Atkins présentait une augmentation de LA + ALA contenus dans les
acides gras totaux plasmatiques. Les autres AGPI ne variaient pas chez ces patients. Quand
le profil des AGPI plasmatiques était analysé en fonction de l'efficacité du traitement, les
patients qui répondaient aux traitements présentaient une diminution de I'AA contenu dans les
acides gras totaux plasmatiques a un et trois mois de traitement. Une diminution du DHA
contenu dans les acides gras totaux plasmatiques était aussi retrouvée aprés trois mois de
traitement chez les patients qui répondaient au traitement. Les variations en AGPI contenus
dans les phospholipides sériques ou dans les acides gras totaux sériques peuvent étre le
reflet des apports alimentaires (Dahlin et al., 2007;Kossoff and McGrogan, 2005), mais nous
pouvons aussi envisager que la diminution de I'AA contenu dans les phospholipides ou dans
les acides gras totaux plasmatiques puisse étre corrélée a l'efficacité anticonvulsivante des

traitements.

Roéle de I'acide arachidonique

Une diminution de I'AA contenu dans les phospholipides plasmatiques était observée
chez les rats aprés un mois de traitement par le régime cétogéne ou par le mélange ALA/LA.
Cette diminution était également retrouvée aprés un et trois mois de traitement chez les
patients qui répondaient au régime cétogéne ou au régime modifié d’Atkins. Ces résultats
suggérent que la diminution de la concentration plasmatique en AA pourrait étre impliquée
dans l'efficacité anticonvulsivante que nous avons observée dans ces différents traitements.
Toutefois, il N’y avait pas de corrélation linéaire entre I'efficacité du traitement et les variations

de la concentration plasmatique en AA (fraction PC) p = 0,085.

Les variations en AGPI plasmatiques suite a différents apports alimentaires en AGPI
ou suite au régime cétogéne ont été analysées dans différentes études in vivo. Les résultats
concernant les variations de I'’AA sont contrastés. Une diminution de la concentration en AA
contenu dans les acides gras estérifiés plasmatiques était rapportée chez des souris recevant
6 g/kg/jour d’'EPA ou de DHA dans I'alimentation (Willis et al., 2008). Mais la diminution de
I’AA plasmatique et I'apport alimentaire en DHA ou en EPA n’étaient pas corrélés a un effet

anticonvulsivant. Une diminution de la concentration de I'AA dans la fraction des acides gras
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libres plasmatiques était retrouvée suite a un traitement de 48 jours par un régime cétogene
qui contenait 21 % de LA et 38 % d’ALA. Mais l'efficacité anticonvulsivante du traitement
n'était pas évaluée de fagon concomitante (Dell et al., 2001). Une autre étude rapportait une
diminution de I'AA contenu dans les acides gras totaux plasmatiques suite a un traitement de
10 jours par le régime cétogéne. Mais la aussi, les propriétés anticonvulsivantes du traitement

n'étaient pas évaluées (Taha et al., 2005).

Dans les études cliniques, une diminution de I’AA plasmatique chez des patients traités
par le régime cétogéne a été rapportée. Une diminution de I'AA contenu dans les
phospholipides plasmatiques était retrouvée apres trois mois de traitement (n=21) mais cette
diminution n’était pas corrélée a l'efficacité du régime cétogéne (Dahlin et al., 2007). Il était
rapporté une diminution de la concentration en AA contenu dans les phospholipides des
érythrocytes (représentatif des PC plasmatiques) chez des patients (n=29) recevant un apport
entérale d'AGPI n-3 EPA / DHA (10/7). Dans cette étude, seul 5/29 patients présentaient une
amélioration de la fréquence des crises épileptiques supérieure a 50 %. Mais les
concentrations en AA plasmatique (contenu dans les PC des érythrocytes) de ces cing
patients n'étaient pas analysées séparément (Yuen et al., 2005). Seul une étude menée chez
9 patients présentait des résultats opposés (Fraser et al., 2003). Les patients qui présentaient
une diminution de la fréquence des crises épileptiques présentaient une augmentation de la
concentration plasmatique en AA contenu dans les acides gras libres, mais aussi dans les

phospholipides et les triglycérides.

Les études in vitro peuvent éclairer le fait qu’une diminution de I'AA puisse avoir une
efficacité anticonvulsivante. L’application d’AA sur des neurones conduisait & augmenter
I'excitabilité cellulaire (Keros and McBain, 1997;Poling et al., 1996). De méme, l'application
d’AA sur des neurones induisait une inhibition des courants potassiques transitoires ou activés
par une dépolarisation. De tels effets étaient retrouvés pour les neurones pyramidaux de la

région CAL et pour les interneurones inhibiteurs du stratum oriens-alveus.

L'’AA peut également moduler l'inflammation. Plusieurs études décrivaient que la
réaction inflammatoire et surtout la présence de certaines cytokines (TNF-alpha, IL1-béta, IL6)
favorisaient la survenue des crises épileptiques chez les rongeurs (Sayyah et al.,
2003;Vezzani et al., 2002;Yuhas et al., 1999). Ces molécules pro-inflammatoires étaient
mémes décrites comme étant pro-convulsivantes (Auvin and Sankar, 2008;Vezzani and
Granata, 2005). L’AA (libre ou libéré par la dégradation des phospholipides) peut étre oxydé
par la voie des COX ou des LOX. Cette oxydation conduit & la libération d’eicosanoides telles

gue les leucotriénes de la série 4 ou les prostaglandines de la série 2 qui sont des molécules
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pro-inflammatoires (Calder, 2005). La libération de ces molécules pourrait donc favoriser la
survenue des crises épileptiques. L'administration d’inhibiteurs sélectifs (nimesulide, rofecoxib,
celecoxib) ou non sélectifs (aspirine, naproxen) de COX-2 avait des effets anticonvulsivants
chez des rats et des souris (Akula et al., 2008;Dhir et al., 2006a;Dhir et al., 2006b;Kelley et al.,
1999;Kim and Jang, 2006;Oliveira et al., 2008). Ces effets anticonvulsivants étaient décrits
dans plusieurs modeles de crises épileptiques [PTZ (i.v.), PTZ (i.p.), bicuculline, picrotoxine,

fluorothyl, kainate]. Nous détaillerons ce point dans la partie suivante.

Ainsi ces résultats suggérent qu’une diminution de la quantité et/ou de la disponibilité
de I'AA plasmatique pourrait contribuer a diminuer la survenue des crises épileptiques via une
diminution de la production et/ou de la libération de molécules pro-inflammatoires. Il est aussi
a noter qu'une diminution de I'AA (n-6) peut étre compensée par une augmentation des AGPI
a 20 et 22 carbones de la série n-3 (EPA et DHA) dont les dérivés eicosanoides et

docosanoides ont une faible activité inflammatoire (Calder, 2005).

V. Mode d’action du fénofibrate

Le fénofibrate possede des propriétés anticonvulsivantes. Le fénofibrate traverse
lentement la barriere hémato-encéphalique (Deplanque et al.,, 2003). Dans un modele
cellulaire de barriere hémato-encéphalique, le coefficient de perméabilité pour le fénofibrate
est de 0,68 * 10 cm/min alors que pour le sucrose il est de 0,70 * 10 cm/min. Un traitement
de 14 jours par le fénofibrate pourrait permettre sa diffusion a travers la barriéere hémato-
encéphalique et dans le cerveau. Mais cet aspect n'a pas été vérifié dans ce travail. Nous
devons donc envisager que I'action anticonvulsivante du fénofibrate puisse étre liée a une
action périphérique et/ou centrale de celui-ci. L'action anticonvulsivante du fénofibrate pourrait
se faire par des mécanismes PPAR-alpha dépendants : modulation de l'inflammation et de

I'expression de génes impliqués notamment dans le métabolisme énergétique.

1) Modulation de I'inflammation par les récepteurs PPAR-alpha

L'activation du récepteur PPAR-alpha par ses agonistes synthétiques (fibrates,
statines..) ou naturels (DHA, EPA, ALA, LA) peut conduire & une modulation des marqueurs
de l'inflammation. Des patients traités un mois par le fénofibrate présentaient une diminution

des concentrations plasmatiques en TNF-alpha et en interféron-gamma (Madej et al., 1998)
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tandis que des souris déficientes en récepteur PPAR-alpha présentaient une réaction
inflammatoire exacerbée suite a l'administration de LTB4 (Devchand et al.,, 1996). Ces
modulations semblent liées a I'action du récepteur PPAR-alpha activé sur la formation des
complexes NFkB et AP-1 qui régulent I'expression de nombreux génes codant pour des

cytokines pro-inflammatoires comme le TNF-alpha, I'lL1 et I'lL6 (Delerive et al., 1999).

Il était rapporté que I'action anticonvulsivante d’'un agoniste PPAR-alpha était associée
a une diminution de I'inflammation dans I'hippocampe (Lee et al., 2008). Des rats recevant un
traitement de sept jours par des statines présentaient une diminution de la sévérité des crises
épileptiques induites par le kainate. En plus de cette action anticonvulsivante, les animaux
présentaient une diminution de [linfiltration des macrophages et des monocytes dans
I'hippocampe, ainsi qu'une diminution des ARNm du TNF-alpha, de I'lL1-béta et de la NO
synthase inductible (iNOS). Des cytokines pro-inflammatoires, comme I'IlL1-béta et le TNF-
alpha avaient une action pro-convulsivante chez les rongeurs. Des souris inoculées par un
broyat de Shigella présentaient une augmentation de la sévérité des crises épileptiques
induites par du PTZ (50 mg/kg, i.p.) 7 et 24 heures aprés l'infection (Yuhas et al., 1999).
Quand les souris recevaient une injection (i.v.) d'anti-TNF-alpha ou d'anti-IL1-béta 30 minutes
avant l'infection par Shigella, 'augmentation de la sévérité des crises induites par le PTZ était
abolie. Des résultats similaires étaient retrouvés chez des souris qui recevaient du
lipopolysaccharide d’E.coli (LPS, 1 mg/kg, i.p.) 1 et 8 heures avant la réalisation d’'un seuil au
PTZ (i.v.). Les souris recevant le LPS présentaient une diminution des seuils au PTZ. Lorsque
les auteurs administraient des inhibiteurs de la NO synthase, de la COX et des récepteurs aux
opioides les effets pro-convulsivants du LPS étaient abolis (Sayyah et al., 2003). Chez des
rats, I'administration de kainate dans I'hippocampe induisait des crises épileptiques et
conduisait a une augmentation de I'expression du TNF-alpha (264 %), de I'lL1-béta (445 %) et
de I'IlL6 (405 %) ainsi qu'a l'activation de la microglie (Vezzani et al., 2002). Toujours dans
cette étude, lorsque de [I'lL1-béta (1 ng/ 0,5 L) était administrée dans I'hippocampe
10 minutes avant le kainate (0,2 nmol/uL), la durée des crises induites par le kainate était
augmentée. En revanche, quand un antagoniste du récepteur a I'lL1-béta était administré
(0,1 ug, i.c.v.) la durée et le nombre de crises épileptiques étaient diminués. Finalement, il était
rapporté que des souris immatures (14 jours) et déficientes en récepteur a I'lL1-béta (IL1-Ra)
présentaient une augmentation du seuil (température) pour I'apparition des crises
hyperthermiques (Dube et al., 2005). Quand les souris sauvages recevaient une injection
(5 ng, i.c.v.) d’'IL1-béta, les seuils pour I'apparition des crises hyperthermiques (températures)
étaient diminués par rapport aux animaux témoins. L'injection d’IL1-béta n’avait aucun effet
chez les souris déficientes en IL1-Ra. L'inhibition du facteur NFkB et des voies inflammatoires

associees, par le récepteur PPAR-alpha activé, pourrait avoir un effet anticonvulsivant via
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I'inhibition de la synthese de cytokines pro-inflammatoires, qui sont également pro-

convulsivantes.

Les récepteurs PPAR-alpha activés peuvent aussi réguler I'expression de COX-2.
L'enzyme COX-2 est inductible et elle catalyse la transformation de I'AA en eicosanoides, qui
sont également des activateurs de PPAR-alpha (Grau et al., 2008;Kliewer et al., 1997;Moraes
et al., 2006). La régulation de I'expression de COX-2 se ferait via I'inhibition de la formation du
complexe NFkB (Yu et al, 2006). Ces proprietés sont en faveur d'une action
anticonvulsivante. Il était rapporté que I'administration d'un inhibiteur sélectif de COX-2
(celecoxib, 2 mg/kg, per-os) 60 minutes avant 'administration de PTZ (60 mg/kg, i.p.) induisait
une résistance a l'apparition des crises épileptiques chez des rats adultes [augmentation de la
latence d’apparition de la premiére crise clonigue et de la crise généralisée et diminution de la
durée des convulsions] (Oliveira et al., 2008). Ces effets étaient également retrouvés quand
les auteurs administraient des anticorps anti-PGE2 (4 pg/ 2 yL, i.c.v.). Toujours dans cette
méme étude, les rats qui recevaient une injection i.c.v. de PGE2 et une dose infra-
convulsivante de PTZ (20 mg/kg, i.p.) présentaient une modification transitoire des tracés EEG
pendant 10 minutes (apparition de pointes ondes). Les effets anticonvulsivants de l'inhibiteur
sélectif de COX-2 étaient abolis par 'administration de PGE2 (10 ng/ 2 pL, i.c.v.). L'action pro-
convulsivante de COX-2 était rapportée dans d’autres travaux (Akula et al., 2008;Dhir et al.,
2006a;Dhir et al., 2006b;Kelley et al., 1999;Kim and Jang, 2006). L’administration d’inhibiteurs
non sélectifs de COX-2 (aspirine [10 et 20 mg/kg, per-os], naproxen [7 et 14 mg/kg, per-0s])
ou sélectifs (rofecoxib [1-4 mg/kg, per-os], nimesulide [1-5 mg/kg, per-0s]) 45 minutes avant
l'induction des crises épileptiques par le PTZ (80 mg/kg, i.p.) augmentait le délai d’apparition
des crises cloniques, et diminuait leurs durées chez des souris (Dhir et al., 2006a). Les effets
étaient plus marqués pour les inhibiteurs sélectifs de COX-2, et ces effets étaient dose-
dépendant. L’administration des inhibiteurs sélectifs de COX-2 potentialisait également les
effets d’'une dose infra-convulsivante de diazépam (0,1 mg/kg, i.p.), et les seuils au PTZ
étaient augmentés. De tels résultats étaient aussi rapportés dans un modéle de seuils au PTZ
(i.v.) chez le rat (Akula et al., 2008). L'administration d'un inhibiteur sélectif de COX-2
(rofecoxib 2 ou 4 mg/kg, i.p.) 45 minutes avant la perfusion de PTZ induisait une augmentation
des seuils pour l'apparition du premier sursaut myoclonique, de I'extension tonique et de la
crise généralisée clonigue (uniguement pour la plus forte dose de rofecoxib). Les effets
anticonvulsivants du rofecoxib (2 mg/kg, i.p.) et du nimesulide (2,5 mg/kg, i.p.) étaient aussi
retrouvés chez des souris, dans des modéles de crises épileptiques induites par la bicuculline
(4 mg/kg, i.p.) et la picrotoxine [8 mg/kg, i.p.] (Dhir et al., 2006b). L'administration de ces
inhibiteurs 45 minutes avant I'évaluation augmentait le délai d’apparition des crises cloniques,

diminuait leurs durées et augmentait la survie des souris. Ces effets n’étaient pas retrouvés
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dans un modéle de crises épileptiques induites par un choc électrique unique. Des effets
anticonvulsivants du celecoxib étaient aussi retrouvés dans un modéle de crises épileptiques
récurrentes induites par le fluorothyl chez des rats nouveaux-nés (7 a 10 jours de vie).
L'administration répétée de fluorothyl (25 fois) induisait une augmentation de I'expression de
COX-2 dans l'aire CA3, sans modification de I'expression des enzymes de synthése des
PGE2 (Kim and Jang, 2006). Lorsqu’'un inhibiteur sélectif de la COX-2 (celecoxib, 10 ou
20 mg/kg, i.p.) était administré une heure avant le fluorothyl, le délai d’apparition des crises
était significativement augmenté. Finalement, des souris transgéniques qui surexprimaient la
COX-2 humaine au niveau neuronal, présentaient une augmentation de l'intensité des crises
épileptiques induites par le kainate (1,25 nmoles, i.c.v.). Toutes les souris transgéniques
mouraient a la suite de I'état de mal épileptique, tandis que les souris de phénotype sauvage
survivaient (Kelley et al., 1999). Ainsi la régulation de I'expression de COX-2 par les

récepteurs PPAR-alpha pourrait avoir une action anticonvulsivante.

L'ensemble de ces données suggere que l'action anticonvulsivante du fénofibrate
pourrait étre liée a une modulation des voies inflammatoires par le récepteur PPAR-alpha

active.

2) Modulation du métabolisme énergétique par lesré  cepteurs PPAR-alpha

L'activation des récepteurs PPAR-alpha module le métabolisme des acides aminés
(Kersten et al., 2001;Sheikh et al., 2007). Ces changements de quantité et/ou de disponibilité
des acides aminés pourraient porter les propriétés anticonvulsivantes du fénofibrate. Ce
mécanisme d’action est également envisagé comme hypothese d’action du régime cétogéne
(Melo et al., 2006;Yudkoff et al., 2001;Yudkoff et al., 1997;Yudkoff et al., 2005). Il était
rapporté que I'activation des récepteurs PPAR-alpha par un agoniste synthétique (WY14643)
inhibait le catabolisme des acides aminés ainsi que les enzymes impliquées dans cycle de
'urée (Kersten et al., 2001;Sheikh et al., 2007). Le dosage plasmatique des acides aminés par
spectrométrie (NMR) chez des rats (300 g) était réalisé 36 jours apres le début d'un régime
riche en lipides saturés (Sheikh et al., 2007). Les rats traités par un agoniste des récepteurs
PPAR-alpha présentaient une augmentation des acides aminés plasmatiques
suivants : thréonine, glutamine, lysine, taurine, tryptophane, ornithine, tyrosine, phénylalanine,
serine et histidine et une diminution de la quantité d'arginine. Il était également observé une
modulation de [I'expression d'enzymes hépatiques liées a la transamination et a la
déamination. L'ensemble de ces données suggére que l'activation des récepteurs PPAR-alpha

module le métabolisme des acides aminés. Les données actuelles a ce sujet sont peu
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nombreuses et aucune étude n’a évalué ces changements via I'activation de PPAR-alpha au
niveau cérébral. Mais il est possible d’envisager que I'activation des récepteurs PPAR-alpha
puisse conduire a moduler les quantités et/ou la disponibilité de certains acides aminés
comme le glutamate, l'aspartate ou encore le GABA qui sont aussi les principaux

neurotransmetteurs excitateurs et inhibiteurs au niveau central.

Les récepteurs PPAR-alpha activés régulent I'expression d’enzymes mitochondriales
impliquées dans I'oxydation des acides gras, et dans la cétogenese comme la 3-hydroxyl-3-
methylglutaryl-CoA (mHS). Cette enzyme est une enzyme clé de la cétogenese puisqu’elle
initie la formation des corps cétoniques. Un traitement per-os de 3 jours par du ciprofibrate (un
agoniste des récepteurs PPAR-alpha) chez des rats (30-40 g) induisait une augmentation de
3,3 fois des ARNm de la mHS au niveau hépatique et une augmentation de 4,8 fois au niveau
cérébral (Cullingford et al.,, 2002a). Les auteurs retrouvaient aussi une augmentation des
ARNmM codant pour ACOX (acyl-CoA dehydrogenase) et pour MCAD (medium chain acyl-CoA
dehydrogenase) dans le foie et le cerveau. La régulation de I'expression de ACOX et MCAD
est dépendante de PPAR-alpha. Une augmentation de I'expression de mHS au niveau
hépatique et cérébral était aussi retrouvée quand les rats étaient traités 20 jours par un régime
cétogéne ou par une restriction calorique (alimentation normale) de 10 % (Cullingford et al.,
2002b). Ces résultats sont en faveur d’'une augmentation de la production des corps
cétoniques au niveau périphérique et central. Les précédentes études menées avec le régime
cétogene rapportaient I'absence de corrélation entre le degré de cétose (mesure du BHB
plasmatique) et les propriétés anticonvulsivantes (Bough et al.,, 2000b;Harney et al.,
2002;Hartman et al., 2008;Likhodii et al., 2000;Raffo et al., 2008;Thavendiranathan et al.,
2000). Mais ces mesures n’évaluaient pas le degré de cétose au niveau cérébral. Le transport
des corps cétoniques du sang vers le cerveau est proportionnel a la concentration de corps
cétoniques dans le sang (Nehlig, 2004;Nehlig, 1999). Mais au niveau cérébral, une synthese
endogene de corps cétonigues peut avoir lieu. Par exemple, des astrocytes en culture étaient
capables de synthétiser des corps cétoniques a partir de la leucine (Bixel and Hamprecht,
1995). Cette production locale de corps cétoniques pourrait contribuer a moduler I'excitabilité
cellulaire. Une étude in vitro rapportait que I'application de BHB ou d’ACA (2 uM) sur tranches
ou sur des neurones isolés modulait I'activité des neurones GABA de la région substantia
nigra pars reticulata en diminuant de 10 % les trains de potentiels d’action (Ma et al., 2007).
L'augmentation de la concentration en corps cétoniques dans le cerveau pourrait également
contribuer a modifier le métabolisme des acides aminés. Aprés un traitement de 21 jours par
le régime cétogéne, le métabolisme cérébral des rats changeait. Le glucose (marqué au
carbone 13) qui était injecté était peu utilisé par les neurones tandis que les astrocytes

utilisaient l'acétate (marqué au carbone 13) afin de produire les acides aminés tels que le
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glutamate et le GABA (Melo et al., 2006). Cette production d’acides aminés par les astrocytes
compensait la diminution de la production a partir du glucose par les neurones. De tels
changements de métabolisme étaient également décrits chez le jeune rat allaité qui est un
modéle naturel de cétose. Les animaux utilisaient les corps cétoniques pour assurer la
synthése des acides aminés et des lipides (Nehlig, 1999;Nehlig, 2004). L’activation du
récepteur PPAR-alpha pourrait conduire a une modulation du métabolisme énergétique via
une augmentation de la production des corps cétoniques au niveau cérébral et périphérique.
Ces changements pourraient contribuer & une modification de I'excitabilité cérébrale et donc, a

I'établissement de propriétés anticonvulsivantes.

L'ensemble de ces résultats suggére que I'action anticonvulsivante du fénofibrate
pourrait étre PPAR-alpha dépendante. Elle pourrait se faire via une modulation de
l'inflammation, une modulation du métabolisme des acides aminés et/ou une régulation de la
cétogenése. Mais dans notre étude aucune mesure ne permet de le confirmer. Nous
n'excluons pas la possibilité que I'action du fénofibrate puisse aussi étre indépendante de
I'activation des récepteurs PPAR-alpha. Mais au-dela de [l'action anticonvulsivante du
fénofibrate, il est aussi possible d'envisager que les actions anticonvulsivantes du régime
cétogéne et/ou des AGPI décrites précédemment puissent s’exercer via l'activation du

récepteur PPAR-alpha puisque les AGPI sont des agonistes naturels de ces récepteurs.
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Chapitre VI : perspectives

PERSPECTIVES
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Dans cette étude, nous avons montré que chez des rats I'administration quotidienne
d'un mélange ALA/LA avait des effets anticonvulsivants comparables a ceux induits par le
régime cétogéne. Nos résultats suggérent que le ratio LA/ALA n’est pas déterminant pour
assurer cette action anticonvulsivante. En revanche, la quantité journaliere d’AGPI apportés,
ainsi que la qualité des AGPI apportés semblent avoir un réle déterminant. Nos résultats
montrent é€galement que le pouvoir anticonvulsivant du mélange ALA/LA et du régime
cétogéne n'est pas lié a une modification des AGPI contenus dans les phospholipides
cérébraux. En revanche nos résultats soulevent une possible implication de la diminution de
I’AA contenu dans les phospholipides plasmatiques. Cette diminution était retrouvée chez les
rats traités par le régime cétogéne et recevant le mélange ALA/LA. Mais elle était aussi
retrouvée chez les patients qui répondaient au régime cétogéne ou au régime modifié d’Atkins.
Ces derniers résultats suggérent que les propriétés anticonvulsivantes de ces traitements
puissent étre liées a la diminution de I'AA plasmatique. En complément de ces évaluations,
nous avons également montré qu’un traitement de 14 jours par un agoniste PPAR-alpha avait
des propriétés anticonvulsivantes chez le rat. Ces résultats suggérent que le récepteur
nucléaire PPAR-alpha pourrait étre impliqgué dans [I'établissement des propriétés

anticonvulsivantes.

Pour la suite, nos obijectifs sont :

1) de déterminer si les propriétés anticonvulsivantes observées dans le cadre

de notre étude sont liées a l'activation des récepteurs PPAR-alpha

(2) de préciser quelles sont les caractéristiques pour que I'apport d’AGPI, via

I'alimentation, ait des propriétés anticonvulsivantes

3) de définir si I'activation des récepteurs PPAR-alpha par le fénofibrate et/ou

I'apport en AGPI contribuent a moduler les voies pro-inflammatoires

(4) d’évaluer les effets de I'apport d’AGPI dans une étude clinique, chez des

patients présentant une épilepsie pharmacorésistante
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. Le récepteur PPAR-alpha au coeur du mécanisme

anticonvulsivant ?

Les résultats que nous avons obtenus avec le fénofibrate sont préliminaires. Ces
résultats suggerent I'implication du récepteur PPAR-alpha dans I'établissement des propriétés

anticonvulsivantes, mais nous ne I'avons pas démontré au cours de ce travail.

Afin de compléter nos premiéres observations, une exploration de I'effet-dose du
fénofibrate devrait étre réalisée. Les résultats obtenus lors d'un traitement combinant le
fénofibrate et le régime cétogéne (groupe KDF) méritent d’étre approfondis. Cette association
thérapeutique induisait une augmentation des seuils au PTZ non significative mais avec une
valeur de p proche de la significativité (p < 0,08). Nous avons envisagé gue cette association
thérapeutique puisse étre toxique pour les rats, car a la fin de I'étude les animaux ayant regu
le traitement par le régime cétogéne et le fénofibrate étaient moins bien portants que les rats
ayant recu le régime cétogeéne ou le fénofibrate (poids diminués et pelage d’aspect terne). Une
évaluation de différentes posologies de fénofibrate en association avec un régime cétogene de

méme ratio ou de ratio inférieur pourrait étre envisagée afin de compléter ces données.

Comme nous l'avons décrit dans cette étude, le fénofibrate et les AGPI sont des
agonistes des récepteurs PPAR-alpha. Les propriétés anticonvulsivantes portées par les AGPI
et le fénofibrate pourraient étre liées a I'activation des récepteurs PPAR-alpha. Mais cela reste
a démontrer. Les résultats d’'une étude récente menée chez des rats sont en faveur de cette
hypothése. En effet, un traitement de sept jours par des statines avait des propriétés
anticonvulsivantes dans un modéle d’état de mal épileptique induit par le kainate (Lee et al.,
2008). En tenant compte de ces résultats, nous avons évalué les effets anticonvulsivants d'un
traitement de 14 jours par le fénofibrate chez des souris C57bl6 de phénotype sauvage (WT)
ou chez des souris C57bl6 déficientes en récepteur PPAR-alpha (KO) [fournies gracieusement
par le Professeur Bart Staels, Institut Pasteur de Lille, U545]. L'évaluation des propriétés
anticonvulsivantes était réalisée par un seuil au PTZ (i.v.), aprés 14 jours de traitement par
une alimententation standard contenant 0,2 % de fénofibrate (WT-F [n=9] et KO-F [n=9]) ou
apres 14 jours d’'une alimentation standard (WT-T [n=10] et KO-T [n=12]. Les résultats sont

présentés dans la figure 27.
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Figure 27 : Seuils au pentylénetétrazole (i.v.) pour la crise d’épilepsie généralisée chez des
souris C57bl6 de phénotype sauvage recevant une alimentation standard (WT-T [n=10]) ou
contenant 0,2 % de fénofibrate (WT-F [n=9]) et chez des souris déficientes en récepteur
PPAR-alpha recevant une alimentation standard (KO-T [n=12]) ou contenant 0,2 % de

fénofibrate (KO-F [n=9]). Les résultats sont des moyennes +/- esm, exprimés en mg/kg.
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tendance a l'augmentation des seuils au PTZ (p = 0,07) par rapport aux souris WT-T. Cette
tendance était également retrouvée entre les souris WT-F et KO-F (p=0,07). Les souris KO-T
et KO-F ne présentaient pas de différence avec les souris WT-T (respectivement p = 0,58 et
p = 0,9). Les souris KO traitées par le fénofibrate ou recevant un régime standard présentaient
des seuils au PTZ comparables (p =0,27). Ces résultats préliminaires suggerent que
'absence de récepteur PPAR-alpha n'a pas d’influence sur le seuil d’apparition des crises
épileptiques. Pourtant, il a été précédemment décrit que les souris KO-PPAR-alpha
présentaient une réaction inflammatoire exacerbée (Devchand et al., 1996). Le fénofibrate
semble avoir un effet anticonvulsivant chez les souris de phénotype sauvage, mais cela reste
a confirmer par des études complémentaires car la significativité n’est pas obtenue. Cet effet
n'est pas retrouvé chez les souris KO traitées par le fénofibrate, ce qui suggére une

implication des récepteurs PPAR-alpha dans cette action modulatrice.
Nous avons vu précédemment, que pour le régime cétogéne [I'évaluation des

propriétés anticonvulsivantes chez les souris dépendait fortement des lignées de souris, et des

modeéles de crises épileptiques utilisés. La lignée C57bl6 a été utilisée dans une étude
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précedente pour évaluer les propriétés anticonvulsivantes du régime cétogéne, mais dans un
modele de décharge électrique unique (Martillotti et al., 2006). Nous ne savons donc pas Si
une évaluation par un seuil au PTZ chez des souris de cette lignée est un bon moyen
d’évaluation des propriétés anticonvulsivantes. Une autre évaluation devrait étre envisagée
chez des souris déficientes en récepteur PPAR-alpha d’'une autre lignée comme les SV129.
En complément, cette évaluation devrait étre menée dans des modeles de crises épileptiques

autres que le modéle au PTZ (modéle 6 hertz, fluorothyl, kainate..).

lI. Caractérisation des apports en AGPI

En ce qui concerne les AGPI, nous avons vu que chez les rats, les propriétés
anticonvulsivantes semblent liées a I'apport d’ALA (n-3) et de LA (n-6). Afin de confirmer les
effets anticonvulsivants observés, une évaluation de [lefficacité anticonvulsivante de
'administration du mélange ALA/LA devrait étre évaluée dans d’autres modéles de crises
épileptiques chez le rat et la souris (état de mal épileptique kainate et/ou lithium-pilocarpine,
maximal electroshock....). Si ces résultats étaient confirmés chez la souris, les effets
anticonulsivants du mélange ALA/LA pourraient étre évalués chez des souris déficientes en
récepteurs PPAR-alpha afin de confirmer ou d'infirmer I'implication du récepteur PPAR-alpha

dans les mécanismes conduisant a I'apparition de propriétés anticonvulsivantes.

Comme nous l'avons aussi souligné précédemment, le LA et I'ALA sont administrés
sous forme de mélange au cours de traitements chroniques : mélange ALA/LA et mélange SR-
3. Il est donc impossible de définir si les propriétés anticonvulsivantes sont liées a la I'apport
de ces deux AGPI ou, si elles sont portées uniquement par I'un des deux AGPI. Il serait donc
intéressant d’analyser les propriétés anticonvulsivantes du LA et de I'ALA séparément afin de
comparer les effets obtenus avec les propriétés anticonvulsivantes du mélange ALA/LA. De
méme que les posologies efficaces, optimales et toxiques n'ont pas été décrites. Dans notre
étude, pour le mélange ALA/LA nous avons choisi la posologie de 6 g/kg/jour (contenant 5,2 g
d’ALA + LA) car cette posologie est comparable aux apports en AGPI par le régime cétogene.
Mais nous ne savons pas si cette posologie est la dose optimale. Une étude précédente
décrivait I'effet toxique de I'administration du mélange SR-3 (i.p.) aux posologies de 400 et
1000 mg/kg chez des rats (Taha et al., 2008a). Les auteurs suggéraient que la toxicité puisse

étre liée a la répétition des injections i.p., mais elle n’était pas plus caractérisée.
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En ce qui concerne les mécanismes d’action des AGPI, nous avons fait I'hnypothése
gu’ils pourraient agir via 'activation des récepteurs PPAR-alpha. Mais nous avons également
vu que les propriétés anticonvulsivantes étaient associées a une diminution de I’AA contenu
dans les phospholipides plasmatiques. En faveur de cet argument, une diminution de la
concentration en AA plasmatique était aussi retrouvée chez les patients qui répondaient au
régime cétogéne ou au régime modifié d’Atkins apres un et trois mois de traitement. Ces
observations restent a préciser, et la corrélation entre la diminution de I'AA au niveau
plasmatique et les propriétés anticonvulsivantes du régime cétogene et du mélange ALA/LA
reste & prouver. Pour cela, il serait intéressant d'évaluer les effets de I'administration d’'un
mélange ne contenant pas de précurseur de I'AA, ni d’AA. Comme il a été décrit que I'apport
unique d’EPA ou de DHA n’avait pas de propriétés anticonvulsivantes chez des souris (Willis
et al., 2008), il faudrait envisager d’utiliser un mélange de plusieurs AGPI n-3 (ALA/EPA/DHA).
Ce mélange pourrait étre administré pendant 14 et 28 jours de fagon a réaliser une cinétique
de l'apparition des propriétés anticonvulsivantes et de réaliser les dosages en AGPI
plasmatiques a différents temps. L’'évaluation des effets anticonvulsivants d'un régime
cétogéne dépourvu en AGPI n-6 mériterait également d’'étre explorée afin de préciser le rble
de I'AA.

lll. Modulation de l'inflammation par les AGPI et | es récepteurs
PPAR-alpha

Il a été décrit que les molécules pro-inflammatoires (IL1, IL6, TNF-alpha) avaient une
action pro-convulsivante (Auvin and Sankar, 2008;Vezzani and Granata, 2005). L'activation
des récepteurs PPAR-alpha diminue I'expression de ces molécules via une inhibition de la
formation des complexes NFkB et AP-1 (Delerive et al., 1999). Il serait donc intéressant de
tester cette hypothése chez les animaux traités par les fibrates (agoniste synthétique de
PPAR-alpha) et chez les animaux traités par régime cétogéne ou recevant le mélange
ALA/LA. Pour cela, nous pourrions évaluer I'expression de marqueurs de l'inflammation (IL1-
béta, TNF-alpha) suite a un seuil au PTZ ou suite a un état de mal épileptique, ou
'augmentation des cytokines pro-inflammatoires est bien caractérisée (Vezzani et al., 2002).
Cette évaluation pourrait étre réalisée chez des animaux traités par régime cétogeéne,
fénofibrate ou recevant des AGPI via I'alimentation. Ces évaluations pourraient également étre
réalisées suite a un traitement par un antagoniste du récepteur PPAR-alpha, ou chez des
souris KO-PPAR-alpha.
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La seconde observation en faveur de cette hypothése est que les animaux traités par
régime cétogéne ou recevant le mélange ALA/LA présentaient une augmentation des AGPI n-
3 dans le plasma, et une diminution de I'AA. Ces deux éléments pourraient contribuer a
diminuer I'inflammation chez ces animaux. L'oxydation des AGPI n-3 par les COX et les LOX
conduit a la libération de composés eicosanoides (LTB5 et PGE3) et docosanoides. Ces
composeés ont un faible pouvoir inflammatoire en comparaison a ceux issus de la dégradation
de I'AA (LTB4 et PGE2).
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