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GABA : Acide Gamma Amino Butyrique

HPLC : Chromatographie en phase liquide a haute performance

HRMS : Spectromeétre de masse a haute résolution

IRM : Imagerie par Résonance Magnétique

MPH : Méthylphénidate

PCA : Analyse en Composante Principale

QC : Contrdle Qualité

QIT : Quotient intellectuel Total

SHR/NCrl : Spontaneously Hypertensive Rats ; Charles River Allemagne
TDAH : Trouble de Déficit d’Attention avec ou sans Hyperactivité

TEP : Tomographie par Emission de Positons

WKY/NHsd ; Wistar Kyoto, Envigo Royaume-Uni

5 HIAA : Acide 5 hydroxy Indole Acétique

3MeOTyramine : 3-MétoxyTyramine
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[. Introduction

1. Trouble de Déficit de [PAttention avec ou sans
Hyperactivité (TDAH)

a. Geénéralités

Le Trouble de Déficit de I'Attention avec ou sans Hyperactivité (TDAH) est une
pathologie du neurodéveloppement trés hétérogene sur le plan clinique, mais aussi sur le plan
étiologique (1). Ce trouble a été décrit pour la premiere fois par un physicien Allemand,
Melchior Adam Weikard, en 1775. En 1937, l'efficacité de 'amphétamine sur les symptémes
est découverte. Ce n’est que dans les années 1940 que des altérations neurobiologiques sont
associées a des symptdmes semblables a ceux du TDAH. En 1980, le premier outil diagnostic
opérationnel est créé (le Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders (DSM) llI
publie une nouvelle dénomination « déficit de l'attention »). Il permet un développement
considérable des recherches fondamentales et cliniques sur cette pathologie qui,
progressivement, est considérée comme un trouble sérieux, persistant, induit par des
mécanismes complexes et présentant une prévalence importante (2).

Le TDAH touche environ 5 a 7 % des enfants en age scolaire et persiste dans 60 % des
cas a l'age adulte (3). Il se caractérise par trois symptébmes majeurs regroupés en deux
sphéres phénotypiques : le déficit en attention et I'hyperactivité/impulsivité (DSM-V, 2013) (4).
L’inattention se traduit chez les patients par une incapacité a (i) soutenir son attention ou a
persister dans une activité, (ii) a se rappeler et suivre des instructions pour la réalisation d’une
tache, et (i) a résister a la distraction pendant la réalisation d'une tache.
L’hyperactivité/impulsivité est caractérisée par une activité excessive, des actions impulsives,

des difficultés a attendre son tour et & ne pas interrompre les activités des autres.

b. Diagnostic du TDAH

Il n'existe aucune mesure biologique ou d’imagerie objective pour le diagnostic du
TDAH. Celui-ci se fait donc par [lentretien clinique et [lidentification des facteurs
comportementaux posant probléme.

Au niveau international, deux nomenclatures de criteres diagnostiques sont
actuellement utilisées de fagon courante : les criteres DSM (Diagnostic and Statistical Manual
of Mental Disorders) qui définissent le TDAH et les criteres de la CIM-10 (International
Classification of Diseases, OMS) aboutissant au diagnostic de trouble hyperkinétique. Les
troubles doivent étre présents depuis au moins 6 mois et avoir un retentissement dans
plusieurs domaines de la vie du patient (scolarité, activités sociales, domicile, relations
familiales et sociales etc.), sans pour autant étre lié a une autre maladie psychiatrique. Le

DSM-V définit deux échelles comportementales a 9 items évaluant linattention et

I'hyperactivité/impulsivité. Le patient doit correspondre a, au moins, 6 items sur 9 pour étre
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catégorisé inattentif et/ou hyperactif/iimpulsif (Annexe 1). Dans de nombreux pays, ces criteres
sont complétés par des questionnaires type Conners soumis a la famille et aux enseignants
(Annexe 2 et 3). En France, le diagnostic inclut aussi une évaluation neuropsychologique
ayant pour but de mettre en évidence des troubles de I'attention et des fonctions exécutives.
Ce bhilan comprend toujours dans sa globalité : (i) un entretien d’'anamnése avec le patient
ainsi que ses parents. Cet entretien revient sur les données médicales, le comportement, la
sociabilité, la scolarité, le monde du travail, les loisirs et (ii) la passation de plusieurs batteries
de tests normés en fonction de I'dge du patient. Le WISC-V permet d’évaluer l'efficience
intellectuelle, le TEA-Ch (Test of Everyday Attention for Children) permet d’évaluer les
capacités attentionnelles ainsi que différents tests permettant d’évaluer les fonctions
exécutives telles que la planification, la flexibilité mentale, I'inhibition et la mémaoire de travail.
Le Tea-CH évalue l'attention sélective (subtest recherche dans le ciel, carte géographique),
I'attention soutenue (subtest coups de fusil) et I'attention divisée (subtest écouter et faire deux
choses a la fois).

Selon ces critéres, le TDAH est un trouble hétérogene qui peut étre subdivisé en trois
sous-types : (i) des patients purement inattentifs, (ii) des patients surtout hyperactifs/impulsifs
ou (iii) des patients présentant tous les symptdémes appartenant au sous-type combiné (DSM-
V, 2013).

c. Ressources thérapeutiques du TDAH

Des psychothérapies cognitivo-comportementales sont mises en place afin de stabiliser
la situation dans I'enfance puis pour rétablir I'estime de soi a partir de la préadolescence. Un
traitement pharmacologique psychostimulant, le méthylphénidate (MPH), permet de diminuer
les symptdmes des patients avec une efficacité démontrée et peu d’effets secondaires décrits
apres ajustement du traitement (5). Le MPH agit comme un agoniste indirect des systémes
catécholaminergiques en bloquant les transporteurs de la dopamine et de la noradrénaline (6)
7).

Ces deux approches permettent d’assurer la meilleure scolarisation possible pour les
enfants TDAH. Le traitement pharmacologique est diminué jusqu'a son arrét des que I'enfant

a un projet scolaire bien engagé.

2. Etiologies du TDAH

a. Geénétique et Environnement

L’étiologie du TDAH demeure inconnue et serait multifactorielle, impliquant a la fois des
prédispositions génétiques et des facteurs environnementaux. En effet, il a été démontré une
forte héritabilité (0,77) dans le TDAH selon de nombreuses études relatives aux jumeaux (3).
La génétique contribuerait a 76% des cas de TDAH selon les études (8). Des génes codant

des protéines synaptiques et des protéines engagées dans les systemes de
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neurotransmissions monoaminergiques (Tableau I) seraient impliqués dans le développement
de la maladie.

Cependant, le polymorphisme de ces genes n’est pas la seule cause des symptomes du
TDAH, I'environnement interviendrait aussi dans le développement de la maladie. En effet,
des données suggérent qu’une exposition prénatale a diverses substances toxiques, telles
gue la nicotine, la cocaine ou I'alcool serait des conditions favorables au développement du
TDAH (9) (10).

Géne impliqués
dans la ‘s . . _—
.. Genes impliqués dans les neurotransmissions
neurotransmission . .
monoaminergigues
et la
neuroplasticité
Génes DA Génes NE Génes 5-HT
SNAP25
CHRNA4
DDR4
NMDA NETI1/SLC6A2 S-HTT/SLC6A4
DDRS
BDNF ADRA2A HTRIB
DATI1/SLCO6A3
NGF ADRA2C HTR2A
DBH
NTF3 TPH2
DDC
NTF4/5
GDNF

TABLEAU I LISTE DES GENES IMPLIQUES DANS LE TDAH, CODANT DES PROTEINES SYNAPTIQUES (DE LA NEUROTRANSMISSION ET DE

LA NEUROPLASTICITE) ET DES PROTEINES DE LA NEUROTRANSMISSION MONOAMINERGIQUE (MICK ET AL., 2008).

b. Théories Neuropsychologiques

En parallele des études génétiques et environnementales, des théories
neuropsychologiques ont aussi été proposées. L'une des premiéres théories modernes du
TDAH a été établie par Barkley en 1997. Elle proposait le déficit d’inhibition comportementale
comme étant a I'origine des troubles observés chez les patients. L'inhibition comportementale
est un processus cognitif qui permet de résister aux interférences et de renoncer a tout
comportement inadapté ou automatique. Ce modele théorique met en relation le
dysfonctionnement de 4 types de fonctions exécutives a la suite du défaut d’inhibition
comportementale : la mémoire de travail, l'internalisation du langage, l'autorégulation de
I'affect, de la motivation et de I'éveil et la reconstitution (11) (Annexe 4). Des anomalies de ces

différentes fonctions seraient a l'origine de dysfonction d'inhibition comportementale, et donc
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peut-étre a l'origine des symptdmes du TDAH : le patient TDAH serait incapable d’'inhiber une
réponse habituelle face a un événement, ni d’arréter une réponse en cours autorisant un délai
de réflexion, ni de contrdler les interférences en raison des déficits observés dans chacune de
ces fonctions exécutives suite a leur défaut d’inhibition comportementale.

Une deuxiéme théorie trés influente & I'heure actuelle est la théorie & deux voies de
Sonuga-Barke qui implémente la théorie de Barkley en y ajoutant une valence motivationnelle
a la composante de l'aversion au délai. Ces comportements seraient provoqués par des
dysfonctions du systéme de contrdle exécutif et du circuit de la récompense (Annexe 5). Les
systemes de contrble exécutif et de la récompense étant innervés par les voies
dopaminergiques mésocorticale et nigrostriée, ainsi que par la voie dopaminergique
mésolimbique. Sonuga-Barke souligne le fait que les symptémes du TDAH pourraient étre dus
a une altération d’une de ces voies dopaminergiques, voire des trois, dans le cas d'un patient

présentant les 3 symptdmes associés (impulsivité, hyperactivité et inattention).

c. Anomalies neurobiologiques

Ces hypothéses neuropsychologiques ont été testées par de nombreuses études de
neuro-imagerie clinique afin de mieux comprendre les bases neurobiologiques du TDAH. Des
études structurales et fonctionnelles montrent la présence d’altérations des réseaux du
systeme exécultif, du circuit de la motivation et de la récompense, et du réseau du mode par
défaut (Default Mode Network, DMN) chez les patients TDAH enfants et adultes (12) (1) (13)
(Annexe 6). Le réseau du mode par défaut implique des régions cérébrales qui sont activees
lorsque la personne n’est engagée dans aucune fonction cognitive. Chez les patients TDAH,
ce réseau serait plus activé et aurait des difficultés & se désactiver.

Le TDAH a toujours été considéré comme une maladie provenant d’altérations
neurotransmissionnelles. D’autres études ont essayé de comprendre les modifications
neurotransmissionnelles a l'origine des dysfonctionnements de ces réseaux, notamment en
imagerie utilisant des traceurs radioactifs. Les catécholamines ont été largement impliquées
dans la physiopathologie du TDAH de par le mécanisme d’action du MPH (7).

Sur la base du mécanisme d’action du MPH, des chercheurs ont suggéré que les patients
TDAH pourraient présenter une densité trop élevée de transporteurs de la dopamine (DAT) et
de la noradrénaline (NET). Les études en Tomographie par Emission de Positons (TEP)
réalisées jusqu’a maintenant montrent soit une augmentation, soit une diminution, soit aucun
changement de la densité en DAT des patients TDAH par rapport aux témoins (14) (15) (16).
Aucune étude n’a été réalisée pour quantifier le transporteur de la noradrénaline chez ces
patients par manque de traceur radioactif le ciblant.

A ce jour, aucune réponse claire ni consensuelle n’a été identifiée quant & l'implication

d’un systéme de neurotransmission dans la physiopathologie du TDAH.
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3. Modeles animaux du TDAH

Le rat SHR (Spontaneously Hypertensive Rat) est le modéle le plus utilisé dans les
études précliniques du TDAH (17). Les souches SHR utilisées en tant que modéle des
symptdmes du TDAH proviennent de I'élevage des laboratoires Charles River Laboratory
(Crl). lls sont donc appelés SHR/NCrI et sont des descendants des rats Wistar Kyoto (WKY)
initialement élevés a I'école de médecine de Kyoto (18). Ces rats SHR/NCrl ont la particularité
de présenter les 3 caractéristiques phénotypiques du TDAH proches de ce qui est observé en
clinique (bonne validité de ressemblance), c'est-a-dire : de mauvaises performances
d’attention soutenue, une hyperactivité constitutive et une impulsivité qui n’est pas
dépendante de la nouveauté d’'un environnement. Ces caractéristiques ont été déterminées
par des tests comportementaux (19). D’'un point de vue génétique, l'insertion de 160 paires de
base dans I'exon 3 du géne codant le transporteur de la dopamine observée en clinique est
aussi retrouvée chez les rats SHR/NCrl (20) ce qui va dans le sens d’'une bonne validité de
construction. La validité prédictive est I'objet d’'une controverse. Certaines études montrent
des effets du méthylphénidate sur les symptdémes des rats, quand d’autres ne voient aucun
effet (21) (22). Néanmoins, le méthylphénidate entraine une augmentation de libération de
dopamine dans le striatum dorsal et ventral des rats SHR/NCrl en comparaison aux témoins
(23) comme observé en clinique (24).

Les études menées sur ce modéle animal suggérent que les rats SHR présenteraient
une perturbation de la balance dopamine/noradrénaline dans différentes régions cérébrales,
notamment au niveau du cortex pré-frontal et du striatum (20)(25)(26)(27). Toutes ces études
ont été conduites avant la description du modéle de rats TDAH faite en 2009 par Sagvolden et
ses collaborateurs. Cette derniere étude montre que seuls les rats SHR provenant de
I'élevage Charles River en Allemagne (SHR/NCrl) présentent des troubles attentionnels ainsi
gu’une hyperactivité/impulsivité similaires a celles rencontrées en clinique (17). Il est
nécessaire de les comparer & des WKY provenant de I'élevage Harlan en Angleterre
(WKY/NHsd) afin d’avoir les meilleurs rats controles. En effet, selon la provenance du rat
WKY, il existe des différences de fond génétique qui occasionnent des difficultés a interpréter

les résultats des études.
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lI. Objectifs

L’objectif principal de l'étude préclinique est de mieux comprendre la présence de
modifications neurotransmissionnelles des catécholamines dans le TDAH. Notre hypothese
est qu'il existe une hypodopaminergie impliqué dans la physiopathologie du TDAH.

L’objectif secondaire est d’étudier la présence d’anomalies d’autres neurotransmetteurs
dans différentes régions cérébrales chez des rats SHR/NCrl, considérés modéle de TDAH par

comparaison a des rats WKY/NHsd, considérés comme témoins.

L’objectif de I'étude clinique est d’identifier des marqueurs métabolomiques communs

chez des enfants avec TDAH non traité en comparaison avec des enfants témoins.
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. MATERIELS ET METHODES

1. Modele animal

Les animaux utilisés dans cette étude sont des rats males de souche SHR/ NCrl (n=8;
Charles River, Allemagne) et des rats méles de souche Wistar Kyoto WKY/NHsd (n=8;
Harlan, Royaume-Uni). Huit rats de chaque groupe sont regus a six semaines et sont
hébergés par deux, en présence d’'un enrichissement comprenant un tunnel en plastique et
une feuille de sopalin, avec 'eau et la nourriture disponible a volonté. La température de la
salle est maintenue autour de 21°C, I'humidité est contrdlée et le cycle de lumiére est
conservée (obscurité 19h-7h, lumiére 7h-19h). Les rats arrivent une semaine avant le début
des expériences afin de leur laisser le temps de s’acclimater a I'environnement et pour

diminuer le stress.

2. Préparation des échantillons

Les rats sont mis a mort par décapitation pour prélever le cerveau et disséquer dix régions
d’intérét. Les structures sont disséquées, prélevées sur glace et incluent 10 régions cérébrales :
le cortex orbito-frontal, le cortex pré-limbique, le cortex moteur, le cortex pariétal, le striatum
dorsal, le striatum ventral, 'amygdale, I'hippocampe, le cervelet limbique et cognitif (Figure 1).

Les échantillons sont stockés dans des tubes eppendorff puis congelés a -80°.

Figure 1 — régions prélevées, coupe sagittale de cerveau de rats (paxinos et Watson, Rat Brain Atlas, 2008).

Aprés prélévements des structures d’intérét (Figure 2), la premiere étape de la préparation
des échantillons est la lyophilisation pendant 48h afin d’éliminer I'eau des structures et obtenir
une masse séche d’échantillon (FreeZone® Freezer Dry Systems 4.5, Labcon®, Etats-Unis). La

lyophilisation permet de retirer 'eau de notre structure solide grace a la surgélation qui sublime
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l'eau passant de I'état solide a I'état gazeux, puis grace a une évaporation sous vide. Pour
chaque région, 3mg de matiére seche sont pesés et stockés dans d’autres tubes eppendorff.
Lors de cette étape, des Controles Qualités (QC) de 3 mg chacun sont préparés. Ces QC
viennent de deux cervelets de rats témoins prévus en plus qui sont extraits de la méme maniere
que les échantillons de I'étude en ajoutant une quantité connue en métabolites. Une fois les QC
analysés, la quantité calculée est comparée a la quantité ajoutée. Cela permet ainsi de valider

le bon déroulement de la série de dosage.

L’étape suivante est une extraction pour séparer les protéines des métabolites afin de ne
récupérer que les métabolites. Cela consiste en une précipitation protéique lente par ajout de
400uL d’'une solution composée d’eau et d’acétonitrile (60/40). On ajoute a cette préparation
100pL d’'une solution d’étalon interne. Le dosage par étalonnage interne repose sur I'ajout en
quantité parfaitement connue et unique, dans tous les échantillons, d’une molécule qui sert de
référence (étalon interne) durant les phases du dosage (extraction et analyse par spectrométrie
de masse). Les intensités des molécules sont divisées par l'intensité de I'étalon interne pour

obtenir un ratio et cela permet de tracer une courbe d’étalonnage : Ratio = f (Concentration).

Apres précipitation protéique lente (les échantillons sont agités a 4°C pendant 30 minutes),
le précipité alors formé est séparé du surnageant par centrifugation (Thermo multifuge X1R,
Thermo Fisher, Etats-Unis) a 5000 RPM a 4°C pendant 20min.

Le surnageant est ensuite repris pour étre évaporé a l'aide d’'un Speedvac (Savant SPD
111v, SpeedVac, Thermo Scientific, Etats-Unis) & 40°C pendant 3h30.

L'extrait sec de l'échantillon obtenu est enfin dissout dans une solution de 100pL

d’acétonitrile et d’eau (90/10) puis est transvasé dans un vial avec insert. 5 pL de cet extrait

sont analysés.

Prélevement des Lyophilisation Extraction (eau/ACN)
structures d’intérét Pesée (3mg) Evaporation

Mise sur plaque

Figure 2 — protocole de traitement des échantillons
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3. Analyse métabolomique ciblée

La métabolomique désigne I'approche intégrative consistant a analyser de facon
globale 'ensemble des petites molécules (métabolites) d’'un systéme biologique (appelé
«métabolome»). L'approche ciblée, utilisée depuis de nhombreuses années, s’intéresse a
des familles particulieres de métabolites. Des méthodes analytiques robustes et sensibles
ont été développées pour caractériser et quantifier chaque famille de métabolites par
chromatographie liquide a haute performance (HPLC) couplée a la spectrométrie de
masse (28).

La chromatographie est une technique analytique permettant la séparation de
composés en fonction de leurs propriétés physico-chimiques. Cette technique est basée
sur les différences d'affinités entre la substance a analyser et deux phases, l'une
stationnaire (la colonne), l'autre mobile (I'éluant). L’échantillon traverse la colonne poussé
par la phase mobile. La détection des composés séparés est représentée par un
chromatogramme caractérisé par un ensemble de pics gaussiens.

Plusieurs types de phase stationnaire existent en HPLC : les phases a polarité
inverse (apolaires et hydrophobes) et les phases a polarité normale (polaires et
hydrophiles). Chacune de ces phases est utilisée en fonction de la nature des composés a
séparer. Dans notre étude, la colonne en phase inverse est plus adaptée aux
neurotransmetteurs.

La phase inverse est composée de particules de silice (groupe silanols Si-OH) sur
lesquelles sont greffées des chaines alkyles a 8 ou 18 atomes de carbones.

La spectrométrie de masse permet de transformer des molécules de leur état naturel
en ions a l'état gazeux. L’ion est mesuré en fonction de son rapport masse sur charge
électrigue (m/z), ou m est l'unité de masse atomique et z le nombre de charges portées
par l'ion. L'unité de mesure de m/z est le Thomson (Th).

Nous utilisons dans cette étude une spectrométrie de masse triple quadripble pour
une quantification précise des métabolites.

Les métabolites dosés sont : (i) dans la voie catécholaminergique, la tyrosine, la 3-
méthoxytyramine, la tyramine, la L DOPA, la dopamine, la noradrénaline et I'adrénaline ;
(i) dans la voie sérotoninergique, le 5 Hydroxy Indole Acétique acide (5HIAA) et la
sérotonine ; (iii) dans la voie glutamatergique, la glutamine, le glutamate et le GABA ; (iv)
I'acétylcholine.

4. Analyse statistique

Les moyennes entre les groupes sont évaluées par un test de Wilcoxon-Mann-
Whitney. Il s’agit d’'un test statistique non paramétrique permettant de comparer les

moyennes entre des groupes. Le seuil de significativité est fixé a p < 0,05.
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V. RESULTATS

Les résultats sont présentés par région cérébrale et par voie de neurotransmetteurs.

1. Hippocampe

Les seuls résultats significatifs concernent les catécholamines. Les rats SHR/NCrl
ont une augmentation significative de la L dopa en comparaison avec les rats témoins
(p=0,039) ; de méme, les rats SHR/NCrl ont une diminution significative de noradrénaline
par rapport aux rats témoins (p=0,0078) (Figure 3).

I 'y a pas de différence significative dans les voies glutamatergique et

sérotoninergique.

2. Amygdale

Par comparaison avec les animaux témoins, les rats SHR/NCrl ont une
augmentation statistiquement significative de dopamine (p=0,0391).

Les rats SHR/NCrl ont une diminution statistiquement significative de glutamate en
comparaison avec les rats WKY/NHsd (p=0,0078). En revanche, les rats SHR/NCrl ont
une augmentation statistiquement significative de GABA en comparaison avec les
témoins (p=0,0179) (figure 4).

Il N’y a pas de différence significative dans la voie sérotoninergique.

3. Striatum ventral

Concernant les catécholamines, en comparant aux animaux témoins, les rats
SHR/NCrl ont une diminution statistiguement significative de dopamine (p=0,0078). De
méme, ils ont une diminution statistiquement significative d’acétylcholine en comparaison
avec les rats témoins (p=0,0234).

Pour la voie glutamatergique, les rats SHR/NCrl ont une augmentation
statistiquement significative de GABA en comparaison avec les témoins (p=0,0391)
(Figure 5).

La voie sérotoninergiqgue n’est pas significativement différente chez les rats
SHR/NCIrl et les témoins.

4. Striatum dorsal

Concernant les catécholamines, aucune différence significative n’est observée entre
les rats SHR/NCrl et les témoins.
En comparaison aux rats témoins, les rats SHR/NCrl ont une diminution

statistiquement significative d’acétylcholine (p=0,0234).
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La voie sérotoninergique n’est pas statistiquement différente entre les rats SHR/NCrl
et les témoins.

En comparaison aux rats témoins, les rats SHR/NCrl ont une diminution
statistiquement significative de glutamine et de glutamate (respectivement p=0,015 et
p=0,031). lls ont une augmentation statistiquement significative de GABA par rapport aux
rats témoins (p=0,04) (Figure 6).

5. Cortex orbito-frontal

Concernant les catécholamines, en comparant aux animaux témoins, les rats SHR/NCrl
ont une augmentation significative de L-DOPA (p=0,039). De plus, ils ont une diminution
statistiquement significative de noradrénaline par rapport aux témoins (p=0,007) (Figure 7).

Pour la voie sérotoninergique, les rats SHR/NCrl ont une diminution statistiquement
significative de sérotonine par rapport aux rats témoins (p=0,008).

Aucune différence significative n’est mise en évidence dans la voie sérotoninergique.

6. Cortex pré-limbique

Dans le cortex pré-limbique, les rats SHR/NCrl ont une diminution statistiquement
significative de sérotonine en comparaison aux témoins (p=0,007) (figure 8).

II 'y aucune différence significative pour les autres métabolites entre les rats
SHR/NCIrl et les rats témoins.

7. Cortex moteur

Aucune différence significative n’a été mise en évidence entre les rats SHR/NCrl et les
rats témoins (Annexe 7).

8. Cortex pariétal

De méme que dans le cortex moteur, aucune différence significative n’a été trouvée entre

les rats SHR/NCrl et les rats témoins dans le cortex pariétal (Annexe 8).

9. Cervelet

Le cervelet a été divisé en cervelet cognitif (PV) et limbique (V). Aucune différence
significative n’a été montrée entre les rats SHR/NCrl et les rats témoins dans ces deux
régions (Annexe 9).
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Figure 3 : Graphique représentant la comparaison des métabolites entre les rats SHR/NCrl (en

rouge) vs. Les témoins WKY/NHsd (en bleu) dans I'hippocampe. Les * correspondent aux

différences significatives ayant une valeur p. value < 0,05
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Figure 4 : Graphique représentant la comparaison des métabolites entre les rats SHR/NCrl
(en rouge) vs. Les témoins WKY/NHsd (en bleu) dans I'amygdale. Les * correspondent aux

différences significatives ayant une valeur p. value < 0,05.
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différences significatives ayant une valeur p. value < 0,05.
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différences significatives ayant une valeur p.value < 0,05.
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V. DISCUSSION

L'objectif de notre étude était de comparer par analyse métabolomique quantitative les
métabolites d’intérét dans différentes régions cérébrales chez des rats SHR/NCrl, considérés
comme modele de TDAH, et des rats WKY/NHsd, considérés comme témoins.

Les données obtenues suggerent que les rats SHR/NCrl par rapport aux rats témoins
présentent des modifications de fonctionnement des systémes catécholaminergiques, comme
cela est suggéré en clinigue chez I'homme, mais aussi au niveau d’autres systéemes de
neurotransmission.

Dans la suite de la discussion nous aborderons I'analyse des résultats par famille de

métabolites puis selon les différentes régions cérébrales et les réseaux d’intérét supposés.

1. De nombreuses altérations neurotransmissionnelles
a. Catécholamines

Dans le cortex orbito-frontal et I'hippocampe, la noradrénaline est significativement
diminuée chez les rats SHR/NCrl par rapport aux rats témoins. En accord avec nos résultats,
Arnsten et al. a montré dans le méme modéle que le blocage des récepteurs alpha-2-
adrénergique de la noradrénaline dans le cortex frontal mimait les troubles attentionnels chez
les animaux (29). De méme Bari et al. démontre que la stimulation des a2-adrénocepteurs
améliore l'attention soutenue, alors que les antagonistes des récepteurs adrénergiques ont
perturbé les performances (30). Ces deux études renforcent 'hypothése d'une baisse de
noradrénaline dans le TDAH.

Dans I'amygdale, la dopamine est significativement augmentée chez les rats SHR/NCrl
alors qu’elle est significativement diminuée dans le striatum ventral. A I'heure actuelle, les
données précliniques et cliniques suggérent qu’une hypodopaminergie serait impliquée dans
la physiopathologie du TDAH(1) (20). Ce qu’on observe dans le striatum ventral est en accord
avec la littérature. Concernant l'amygdale, on pourrait imaginer une anomalie de
neurotransmission dopaminergique entre 'amygdale et le striatum ventral, ce qui pourrait

expliquer 'hyperdopaminergie amygdalienne.

b. Acétylcholine

Dans nos conditions expérimentales, I'acétylcholine est significativement diminuée chez
les rats SHR/NCrl par rapport aux rats témoins dans les deux striata (ventral et dorsal). Il
existe tres peu de données dans la littérature sur I'implication de I'acétylcholine dans le TDAH.
Cependant, des liens entre I'acétylcholine et la dopamine sont prouvés. D’aprés Collins et al.,

le blocage des récepteurs de I'acétylcholine (nicotinique et muscarinique) entraine une baisse
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de la dopamine dans le noyau accumbens, associée a une diminution de la motivation lors de
tests comportementaux chez le rat (31).

Nos données montrent une diminution de l'acétylcholine associée a une baisse de la
dopamine ce qui suggere que l'acétylcholine pourrait jouer un réle sous cortical important
dans le TDAH.

c. Sérotonine

La sérotonine est significativement diminuée dans le cortex orbito-frontal et dans le cortex
pré-limbique des rats SHR/NCrl en comparaison aux rats témoins. Il a été montré dans la
littérature que la sérotonine régule les fonctions exécutives et qu’elle est impliquée dans un
grand nombre de pathologies, telles que I'autisme ou la dépression (32). Hiraide et al. a testé
la fluvoxamine (inhibitrice de la recapture de la sérotonine) lors de tests comportementaux
attentionnels et d’hyperactivité chez le rat. Elle n’a pas eu d’effet sur I'attention mais a permis
de réprimer de maniére significative I'hyperactivité. En bloquant la recapture de la sérotonine,
'hyperactivité est moindre.

En clinique humaine, la sérotonine a été peu impliguée dans la physiopathologie du
TDAH. Malgré des études génétiques montrant que des mutations de genes impliqués dans le
métabolisme de ce neurotransmetteur pourraient constituer des facteurs de risque de
survenue de la maladie (33). Mais nos données montrent qu’il serait intéressant d’étudier ce

neurotransmetteur.

d. GABA

Le GABA est significativement augmenté chez les rats SHR/NCrl par rapport aux témoins
dans 'amygdale, le striatum dorsal et le striatum ventral. Ses précurseurs, la glutamine et le
glutamate, sont significativement diminués dans le striatum dorsal.

De récentes études suggérent que le GABA jouerait un rdle dans les symptbmes
d’hyperactivité et d'impulsivité du TDAH, résultat d’'une modulation inappropriée des signaux
glutamatergiques et GABAergiques (34). Nos données concordent avec les résultats de la
littérature avec une régulation a la hausse du GABA, neurotransmetteur inhibiteur dans les
striata chez les sujets TDAH. Le glutamate, neurotransmetteur excitateur, est lui diminué. Un
déséquilibre de la balance inhibitrice-excitatrice pourrait avoir un réle dans la physiopathologie
du TDAH.

De plus, les études montrent que le gene GAD1 (codant pour une enzyme de la

biosynthése du GABA) serait associé a la susceptibilité de développer un TDAH.
2. Dysrégulation au sein des réseaux

D’aprées une étude précédemment réalisée au laboratoire en imagerie, les rats SHR/NCrl

présentent des anomalies fonctionnelles au niveau du réseau dorsal (fonctions exécutives), du réseau
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ventral (fonction limbique), et du réseau du mode par défaut (DMN), contrairement aux rats
WKY/NHsd utilisés comme témoins.

Nos données montrent des altérations de I'acétylcholine et de la sérotonine dans le cortex pré-
limbique et le striatum dorsal (réseau dorsal). Ces deux neurotransmetteurs sont connus pour étre
impliqués dans les fonctions exécutives. Ceci renforce l'idée que le TDAH n’est pas uniquement lié
aux catécholamines.

Dans le réseau ventral, nos données montrent des altérations principalement au niveau des
catécholamines (noradrénaline et dopamine). Le réseau ventral est en rapport avec la motivation et la
récompense. Dans le TDAH, une baisse de la motivation ainsi qu’une aversion a l'attente sont

démontrées. Cette étude évoque un lien entre les catécholamines et la motivation. (Figure 9)

L dopa augmentée

Reglimbique
., NAD diminuée

Ddpamine augnientée
glutamate diminué
GABA augmen

Figure 9 : Schéma représentant les régions cérébrales étudiées sur une coupe sagittale de cerveau de rat
(Paxinos et Watson, 2008).

SD : Striatum dorsal. SV : Striatum ventral

3. Limites de notre étude

Le réseau du mode par défaut (DMN) est également présent chez le rat (36). Les régions
impliquées dans le DMN chez le rat (cortex moteur et pariétal), ne montrent pas de différence
métabolomique significative. Cependant en imagerie, I'étude suggére qu’il existe des différences
d’activités entre les rats SHR/NCIrl et les rats témoins. Le modéle de rat SHR/NCrl est connu comme
modele d’hypertension artérielle. Il a été montré que le développement de I'hypertension artérielle ne
survient qu’a partir de 10 a 12 semaines. Or, les symptdmes d’inattention, hyperactivité/impulsivité,
sont décrits chez ces rats avant le développement de I'hypertension a environ 8 semaines (17). Il n’est
donc pas exclu que des modifications liées au développement de I'hypertension chez ces animaux

puisse influencer nos résultats. Mais, de facon intéressante, il a été récemment décrit que
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'hypertension artérielle pendant la grossesse pouvait étre un facteur augmentant le risque de
développement du TDAH pour I'enfant (37).

Comme dit précédemment, la validité prédictive de ce modele reste aussi sujette a controverse,
car les effets du méthylphénidate sur les symptdmes n’ont pas été observés dans toutes les études
comportementales (20). Cependant, ce modele de TDAH demeure le plus caractérisé et le plus utilisé
par la communauté scientifique (38).

Dans nos résultats, certains écarts types sont élevés en lien avec la variabilité interindividuelle. Il

est difficile de s’affranchir de ce biais en travaillant avec du matériel in vivo.

4. Etude clinique

Une étude cliniqgue a actuellement débuté au sein du CHRU de Tours. Il s’agit d’'une
étude de cohorte prospective mono centrique, réalisée au sein de I'hopital pédiatrique Gatien
de Clocheville au CHRU de Tours, et concernant les enfants suivis pour un trouble
attentionnel au sein du centre de référence pour les troubles du langage et des
apprentissages. Nous avons formé deux groupes: un groupe avec TDAH prouvé par
screening cognitif (anamnése, WISC IV et TeaCH) et un groupe d’enfants témoins avec
troubles attentionnels sans TDAH vrai.

Les critéres d’inclusions nécessaires sont : (i) 'dge de 6 a 15 ans, (ii) la présence de
troubles attentionnels et / ou une hyperactivité, confirmé par le screening cognitif.

Les critéres d’exclusion sont : (i) I'échec ou le refus de tout ou une partie de I'évaluation
pluridisciplinaire, (ii) I'identification d’'une condition intercurrente pouvant avoir un impact sur
les analyses métabolomiques (infection aigue, fievre...etc), (iii) une déficience intellectuelle
(QIT< 70), (iv) 'opposition des responsables Iégaux. Cette étude a été acceptée par le Comité
de Protection des Personnes.

Les premiers résultats métabolomiques non ciblés sur des échantillons périphériques

(sang et urines) sont en cours et n’ont pas pu étre intégrés dans ce manuscrit.

5. Conclusion

Les résultats de ce travail suggerent que des modifications métabolomiques des catécholamines
seraient impliquées dans le phénotype des rats SHR/NCrl, modéle animal de TDAH, comme

suggérées chez 'homme.

Nos données sont également en faveur de l'implication d’autres neurotransmetteurs tels que la

sérotonine au niveau cortical, le glutamate, le GABA et I'acétylcholine au niveau sous cortical.

Les résultats de [l'étude clinigue sont en cours danalyse et pourraient établir un profil

métabolomique distinct chez les enfants avec TDAH par rapport a des enfants témoins.
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Annexes

Annexe 1 : questionnaire DSM

Critéres DSM-IV des Troubles Déficataires de " Attention

avee ou sans Hyperactivité
Vousées: O lepére [ 2 mére
WOM de Menfant ..o Prémomde lemfane ...
Date de naissance I__T Dutedelavigie: _(__f

1. SYMPTCHES CLIMIOUES D INATTENTION

&, Souwent ne parvient pas & priter attention aux citails cu falt des fautes d¥tourderia

dans las devairs scolaines, e travail ou Sastres acthids.
. A& ouvent du mal & soutenir son attention &u traval, daes les feu.

-}
c. Sembie scuant ne pas écouter quand an ui parke persennelament,
a

. Spuwent, He S8 CoNOME P&S SU CONSIGNES Bf Ne panient pes & MEnsr & LerMe 566
dewairs senlaires see piehes domestigues ou sec oDigations

profectior el
leala n'est pas b & u esmparbemant dBppasiion, ni 3 une Incapacité & comprendre les consignes ).

. A& du mal & organisar ses travaux ou activités.

Souwent, éyibe, 3 en aversion ou it & contre-coswr ket tetes gui nécessitent un effort mental
soubany (comme le trawail & a maison).

0. Perd souvent les objets nécessaires & son Uraval ou 555 acUvEES (Jousts, cahiers, crayons,

fvres, puts...).

h. Sowvent, 4 Liis fcllamant distraire par oas STmLl eyt

b

d
a

g
h

. & tas pubils fréguents dans la vie quotidienne.

%

OoOoono o oooo
oopoo o gooOoo

Six des symptémes ci-dessus dinattention ont persisté au moins six moks, & un degré

qui est inadapté et ne correspond pas au nivesu de dévsloppement de Fenfant. oQg
Seore 7O
2. SYNGTOMES CTINKIUES [ H YFERACTIVITE TN SIVITE
HYPERACTIVITE ChiiMom
Remue souvant s mains ou les pleds, ou se tortille sur son sibge. on
. 5@ live souvent en Ca55e OU AN OALres situations ol § &5t suppoesé rester assis. oo
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Annexe 2 : questionnaire de Conners pour 1’enseignant

QUESTIONNAIRE DE CONNERS POUR L'ENSEIGNANT
{(Version 3 28 items)

NOM et PRENOM de I'enfant
Date de naissance
NOM et PRENOM de I'enseignant

DATE
AGE
Classe

Vous trouverez ci-dessous des énoncés décrivant des comportements d'enfants qui se rencontrent parfois
en milieu scolaire. Lisez chaque énoncé attentivement et décidez du degré auquel le comportement décrit
s'applique a Iéléve concerné. Faites une croix dans la colonne choisie.

Pas du tout

Un peu

Beaucoup

Enormément

1. Est agité, se tortille sur sa chaise

2. Fait des bruits inappropriés quand il ne faut pas

3. Ses demandes doivent étre satisfaites immédiatement

4. Est impertinent, impoli, arrogant

5. Fait des crises de colére, a des conduites imprévisibles

6. Est trop sensible 2 la critique

7. Est distrait, a une attention fluctuante

8. Perturbe les autres éléves

9. Est réveur

'10. Fait la moue, boude facilement

11. A une humeur qui change rapidement

12. Est bagatreur

13. A une attitude soumise 2 Pégard de l'autorité

14. Est agité, va constamment 2 droite et a gauche

15. S'excite facilement, est impulsif

16. Demande une attention excessive de I'enseignant

17. Semble mal accepté par le groupe

18. Se laisse mener par les autres

19. Est mauvais joueur, refuse de perdre

20. Semble manquer de capacité a entrainer ou mener les autres

21. A des difficultés a terminer ce qu'il commence

22. Est puéril, immature, agit en bébé

23. Nie ses erreurs, accusc les autres

24. A des difficultés 2 s'entendre avec les autres enfants

25. Coopere peu avec ses camarades de classe

26. S'énerve facilement quand il doit faire un effort

27. Coopére peu avec l'enseignant

28. Eprouve des difficultés d'apprentissage
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Annexe 3 : questionnaire de Conners pour les parents

Pas du tout

Un peu

Beaucoup

Enormément

1. Tripote ou ronge certaines choses (ongles, doigts, vétements)

2. Est insolent avec les grandes personnes

. A du mal a se faire des amis et a les garder

. Est excitable, impulsif

. Veut tout commander

. Suce ou machonne (pouce, vétements, couvertures)

. Pleure facilement ou souvent

. Se sent attaqué, est sur la défensive

e le A B 1= E¥ 1) PN [¥3)

. Révasse

10. A des difficultés d'apprentissage

11. Se tortille, ne tient pas en place

12. A peur (de nouvelles situations, d'endroits et personnes
nouvelles, d'aller a I'école)

13. Est agité, a toujours besoin de faire quelque chose

14. Est destructeur

15. Ment ou raconte des histoires inventées

16. Est timide

17. S'attire plus d'ennuis (se fait prendre plus souvent que les
| autres enfants de son dge)

18. Ne parle pas comme les autres enfants de son ige (parle
comme un bébé, bégaye, est difficiie 2 comprendre)

19. Nie ses erreurs ou accuse les autres

20. Est querclleur, est souvent impliqué dans des bagarres

21. Fait la moue, boude

22. Prend des choses qui ne lui appartiennent pas

23. Est désobéissant ou obéit a4 contrecaeur

24. S'inquicte plus que les autres (de la maladie, la mort, la
solitude)

25. Ne termine pas ce qu'il a commencé

26. Se sent facilement froissé, se fache facilement

27. Brutalise ou intimide ses camarades

28. Ne peut pas s'arréter lors d'une activité répétitive

29. Est cruel

30. A un comportement immature (demande de l'aide pour
quelque chose qu'il peut faire tout seul, est collant, a constamment
besoin d'étre rassuré)

31. A des problémes de fixation de l'attention, est facilement
distrait

32. Souffre de maux de téte

33. A des changements d'humeur rapides ou fréquents

34. N'obéit pas ou n'aime pas obéir aux régles ou aime défier les
interdits

35. Se bagarre constamment

36. Ne s'entend pas avec ses fréres ou sceurs

37. Se décourage facilement lorsqu'un effort est nécessaire

38. Dérange les autres enfants

39. Est un enfant fonciérement malheureux

40. A des problémes d'alimentation (mauvais appétit, se léve aprés
chaque bouchée)

41. Souffre de maux d'estomac

42. A des problémes de sommeil (ne peut s'endormir, se réveille
trop t6t, se réveille pendant la nuit)

43. Se plaint de maux physiques et de douleurs

44. Souffre de vomissements, de nausées

45. Se sent 1ésé a la maison, crie a P'injustice

46. Se vante, fanfaronne

47. Se laisse écraser, manipuler par les autres

48. A des problemes d'évacuaton intestinaie (selies molles,
Lirréguliéres, constipation)
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Annexe 4 : schéma simplifié du modéle de Barkley

s Inhibition comportementale >
i Inhibition des réponses automatiques }
Contréle des réponses en cours >
Contréle des interférences v
. i Ff B 1=
[Mémoire de travail internalisation du I e lation de I dela ||Reconstitution
motivation et de I'éveil 3

(Retenir une information & court [Représentation interne du Capacité d'analyse de son
terme langage Séparation entre les faits et les. lcomportement
| [émotions
b o \ 3B /
>
( Contréle moteur }
Réponse adaptée au but fixé k4

Figure 1: Sché simplifié¢ du modéle de Barkley (1997)
Ce schéma montre le lien entre la performance d’inhibition compor le et les 4 fi i exécutives permettant le contréle moteur du comportement
chez I'Homme.

Annexe 5 : Schéma simplifié du modéle de Sonuga Bake

1
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Annexe 6 : réseaux impliqués dans la physiopathologie du TDAH.
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Annexe 7 : Graphique représentant la comparaison des métabolites entre les rats SHR/NCrl (en
rouge) vs. Les témoins WKY/NHsd (en bleu) dans le cortex moteur. Les * correspondent aux

différences significatives ayant une valeur p. value < 0,05.
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Annexe 8: Graphique représentant la comparaison des métabolites entre les rats SHR/NCrl (en
rouge) vs. Les témoins WKY/NHsd (en bleu) dans le cortex pariétal. Les * correspondent aux

différences significatives ayant une valeur p. value < 0,05.
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Annexe 9 : Graphique représentant la comparaison des métabolites entre les rats SHR/NCrl (en rouge) vs. Les témoins
WKY/NHsd (en bleu) dans le cervelet. Les * correspondent aux différences significatives ayant une valeur p. value < 0,05.
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Résume:

Le trouble du déficit de I’attention avec ou sans hyperactivité (TDAH) est une maladie du
neurodéveloppement fréquente. Aucune réponse claire n’a été identifiée quant a I’implication
d’un systéme de neurotransmission dans sa physiopathologie. Nous réalisons une étude de
mesure quantitative de métabolites d’intérét dans différentes régions cérébrales chez des rats
SHR/NCrl, modéle de TDAH par comparaison a des rats WKY/NHsd, témoins. Dix régions
cérébrales sont prélevées pour en extraire les métabolites a 1’aide d’une analyse
métabolomique par couplage chromatographie liquide ultra haute performance et
spectrométrie de masse. Des modifications métabolomiques des catécholamines seraient
impliquées dans le phénotype des rats SHR/NCrl mais d’autres neurotransmetteurs semblent
impliqués tels que la sérotonine, 1’acétylcholine, le glutamate et le GABA. Une étude clinique

est actuellement en cours afin de pouvoir identifier des biomarqueurs fiables du TDAH.
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