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RESUME

L’un des principaux obstacles en psychiatrie est qu'il est difficile d’avoir accés directement au
cerveau pour I'étudier et mieux comprendre la pathobiologie des maladies mentales. Il importe donc
de développer des nouvelles approches pour investiguer indirectement les fonctions cérébrales.
Puisque la rétine fait partie du systeme nerveux central, il a été suggéré que les fonctions rétiniennes
mesurées par [|'électrorétinographie (ERG) pourraient refléter les désordres neurochimiques
retrouvés dans les troubles mentaux. En fait, plusieurs études ont démontré la présence d’anomalies
de 'ERG qui pourraient servir de biomarqueurs chez des personnes atteintes ou a risque de troubles
psychiatriques, dont le trouble affectif saisonnier (TAS) et la schizophrénie. Cependant, 'origine de
ces anomalies demeure inconnue et l'objectif principal de cette thése est d’explorer les origines
moléculaires potentielles de ces déficits, et ce, grace a des modéles animaux de maladies
psychiatriques ou a I'utilisation d'un agent pharmacologique.

De par leur implication reconnue dans les maladies psychiatriques, les molécules ciblées
dans cette thése sont la mélatonine, la dopamine centrale, la sérotonine centrale et la glycogéne
synthase kinase-3 (GSK3). La premiére étude de cette thése démontre qu'un débalancement dans la
sécrétion de mélatonine serait partiellement a I'origine des anomalies de 'ERG observées dans le
TAS. Or, la deuxiéme étude de cette thése vient compléter la précédente et démontre qu'il est plus
probable que les anomalies de 'ERG retrouvées dans le TAS découlent d’'une dysfonction de la
neurotransmission sérotoninergique centrale et dopaminergique centrale qu’une altération dans la
biodisponibilité des récepteurs dopaminergiques D1R et D2R. Ces études permettent de proposer un
modéle multifactoriel qui expliquerait I'origine des anomalies de 'ERG observées dans le TAS. Quant
a la troisieme étude de cette these, elle démontre que la surexpression de GSK3, qui est un facteur
de risque pour la schizophrénie et le trouble bipolaire, provoque la méme anomalie de 'ERG que
celle qui est observée chez les enfants a haut risque de développer 'une de ces maladies. Enfin, la
quatrieme étude démontre que GSK3 joue un role primordial dans la régulation de I'horloge
biologique. En somme, cette thése démontre que 'ERG s’avere un outil prometteur pour la recherche

en psychiatrie.






ABSTRACT

One of the major obstacles in psychiatry is the difficult access to the functioning brain to
better understand the biological underpinning of brain disorders. There is a need to develop new
approaches to study the neurological functions indirectly. Since the retina is part of the central
nervous system, it had been suggested that retinal functions, as measured with the electroretinogram
(ERG), may reflect the central dysfunctions reported in psychiatric disorders. In fact, several ERG
anomalies, which may serve as biomarkers, have been observed in people with or at risk of
psychiatric disorders, such as seasonal affective disorder (SAD) and schizophrenia. However, the
origins of these ERG anomalies remain elusive and the goal of this thesis is to explore the potential
molecular underpinning of these ERG deficits with animal models of psychiatric disorders or the use
of a pharmacological agent.

Because of their well-described involvement in psychiatric disorders, the targeted molecules
of the experiments presented in this thesis are melatonin, central dopamine, central serotonin and
glycogen synthase kinase-3 (GSK3). The first study demonstrates that a dysfunction in melatonin
secretion may partially be involved in the ERG anomalies observed in people with SAD. The second
study is a complement of the first one and reports that impairments in central serotonin and central
dopamine neurotransmission are more likely to be involved in the ERG anomalies observed in
patients with SAD than changes in the retinal bioavailability of dopamine receptors D1R and D2R. A
multifactorial model of the ERG anomalies in people with SAD has been proposed according to the
findings of these two previous studies. Moreover, the third study demonstrates that GSK3
overexpression, which is a risk factor for schizophrenia and bipolar disorder, replicates the ERG
anomaly reported in offspring at high genetic risk for these disorders. Finally, the fourth study
demonstrates that GSK3 plays an important role in regulating the biological clock. Overall, this thesis

suggests that ERG measurements represent a useful tool in psychiatric research.
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heterozygous (GSK3a*-) and GSK3a homozygous (GSK3a’) mice. (B) Example of a photopic
electroretinogram (ERG) trace at Vmax for one WT mouse (black), one GSK3a*- mouse (grey) and
one GSK3a’- mouse (dotted line). An increase in a- and b-wave amplitude at Vmax is observed in
GSK3a’- mice in photopic condition. (C) Distribution of the Vmax amplitude in scotopic condition for
WT, GSK3a*- and GSK3a mice. (D) Example of a scotopic ERG trace at Vmax for one WT mouse
(black), one GSK3a*- mouse (grey) and one GSK3a mouse (dotted line). An increase in b-wave
amplitude at Vmax is observed in GSK3a- mice in scotopic condition. Error bars represent the SD.
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Figure 5.1. Representative wheel running behavior for WT and GSK3B*- mice. Example of a double-
plotted actogram for a WT mouse (A) and a GSK3p*- mouse (B) showing running activity under LD
and DD. The lights were turned on at 7:00 am (white bars) and turned off at 7:00 pm (gray bars). The
activity profile was then transferred on a schematic representation over 24h for the WT mouse under
LD (C) and DD (D) as well as for the GSK3p*- mouse under LD (E) and DD (F).........ccccevvvrvnnee. 152

Figure 5.2. Mean level of locomotor activity between WT and GSK3B*- mice. Number of wheel
revolutions per minute under LD and DD (A). Number of wheel revolutions per day under LD and DD
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Number of wheel revolutions under DD during the subjective light phase (E) and the subjective dark
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Figure 6.1. Résumé du modéle multifactoriel du TAS ainsi que des mécanismes potentiels qui
pourraient étre a l'origine des anomalies de 'ERG observées chez les personnes atteintes de ce
trouble. Les fléches en pointillé représentent des hypothéses a verifier ... 177

Figure 6.2. Résumé des mécanismes physiologiques qui pourraient étre a I'origine de 'augmentation
de I'amplitude de 'onde b observée chez les souris GSK3B*- et GSK3a-KO. En ce qui concerne
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CHAPITRE 1 : INTRODUCTION GENERALE

1.1. Biomarqueurs et facteurs de risque des maladies psychiatriques

1.1.1. La psychiatrie et ses défis

Aussi appelée « médecine de I'ame », la psychiatrie est la spécialité médicale qui traite les
maladies mentales. Avec une histoire riche, ponctuée de pratiques et de théories controversées, ce
n’est que suite a la Révolution frangaise a la fin du XVIIle siécle que le statut de « fou » fut remplacé
par le statut de malade, ce qui a conféré a la psychiatrie son titre de discipline médicale ainsi que son
nom au début du XIXe siécle [1]. Depuis, les connaissances sur les maladies mentales ont beaucoup
évolué et lincorporation des traitements pharmacologiques et psychothérapeutiques ont changé

I'image de la psychiatrie et en ont fait une discipline plus humaine.

Afin de mieux définir les maladies mentales et de classifier celles-ci, certains outils ont été
mis au point comme le Manuel diagnostique et statistique des troubles mentaux (DSM) de
I'Association américaine de psychiatrie ainsi que la Classification internationale des maladies (ICD)
de I'Organisation mondiale de la santé. Puisque I'expérience clinique représente la méthode utilisée
pour définir une maladie mentale, ces outils de classification se basent sur une approche
symptomatologique et sont constamment mis a jour grace a I'évolution continue des connaissances
sur les fondements théoriques des maladies psychiatriques par la recherche [2]. Dans la derniére
version du DSM, soit le DSM-5 paru en mai 2013, les maladies mentales sont classées selon 22
catégories qui contiennent plusieurs sous-types permettant de préciser le diagnostic. La
neurobiologie de certaines de ces maladies sera discutée plus en profondeur dans la section 1.1.5.

D’aprés Santé Canada [3], la majorité des Canadiens sont touchés, de prés ou de loin, par la
maladie mentale. De plus, 20 % de la population canadienne souffrira d’une maladie mentale au
cours de sa vie. Il va sans dire que, depuis plusieurs décennies, le domaine des neurosciences est
en pleine ébullition et, peu a peu, les nouvelles notions sur les maladies du cerveau deviennent

cruciales pour une meilleure compréhension de ces troubles. Cependant, on ne peut cacher le fait



que la psychiatrie accuse un léger retard par rapport aux autres spécialités médicales [4]. L'un des
problemes actuels de la psychiatrie est que la médication utilisée n'est que palliative en plus de
provoquer des effets secondaires indésirables qui perturbent le mode de vie des patients. De plus,
les effets de certains médicaments peuvent étre ressentis seulement aprés de nombreuses semaines
et plusieurs patients sont résistants a certains traitements. Cela dit, la thérapie pharmacologique
comporte souvent un cocktail de plusieurs médicaments qui doit étre pris régulierement afin d’en
ressentir les effets positifs [5]. Finalement, il existe malheureusement encore a ce jour une forte
stigmatisation des personnes atteintes de maladies mentales et cette mise au ban de la société n'a

sans doute pas contribué a I'essor de la psychiatrie [6].

L’espoir de la recherche psychiatrique réside dans la prévention de I'apparition des maladies
mentales ainsi que dans la découverte de nouvelles cibles moléculaires thérapeutiques servant a
développer des agents pharmacologiques pour un traitement optimal [7]. Ce qui rend la recherche si
délicate est le fait que les maladies psychiatriques sont le fruit d’une interaction complexe entre
divers facteurs génétiques, biologiques et environnementaux [8, 9]. De ce fait, la pathophysiologie
exacte des maladies mentales reste toujours inconnue. De plus, on ne peut passer sous silence que
le cerveau est de loin I'organe le plus complexe du corps humain et qu’il demeure encore mystérieux
sur de nombreux aspects. D'ailleurs, les récentes percées sur le sujet démontrent que plusieurs
circuits neuronaux situés dans différentes aires cérébrales et maintes cascades de signalisation
moléculaires seraient impliqués dans la pathobiologie des maladies psychiatriques [10, 11]. Enfin,
puisqu'il est difficile d’avoir acces directement au cerveau humain pour I'étudier, les chercheurs sont
confrontés a un obstacle de taille et 'un des défis actuels de la recherche en psychiatrie est de

développer des nouvelles approches pour analyser les fonctions du cerveau indirectement.

Au cours des derniéres années, la recherche médicale s’est rapidement transformée en une
quéte pour découvrir des indicateurs biologiques qui prédisent et raffinent le diagnostic des maladies.
Certaines spécialités médicales, comme l'oncologie, utilisent déja ces signatures biologiques pour
prévenir la maladie, poser un diagnostic précoce ainsi que pour cibler des stratégies thérapeutiques
[12]. L'un des problemes en psychiatrie est qu'il existe une grande hétérogénéité entre les
symptdmes des patients et qu’aucun corrélat moléculaire robuste n'a encore été décrit comme

caractéristique des maladies mentales. De plus, il peut souvent s’écouler plusieurs mois, voire méme



des années, avant que le spécialiste soit en mesure de poser le bon diagnostic puisque plusieurs
maladies psychiatriques partagent les mémes signes cliniques et le diagnostic ne peut étre confirmé
avec aucune mesure moléculaire [5]. Il va de soi que l'incorporation de l'utilisation d’indicateurs
physiologiques serait de mise dans le cadre de la pratique d’une spécialitt basée sur des
témoignages et des signes cliniques, comme la psychiatrie, et que cela pourrait grandement faciliter
la stratification des patients, en plus d’appuyer les diagnostics et le choix de la thérapie. Ceci dit, un
vif intérét est porté a 'un des défis de la recherche moderne en psychiatrie, soit la découverte de

biomarqueurs des maladies mentales.

1.1.2. Les biomarqueurs en psychiatrie

Qu’est-ce qu’un biomarqueur?

Un biomarqueur est une caractéristique biologique ou physiologique objectivement
mesurable ayant le potentiel d'indiquer la présence d'un aspect pathologique ou non ou d’évaluer la
réponse a une intervention thérapeutique quelconque [13]. Ces mesures biologiques se doivent
d'étre fiables, spécifiques, reproductibles et validées sur plusieurs populations afin d’étre utilisées
dans un contexte clinique. Bien que la notion de biomarqueur semble relativement moderne, les
documents historiques relatent des expérimentations sur le sang des patients au milieu du XIXe
siecle [14]. De plus, en 1899, Emil Kraepelin, aussi reconnu comme le fondateur de la psychiatrie
scientifique moderne, a établi une échelle pour stratifier ses patients atteints de maladies
psychiatriques selon la pression qu'ils exercent en écrivant [15]. De nos jours, la recherche sur les
biomarqueurs psychiatriques a littéralement explosé vu le nombre d’articles scientifiques publiés sur
le sujet au cours de la derniere décennie [5]. Cet essor est sans doute relié a I'utilisation d'outils
sophistiqués ayant une sensibilité accrue ainsi qu’au développement des approches de modélisation
informatique qui permettent des analyses plus poussées a partir de bases de données plus

volumineuses.

Généralement, un biomarqueur peut étre développé pour trois raisons [13]. Premiérement, il
peut servir a établir un pronostic, c'est-a-dire a déterminer qui est a risque de développer une

maladie. Deuxiémement, il peut faciliter et complémenter le diagnostic de la maladie et aider a la



classification de celle-ci. Troisiemement, il peut aider a prédire la réponse a une thérapie spécifique
et a ainsi mieux orienter le choix du traitement. Cela dit, un biomarqueur psychiatrique peut servir
d’outil pour informer du type, ainsi que de I'évolution des maladies et de leurs interventions, en plus
de représenter un critére physiologique sur lequel les spécialistes de la santé pourront se baser afin
de créer une approche plus personnalisée pour élaborer des traitements psychiatriques. Les stades
potentiels de l'utilisation d’'un biomarqueur sont illustrés dans la figure 1.1. Il faut préciser qu'un
biomarqueur peut étre approprié pour I'une ou l'autre de ces raisons (par exemple, le diagnostic),
sans toutefois pouvoir étre utilisé pour les autres raisons (par exemple, I'orientation de la thérapie).
Par contre, il existe de nombreux obstacles dans le développement d’'un biomarqueur et plusieurs
défis restent @ surmonter pour que ceux-ci puissent étre utilisés dans un contexte clinique. La preuve
a cela demeure dans le fait que ceux-ci ne figurent toujours pas dans le DSM-5 et que cet ouvrage ne

contient aucune information sur les origines moléculaires des maladies mentales.

Début de la maladie Apparition des symptomes

Biomarqueurs Biomarqueurs de Biomarqueurs de
de risque diagnostic précoce pronostic et de reponse
au traitement

Figure 1.1. Stades potentiels de I'utilisation des biomarqueurs (inspiré de la référence 14).

La problématique des biomarqueurs

Afin d’étre optimale, l'utilisation d’'un biomarqueur dans un contexte clinique serait rapide, peu
colteuse et peu invasive. Le point de départ pour la découverte de biomarqueurs est la recherche
d’endophénotypes chez les patients, les personnes a risque ainsi que chez les modéles animaux de
maladies psychiatriques. Cependant, bien qu'il existe un intérét marqué de la communauté
scientifique et médicale pour la découverte de nouveaux biomarqueurs des maladies mentales,
plusieurs contraintes doivent étre résolues pour que ceux-ci soient incorporés dans une pratique
clinique. D’une part, il importe de spécifier qu’un biomarqueur ne refléte pas nécessairement la cause

d’une maladie. A titre d’exemple, des anomalies dans les mouvements oculaires peuvent permettre



de différencier les patients schizophrenes des sujets controles avec une précision de 98,3 %, mais ce
phénotype représente une conséquence de la maladie et non son origine [16].

D’autre part, I'utilisation d’'un seul biomarqueur ne peut pas toujours prédire la présence ou
I'absence d’'une condition pathologique, mais sa précision peut significativement augmenter lorsque
des informations additionnelles, comme la présence d’autres biomarqueurs, sont prises en
considération [13]. Par exemple, les études génomiques ont mené a la description de génes de
susceptibilité pour les troubles psychiatriques ainsi qu'a la découverte de génes associés avec
I'efficacité ou la résistance au traitement [17, 18]. Par contre, sachant que les maladies mentales sont
le résultat d’'une multitude de facteurs, il devient donc difficile de prédire une association entre la
présence d'un géne de susceptibilité et le développement d’'une maladie psychiatrique. En revanche,
les signatures protéomiques et métabolomiques sont dynamiques et peuvent refléter les stades de la
maladie en plus de donner de l'information sur les mécanismes des drogues psychiatriques [19, 20].
Somme toute, I'utilisation de I'une de ces techniques seule ne pourrait pas nécessairement servir de
biomarqueur, mais une combinaison de ces approches moléculaires pourrait sans doute aider a

décrire des signatures biologiques des maladies mentales.

L'utilisation des modéles animaux pour développer un biomarqueur sert principalement a
caractériser les altérations comportementales et/ou moléculaires suite @ un changement génétique
ou a un traitement pharmacologique [15]. Les données sont souvent extrapolées chez I'humain, mais
cette approche translationnelle doit tenir compte de plusieurs contraintes et aspects biologiques
puisqu’il s'agit de deux systémes différents avec des facteurs environnementaux, sociaux et
génétiques divergents [21]. Malgré tout, les études sur les modéles animaux représentent un
complément indispensable a une meilleure compréhension des mécanismes impliqués dans les
maladies psychiatriques et un outil permettant de tester les biomarqueurs sur un systéme autre que

humain.

Enfin, il faut considérer la question éthique de I'utilisation des biomarqueurs en psychiatrie
[5]. Ceux-ci doivent étre utilisés a bon escient, c’est-a-dire pour remplir 'une ou 'autre des fonctions
pour lesquelles ils ont été développés, particulierement en ce qui concerne les banques de données
génétiques. Par exemple, la présence d'un facteur de risque chez un enfant ne doit pas



nécessairement engendrer une stigmatisation ou un changement du mode de vie. Cela dit, les
signatures biologiques utilisées en psychiatrie, ainsi que dans tous les autres domaines médicaux,
devraient apporter des bénéfices pour le patient et non mener a des situations de confusion, de

discrimination ou de stigmatisation.

Exemples d’approches pour développer des biomarqueurs psychiatriques

L’évolution des technologies scientifiques a permis d’investiguer plus en profondeur la
pathophysiologie des maladies mentales, mais puisque le cerveau humain vivant reste toujours
difficile d’accés, les outils utilisés pour développer des nouveaux biomarqueurs demeurent restreints.
Il existe deux types de biomarqueurs, soit les biomarqueurs « humides » comme I'expression de
certains génes, de protéines et de métabolites mesurée a partir de fluides corporels tels que le sang
et le liquide céphalo-rachidien, et les biomarqueurs « secs» comme limagerie cérébrale et

I'électrophysiologie [15]. Cette section relate quelques exemples de ces types de biomarqueurs.

Tout d'abord, I'aspect génétique des maladies psychiatriques est étudié depuis longtemps et
plusieurs génes associés a la pathophysiologie des maladies mentales ont été décrits. En fait, de
nombreuses altérations dans I'expression de génes impliqués dans les fonctions et la myélinisation
des oligodendrocytes, dans la physiologie des mitochondries, dans le métabolisme de I'énergie ainsi
que dans les structures et la transmission synaptique ont été observées dans des études sur les
cerveaux post-mortem des patients atteints de troubles psychiatriques majeurs [13, 18]. A titre
d’exemple, une étude qui compara les différences de 250 groupes de génes fonctionnels dans les
tissus post-mortem de patients schizophrénes a rapporté une diminution de la régulation de certains
de ces groupes de genes fonctionnels en comparaison avec le groupe contrble, et ce,
particuliérement chez ceux qui codent pour des protéines présynaptiques [22]. Egalement, I'un des
aspects majeurs de la recherche génétique sur les maladies mentales concerne l'étude des
changements de la transcription d’ARN messagers dans les cellules sanguines des patients et
I'extrapolation des résultats pour décrire ce qui se passe dans leur cerveau [18, 23]. Au fil des
années, de nombreuses expérimentations ont démontré des altérations dans I'expression de
plusieurs génes associés aux maladies psychiatriques, mais il reste que ces résultats peuvent étre

altérés par divers facteurs, dont la variabilité inter-patients élevée causée par la grande diversité



génétique, I'impact des traitements pharmacologiques sur I'expression des génes, les diagnostics
différentiels, la comorbidité avec d'autres maladies, les différences de I'dge, du pH et de la
consommation de drogues dans les cohortes de sujets, le nombre limité de participants a I'étude et,
finalement, la diversité des méthodes et des types de plateformes utilisées pour 'expérimentation et
I'analyse des résultats [18]. Somme toute, ces études génomiques démontrent clairement qu’une
combinaison de plusieurs genes est associée avec la pathophysiologie des maladies mentales et que

I'expression de ces génes est influencée par de nombreux facteurs.

Une autre approche moléculaire pour le développement de nouveaux biomarqueurs en
psychiatrie concerne les études protéomiques dans les tissus des patients [24]. L'information
recueillie dans ces expérimentations permet de caractériser des phénotypes reliés a I'expression de
certaines protéines et a décrire les voies de signalisation affectées dans les maladies mentales. De
plus, l'incorporation de la métabolomique dans ces analyses prend tout son sens puisque des
perturbations dans le métabolisme de certaines molécules impliquées dans les maladies mentales,
comme des neurotransmetteurs, des enzymes et des lipides, ont été décrites [25]. Cela dit, I'étude
globale de I'expression des protéines et des signatures metaboliques dans les tissus périphériques,
comme le sang et le liquide céphalo-rachidien, permettra de confirmer si les changements
périphériques s'apparentent autant qu’on le suggére aux changements centraux.

Egalement, le développement des techniques d'imagerie cérébrale, comme limagerie par
résonance magnétique et la tomographie par émission de positons, a révolutionné la caractérisation
des mécanismes moléculaires et des changements physiques impliqués dans les maladies
psychiatriques. Grace a ces méthodes, des altérations neuroanatomiques et des changements
histopathologiques ont été décrits chez les patients atteints de troubles mentaux [26, 27]. Aussi, de
plus en plus d’équipes de recherche utilisent les techniques d'imagerie en combinaison avec des
analyses de mutations génétiques pour décrire 'aspect phénotypique d’une variante génétique [28].
Cette approche « d’'imagerie génétique » permet d’associer les mécanismes génétiques et
moléculaires avec les aspects cliniques des maladies psychiatriques, ce qui représente un outil
important pour valider certains effets des génes de susceptibilité des troubles mentaux.



Enfin, des techniques électrophysiologiques peuvent étre utilisées pour décrire des
altérations dans la réponse électrique de certains systémes. En effet, des études sur
I'électroencéphalographie (EEG) ont démontré la présence de plusieurs anomalies des ondes
cérébrales dans diverses maladies psychiatriques, dont la schizophrénie et le trouble bipolaire [29]. A
titre d’'exemple, il a été démontré que les patients atteints de schizophrénie présentent une diminution
de linhibition des oscillations gamma dans le cortex préfrontal dorsolatéral [30] et que les patients
atteints du trouble bipolaire ont une réduction de la synchronisation globale des oscillations alpha de
'EEG au repos avec les yeux fermés [31]. Dans un méme ordre d'idées, des études ont aussi
rapporté la présence de déficits dans les potentiels évoqués visuels et/ou auditifs dans certains
troubles mentaux [32-34]. Par exemple, une diminution de I'amplitude de la composante P1 des
potentiels évoqués visuels a été observée a maintes reprises chez des patients atteints de
schizophrénie [35-37] de méme que chez les personnes avec trouble bipolaire [32]. Enfin, de par son
origine embryonnaire, la rétine fait partie du systéme nerveux central et la mesure des fonctions
rétiniennes par I'électrorétinographie (ERG) chez différentes populations de patients atteints de
troubles psychiatriques a révélé la présence de plusieurs anomalies caractéristiques qui pourraient
éventuellement servir de biomarqueurs pour ces maladies mentales [38]. Le détail de ces anomalies
de 'ERG est décrit dans la section 1.3.2.

1.1.3. La neurobiologie des monoamines

Plusieurs études ont mis en évidence qu'une altération de la régulation de certains
neurotransmetteurs serait impliquée dans les maladies psychiatriques [39, 40]. Parmi ces molécules,
on retrouve les monoamines qui comprennent la dopamine, la sérotonine et la noradrénaline qui sont
reconnues pour jouer un réle dans le comportement, et plus précisément dans de nombreuses
fonctions cognitives, émotives et motrices. De plus, il va sans dire que la plupart des agents
pharmacologiques utilisés en psychiatrie exercent leur mode d’action en agissant sur I'une ou 'autre
des étapes de la synthése, du transport ou de la dégradation de ces monoamines. Dans cette
section, 'emphase est mise principalement sur la neurobiologie de la sérotonine et de la dopamine

puisque ces monoamines sont étudiées plus en profondeur dans cette thése.



La sérotonine

La sérotonine, aussi appelée 5-hydroxytryptamine (5-HT), est synthétisée a partir de I'acide
aminé tryptophane qui est absorbé durant la digestion des aliments et qui traverse la barriére
hématoencéphalique grace a un transporteur de la membrane plasmique. Le tryptophane est
transformé en 5-hydroxytryptophane (5HTP) par la tryptophane hydroxylase 1 (Tph1) ou 2 (Tph2) qui
sont les enzymes limitantes de la synthése de la sérotonine qu’on retrouve respectivement dans le
systéme nerveux périphérique et central. Par la suite, la SHTP décarboxylase convertit le SHTP en
sérotonine qui est stockée dans les vésicules synaptiques via le transporteur vésiculaire des
monoamines (VMAT). La synthése de la sérotonine est résumée dans la figure 1.2. Une fois libérée
dans la fente synaptique, la sérotonine peut étre captée par les récepteurs sérotoninergiques, étre
dégradée en acide 5-hydroxyindoléacétique (5HIAA) par la monoamine oxidase (MAO) ou étre
recapturée par le neurone présynaptique gréce au transporteur de la sérotonine (SERT) [41].
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Figure 1.2. Représentation de la synthése de sérotonine (inspiré de la référence 41).

Dans la glande pinéale, a la tombée de la nuit, il se produit la synthése de I'hormone
mélatonine, dont la sérotonine est le précurseur. En effet, 'enzyme photosensible arylalkylamine-N-
acétyltransférase (AA-NAT) convertit la sérotonine en N-acétylsérotonine qui est par la suite

transformée en mélatonine gréce a I'enzyme hydroxyindole-O-méthyltransférase (HIOMT) [42]. La



mélatonine est reconnue comme étant 'lhormone centrale de régulation de 'horloge biologique et sa

physiologie sera discutée plus en profondeur dans la section 1.2.2.

On retrouve la sérotonine dans plusieurs structures nerveuses dont la moelle épiniére, le
systéme nerveux périphérique ainsi que dans certains organes, mais seulement une petite fraction de
la sérotonine synthétisée demeure présente dans le cerveau. Celle-ci est retrouvée principalement
dans le tronc cérébral, et plus précisément dans les noyaux du raphé et dans le pont. Ces structures
comportent certains noyaux neuronaux qui forment le point de départ de nombreuses projections
sérotoninergiques vers le systeme limbique, le diencéphale, le cervelet, le cortex et la moelle épiniere
[43].

De par sa localisation répandue dans plusieurs organes, la sérotonine joue un role dans de
nombreuses fonctions physiologiques telles que le cycle veille-sommeil, les comportements sexuels,
la thermorégulation, I'alimentation, la mémoire, la douleur et la motricité, pour n’en nommer que
quelques-unes [41]. En ce qui concerne la santé mentale, une implication de la sérotonine a été
décrite dans la régulation de I'nhumeur, et plus particuliérement dans certaines formes de dépression
et de comportements agressifs. Cela dit, le systéme sérotoninergique est ciblé par de nombreux
agents pharmacologiques utilisés en psychiatrie, dont les antidépresseurs, les hallucinogénes et les
antipsychotiques [39].

La sérotonine exerce son mode d’action via de nombreux récepteurs sérotoninergiques
localisés dans diverses structures de l'organisme, dont le systéme nerveux central et périphérique, le
systéme vasculaire, le systeme digestif et le systeme musculaire. Ceux-ci sont classés selon
différentes familles et sous-types comme les récepteurs 5HT1 (5HT+1a, 5HT1g, 5HT1p, 5SHT+g, SHT+F),
SHT2 (5HT2a, 5HT28, 5HT2c), SHT3, 5HT4, SHT5 (5HTsa, 5SHT=s), SHT6 et 5HT7. Ces récepteurs sont
tous couplés a des protéines G sauf le récepteur SHT3 qui est un récepteur ionotrope. De plus,
chacun de ces récepteurs a un potentiel excitateur a I'exception des récepteurs 5HT1 et 5HTS qui ont
un potentiel inhibiteur [44]. Les voies régulées par la sérotonine via ces récepteurs comprennent les
voies de l'adénosine monophosphate cyclique (AMPc), de la phospholipase C (PLC) et des
« mitogen-activated protein kinases » (MAP kinases) [44-46].
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Exemple de modele animal : la souris Tph2-KI

Tel que mentionné précédemment, des dysfonctions de la neurotransmission
sérotoninergique seraient a l'origine de plusieurs troubles mentaux, dont la dépression majeure. Il y a
quelques années de cela, un polymorphisme (R441H) de la Tph2 a été identifié chez une cohorte de
patients souffrant de dépression majeure [47]. Suite a cette découverte, les souris Tph2-KI qui
portent la mutation équivalente (R439H) ont été générées afin d'étudier les effets de ce
polymorphisme in vivo. Il a été rapporté que les souris Tph2-KI homozygotes ont une diminution
marquée d’environ 80 % du contenu tissulaire en sérotonine dans le striatum, le cortex frontal et
I'hippocampe. Il a aussi été démontré que cette mutation génétique engendre des désordres
comportementaux qui s'apparentent a la dépression en plus de provoquer un niveau d’agressivité
accru [48]. En ce qui concerne les capacités cognitives, il a été observé que les souris Tph2-Kl ont
des déficits de I'apprentissage renversé en plus de présenter des comportements de persévération
[49]. Ce modeéle animal a été utilisé pour la réalisation de I'étude présentée dans le chapitre 3.

La dopamine

La dopamine fait partie de la famille des catécholamines. Elle est synthétisée a partir de
I'acide aminé tyrosine. La tyrosine hydroxylase catalyse la tyrosine pour qu'elle devienne de la
dihydroxyphénylalanine (DOPA) qui est ensuite convertie en dopamine grace a la DOPA
décarboxylase. La synthese de la dopamine est résumée dans la figure 1.3. Une fois synthétisée, la
dopamine est stockée dans des vésicules via le VMAT. Lorsqu'elle est relachée dans la fente
synaptique par exocytose, la dopamine qui n'est pas captée par le neurone postsynaptique peut étre
soit dégradée en acide homovanillique (HVA) par la catéchol-O-méthyltransférase (COMT) ou en 3,4-
dihydroxyphénylacétaldéhyde (DOPAL) par la MAO, ou soit étre recapturée dans le neurone
présynaptique par le transporteur de la dopamine (DAT) [41].
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Figure 1.3. Représentation de la synthése de dopamine (inspiré de la référence 41).

Bien qu’elle soit retrouvée dans plusieurs régions cérébrales, c’est dans l'aire tegmentale
ventrale (ATV) et dans la substance noire que la dopamine est principalement synthétisée pour
ensuite se projeter dans diverses structures via différentes voies. En effet, la voie nigrostriatale prend
naissance dans la substance noire pars compacta et se projette vers les ganglions de la base. Les
voies mésocorticale et mésolimbique partent de 'ATV et se projettent respectivement dans le cortex
(temporal et frontal) et dans le systéme limbique (striatum ventral, amygdale, hippocampe, septum et
noyau accumbens). Enfin, 'hypothalamus est le point de départ de la voie tubéroinfundibulaire qui se
projette jusque dans I'hypophyse et influence la sécrétion de certaines hormones comme la

prolactine [50].

Avec ses nombreuses afférences dans différentes structures cérébrales, il va de soi que la
dopamine joue un role dans la régulation du comportement et des fonctions physiologiques, comme
la coordination des mouvements, I'appétit, la motivation, la dépendance, le renforcement, le sommeil,
I'attention, la mémoire, I'apprentissage, les fonctions cardiovasculaires, la régulation hormonale et le
systéme immunitaire, pour n’en nommer que quelques-uns [41]. Dans le cas des maladies

psychiatriques, des dysfonctionnements dans la neurotransmission dopaminergique ont déja été
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décrits comme étant impliqués dans la pathophysiologie de ces troubles [51], et il va sans dire que la
plupart des agents pharmacologiques en psychiatrie agissent via les récepteurs de la dopamine [52].

La dopamine exerce son mode d’action via cinq types de récepteurs dopaminergiques qui
sont des récepteurs couplés aux protéines G et qui sont divisés en deux familles selon 'homologie
dans leur structure ainsi que leur effet sur 'activité de 'adénylate cyclase (AC) [52]. La famille des
récepteurs D1 regroupe les récepteurs de type D1R et D3R et ceux-ci sont retrouvés principalement
sur les neurones postsynaptiques. Les récepteurs de la famille D1 stimulent I'activité de I'AC et, par
le fait méme, la formation d’AMPc. Quant a la famille des récepteurs D2, elle comprend les
récepteurs de type D2R courts (D2S), D2R longs (D2L), D3R et D4R qui inhibent 'AC et diminuent
ainsi la production d’AMPc. Les récepteurs de type D2R et D3R sont retrouvés a la fois sur les
neurones présynaptiques et postsynaptiques. Tous les types de récepteurs de la dopamine sont
exprimés dans plusieurs structures cérébrales ainsi qu’en périphérie, mais leur distribution différe
d'un type de récepteur a l'autre. Les cascades moléculaires qui découlent de la signalisation
dopaminergique par les récepteurs D1R et D2R régulent respectivement la voie des MAP kinases et
d’Akt/GSK3. La description de la voie de signalisation Akt/GSK3 fait I'objet de la section 1.1.4.

Exemples de modéles animaux de dysfonction dopaminergique

Afin d’identifier individuellement les roles précis des différents récepteurs dopaminergiques,
des souris knockout (KO) pour chacun des cing types de récepteurs (D1R-KO, D2R-KO, D3R-KO,
D4R-KO et D5R-KO) ont été générées et leurs phénotypes comportementaux et moteurs ont été
décrits [53]. Plus précisément, des symptémes de psychose ont pu étre associés avec la voie de

signalisation dopaminergique grace, entre autres, aux souris D1R-KO et D2R-KO [52, 54, 55].

Comme autre exemple de modele animal, les souris qui n’expriment pas le DAT (DAT-KO)
sont couramment utilisées pour étudier les dysfonctions dopaminergiques retrouvées dans certaines
maladies mentales, dont le trouble du déficit de I'attention et de I'hyperactivité (TDAH) [56]. En fatt,
chez ces souris, I'absence du DAT empéche la recapture de la dopamine dans les neurones
présynaptiques, donc la dopamine s’accumule dans la fente synaptique et les niveaux extracellulaires
de dopamine sont augmentés de cing fois, et ce, de fagon permanente [57, 58]. Au niveau
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comportemental, il a été rapporté que les souris DAT-KO présentent des troubles de I'attention et
d’hyperactivite [57], des désordres cognitifs [59, 60] ainsi que des déficits d’intégrations sensori-
motrices [61]. Les souris DAT-KO, D1R-KO et D2R-KO ont été utilisées pour la réalisation de I'étude

présentée dans le chapitre 3.

1.1.4. La voie de signalisation Akt/GSK3

Bien que les psychotropes soient utilisés dans un contexte clinique depuis les années 1950,
les mécanismes moléculaires par lesquels ils exercent leur mode d’action demeurent encore mal
compris. Or, il est admis que ces agents pharmacologiques agissent sur la neurotransmission
monoaminergique, puisque, a titre d'exemple, les antipsychotiques typiques et atypiques sont des
antagonistes des récepteurs D2R [62], tandis que la plupart des antidépresseurs bloquent les
transporteurs de la sérotonine [63] et de la noradrénaline [64]. L'identification de ces cibles
pharmacologiques primaires s’avére un premier pas dans la compréhension des mécanismes
d’action des médicaments utilisés en psychiatrie, mais les cascades moléculaires qui découlent de la
signalisation monoaminergique et qui modulent les fonctions cérébrales, comme Ihumeur et la
cognition, restent a étre élucidées. Les études récentes démontrent limplication des molécules Akt et
glycogéne synthase kinase-3 (GSK3) dans la modulation des comportements qui découlent de la
signalisation dopaminergique et sérotoninergique ainsi que dans le mode d’action de certaines

drogues utilisées en psychiatrie [65].

Chez les mammiferes, le génome code pour trois protéines Akt (Akt1, Akt2 et Akt3) ainsi que
pour deux isozymes de GSK3 (GSK3a et GSK3p). La protéine Akt, aussi appelée protéine kinase B
(PKB), est une sérine/thréonine kinase activée par phosphorylation en réponse a la signalisation des
phosphoinositide 3-kinases (PI3Ks). Cette protéine est impliquée dans plusieurs processus cellulaires
dont la transcription, le métabolisme du glucose, la prolifération et la migration des cellules [66].
Lorsqu'elle est activée, Akt regule plusieurs cibles moléculaires dont GSK3a et GSK3[ qui sont
inhibées respectivement par phosphorylation a la sérine 21 et 9. Ces deux protéines qui sont
constamment activées font aussi partie de la famille des sérine/thréonine kinases et partagent une
grande homologie. Au départ, GSK3 était associée seulement avec la régulation de la synthése du

glycogéne en réponse a l'insuline [67], mais de plus en plus d’études ont démontré son implication
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dans la neurogenése, la plasticité synaptique, I'expression génique et la régulation du comportement
[68].

Grace a des études sur des modéeles animaux, il a été démontré que la voie Akt/GSK3 est
régulée par I'action de la dopamine, mais plus précisément par le récepteur D2R. Par exemple, une
diminution de la phosphorylation et de I'activité de Akt menant a 'activation de GSK3 a été observée
dans le striatum des souris DAT-KO [69, 70]. De plus, une inhibition de I'activité de Akt a aussi été
rapportée suite a 'administration d’amphétamine, de méthamphétamine ou d’apomorphine chez des
souris wildtype (WT) [69, 71], tandis que l'effet opposé a été observé suite a une déplétion de la
dopamine striatale [72]. Enfin, grace aux souris D2R-KO, il a été démontré que le récepteur D2R est

essentiel pour l'inhibition de Akt par les agents pharmacologiques comme les antipsychotiques [73].

Tel que mentionné précédemment, les récepteurs dopaminergiques de la famille D2 inhibent
la production d’AMPc [52]. Cependant, chez les modeles animaux, il a été démontré que les niveaux
de Akt et GSK3 dans le striatum ne sont pas affectés par des changements d’AMPc, ce qui suggére
que ce second messager ne contréle pas cette voie de signalisation [69]. Or, cette régulation serait
plutét modulée par la B-arrestine 2 (BArr2) qui est une protéine d'échafaudage multifonctionnelle. En
fait, il a été rapporté que la stimulation du récepteur D2R induit la formation d’un complexe protéique
qui se compose de Akt, de la protéine phosphatase PP2A et de BArr2. La formation de ce complexe
méne a la désactivation de Akt par PP2A et a une stimulation subséquente de la signalisation par
GSK3 [74]. A son tour, il a été démontré que GSK3 contrdle l'expression de plusieurs substrats dont
la B-caténine et certaines composantes de I'horloge biologique interne, ce qui méne a la régulation de

divers comportements qui sont associés a la signalisation monoaminergique [63].

En plus de sa signalisation qui découle du récepteur dopaminergique D2R, GSK3 est aussi
régulée par la neurotransmission sérotoninergique. A titre d’exemple, il a été¢ démontré que les souris
Tph2-KI présentent une augmentation de l'activitt de GSK3 dans le cortex frontal [48]. Aussi, des
études ont rapporté que la phosphorylation de GSK3p est augmentée dans plusieurs structures
cérébrales en réponse a différentes drogues, comme les inhibiteurs sélectifs de la recapture de
serotonine, les inhibiteurs de la monoamine oxidase et les antidépresseurs tricycliques [75, 76]. Plus

précisément, deux récepteurs sérotoninergiques seraient impliqués dans ce mode d’action. En fait, il
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a été observe que les récepteurs 5-HT1a et 5-HT2a régulent différemment I'activité de GSK3p, c'est-a-
dire en linhibant ou en l'activant, respectivement [75]. Ces mécanismes seraient indépendants de
I'activité de Akt [70, 75].

Finalement, en plus des antipsychotiques et des antidépresseurs qui agissent directement
sur la transmission monoaminergique, les mécanismes d’action du stabilisateur d’humeur lithium
passeraient par la voie Akt/GSK3. A vrai dire, dans les neurones, il a été démontré que le lithium peut
inhiber directement les deux isozymes de GSK3 ou indirectement en activant Akt, ce qui méne a la
dégradation du complexe BArr2/Akt/PP2A [77]. De plus, la présence de PArr2 semble essentielle a
I'action du lithium puisque, chez les souris knockout pour BArr2 (BArr2-KO), il a été rapporté que la
signalisation par Akt/GSK3 par ce stabilisateur d’humeur est altérée. De plus, il a été observé que,
chez ces mémes souris, les effets comportementaux causés par le lithium sont inhibés [74]. Somme
toute, I'un des effets du lithium sur le comportement pourrait s’expliquer par la destruction du
complexe BArr2/Akt/PP2A qui résulte en une augmentation de l'activité de Akt et ainsi en une
phosphorylation/inhibition accrue de GSK3. Les mécanismes de cette voie de signalisation sont
représentés et résumés dans la figure 1.4.
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Figure 1.4. Résumé de la voie de signalisation Akt/GSK3.
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Exemples de modéles animaux pour GSK3

Plusieurs modéles animaux ont été générés pour I'étude des deux isozymes de GSK3 dans
la physiologie et dans le comportement. Par exemple, il a été démontré que les souris
haploinsuffisantes pour GSK3p (GSK3p+") présentent les mémes effets comportementaux associés a
I'administration de lithium [78]. De plus, il a été observé que ces souris présentent une diminution de
I'anxiété, une réduction de limmobilité dans le test de la nage forcée et de la suspension par la
queue, une résilience au stress social ainsi qu’'une réponse réduite aux amphétamines [69, 78-80]. Il
importe de spécifier que I'inactivation compléte du géne codant pour GSK3p est une mutation létale
qui cause une dégénération rénale de I'embryon durant la gestation, donc seulement des souris
adultes haploinsuffisantes pour GSK3[ peuvent étre étudiées [81]. De plus, il a été rapporté que les
souris knockout pour GSK3a présentent aussi des phénotypes comportementaux contraires a la
dépression [79]. Enfin, une étude a démontré que la surexpression de GSK3[ chez la souris (souris
prpGSK3p) renverse les effets comportementaux du lithium comme une diminution de I'immobilité
dans le test de nage forcée et une réduction des comportements exploratoires [82]. Cette derniére
étude supporte I'hypothése que GSK3 est une cible moléculaire de ce stabilisateur d’humeur. Bref,
les differents modéles animaux pour GSK3 confirment limplication de cette protéine dans la
régulation du comportement et une association potentielle dans I'étiologie des maladies mentales.
Tous ces modéles animaux ont été utilisés pour la réalisation des travaux présentés dans le chapitre

4 et les souris GSK3B*- font I'objet de I'étude présentée dans le chapitre 5.

1.1.5. La neurobiologie des maladies psychiatriques

Bien que I'étiologie exacte des troubles psychiatriques ne soit pas encore connue, il est
admis que des dysfonctions au niveau de certaines molécules sont impliquées dans la pathobiologie
de ces maladies. Cette section traite plus spécifiquement de la neurobiologie de trois maladies qui
sont d’intérét pour cette these, cest-a-dire le trouble affectif saisonnier, avec I'emphase sur
limplication des amines, ainsi que la schizophrénie et le trouble bipolaire, en lien avec les

composantes de la voie Akt/GSK3.
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Le trouble affectif saisonnier

Caractéristiques et critéres diagnostiques du trouble affectif saisonnier

Le trouble affectif saisonnier (TAS) se caractérise par I'apparition d’'une baisse d’énergie et
de 'humeur a 'automne et a I'hiver suivie d’'une rémission naturelle des symptémes au printemps et
a l'été, et ce, selon une récurrence annuelle [83]. Bien que le TAS partage certaines caractéristiques
de la dépression majeure telles que la léthargie et I'anhédonie, il peut étre distingué par son
caractére saisonnier ainsi que par la présence de symptdmes atypiques comme I'hypersomnie,
I'hyperphagie et une plus grande envie de consommer des hydrates de carbone résultant en un gain
de poids [84]. Le traitement de choix pour contrer les symptdmes dépressifs du TAS est la
luminothérapie qui consiste a s'exposer quotidiennement a une lumiére d’une intensité de 10 000 lux
pour environ 30 minutes, et ce, préférablement le matin. Cette thérapie a un taux de succés similaire

a certains antidépresseurs [85, 86].

Dans le DSM-5, on ne retrouve pas encore I'appellation « trouble affectif saisonnier », mais
celui-ci peut étre identifié comme un trouble de dépression majeure récurrent avec un caractére
saisonnier. Les critéres diagnostiques du TAS comprennent : i) une association entre I'apparition des
symptémes dépressifs et le moment de I'année, ii) une rémission compléte saisonniére entre les
épisodes dépressifs, iii) la présence d’au moins deux épisodes dépressifs majeurs durant les deux
derniéres années et iv) aucune association entre des stress saisonniers annuels et les épisodes

dépressifs [2].

Les hypotheses de I'étiologie du TAS

La premiére hypothése émise pour expliquer I'étiologie du TAS était que les personnes
atteintes s’exposaient moins a la lumiére lors de l'arrivée de la saison froide. Or, il a été démontré
que les personnes atteintes du TAS ou du TAS subsyndromal (TAS-S) — un trouble caractérisé par
des symptdmes de dépression saisonniére sans pour autant atteindre une considération clinique —
sont autant exposés a la lumiére que les sujets sains en hiver [87-89], et ce, méme si I'exposition

lumineuse hivernale est 4 a 6 fois plus faible qu'en été [90]. Il a donc été proposé que les personnes
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atteintes du TAS seraient plus sensibles au manque de lumiére engendré par le raccourcissement de
la photopériode a I'hiver [88, 91]. Ceci dit, bien que I'étiologie exacte du TAS demeure toujours
inconnue, de nombreuses hypothéses concernant des déréglements au niveau des hormones et des

neurotransmetteurs ont été élaborées.

Tout d’abord, avec son implication indéniable dans les troubles de I'humeur, dont la
dépression [92], la présence de dysfonctions de la neurotransmission sérotoninergique centrale
demeure lune des hypotheses les plus étudiées pour expliquer I'apparition des symptémes
dépressifs dans le TAS. De plus, des études suggerent qu'un changement dans I'expression de la
sérotonine pourrait aussi expliquer certaines caractéristiques du TAS comme I'hyperphagie. En fait, il
a été démontré que 'augmentation de la synthése de la sérotonine suivant l'ingestion des aliments
riches en hydrates de carbone pourrait justifier que les personnes atteintes du TAS tendent a
favoriser ces aliments au détriment des protéines [93]. Dailleurs, il a été observé que cette
consommation d’hydrates de carbone tend a donner de I'énergie temporairement aux personnes

atteintes du TAS, alors qu’elle provoque souvent de la somnolence chez les gens non atteints [94].

Les études pharmacologiques supportent aussi I'hypothése de la présence d'un
dysfonctionnement sérotoninergique dans le TAS. A titre d'exemple, il a ét¢ démontré que des
antidépresseurs qui agissent sur la neurotransmission de la sérotonine comme la fluoxétine [85, 86],
la sertaline [95], I'escitalopram [96] et la fenfluramine [97] sont efficaces pour contrer les symptomes
dépressifs du TAS. Aussi, chez les femmes atteintes du trouble, il a été observé que I'administration
intraveineuse de m-chlorophénylpiperazine, un agoniste des récepteurs de la sérotonine 5-HTx
provoque une diminution de la tristesse [98]. Dans le méme ordre d'idées, des études portant sur la
manipulation des niveaux de tryptophane, le précurseur de la synthese de la sérotonine, ont rapporté
que l'administration orale de tryptophane méne a un effet antidépresseur similaire a celui de la
luminothérapie chez les personnes atteintes du TAS [99, 100], tandis qu'une déplétion de cet acide

aminé peut provoquer une rechute plus rapide vers I'état dépressif [101-103].
Egalement, il a été démontré qu'il existe une association entre les changements de

luminosité et le niveau de sérotonine dans le cerveau. En fait, il a été observé que, lors des journées

ensoleillées, la production de sérotonine centrale est augmentée, alors qu’elle est diminuée lors des
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jours plus sombres [104]. D'ailleurs, une étude chez le rat a rapporté la présence de dommages
significatifs aux neurones sérotoninergiques suite a une privation de lumiére d’'une durée de six
semaines [105]. De plus, une étude a démontré, chez des participants sains, la présence d'une
corrélation négative entre le potentiel de liaison de la sérotonine a ses transporteurs dans le cerveau
et le nombre moyen d’heures d’ensoleillement quotidien [106]. Tout compte fait, il semble que la
diminution de la photopériode a l'arrivée de la saison froide pourrait provoquer une diminution de la
neurotransmission sérotoninergique centrale et étre a l'origine de l'apparition des symptomes
dépressifs caractéristiques du TAS chez des individus vulnérables qui auraient un systeme
sérotoninergique déficient. L'effet thérapeutique de la luminothérapie pourrait étre le résultat d'une

augmentation des niveaux de sérotonine dans le cerveau.

Aussi, de par le caractére cyclique du TAS, il a été suggéré qu’'une perturbation des rythmes
circadiens pourrait étre a l'origine de ce trouble. En fait, la mélatonine, dont la sérotonine est le
précurseur, est sécrétée selon un cycle circadien bien caractérisé, ou la production est augmentée
durant la nuit et diminuée durant le jour [107]. De plus, chez I'animal, il a été observé que la sécrétion
de cette hormone a aussi un caractéere saisonnier, ou la période sécrétoire de mélatonine est plus
longue en hiver qu’en été [108, 109]. Avec son effet hypnotique sur I'organisme [110], il a donc été
suggeré qu’une secrétion accrue de cette hormone en hiver pourrait favoriser I'apparition des
symptémes dépressifs du TAS et que, sachant que la lumiere supprime directement la production de
la mélatonine [111], I'action thérapeutique de la luminothérapie pourrait étre expliquée par l'inhibition
de cette hormone par la lumiére [112]. A vrai dire, il a été rapporté que la période de sécrétion de
mélatonine est plus longue de 26 minutes en hiver qu’en été chez les personnes atteintes du TAS en
comparaison avec les sujets controles, mais seulement chez les hommes [113]. De plus, des études
pharmacologiques suggerent une association entre la sécrétion de mélatonine et les symptomes du
TAS. Par exemple, il a été observé que la prise matinale du béta-bloquant propranolol, qui inhibe la
production de la mélatonine, produit un effet antidépresseur chez les sujets atteints du TAS [114].
Aussi, sachant que la mélatonine est en vente libre dans les pharmacies, une étude a rapporté que la
prise de celle-ci a des moments stratégiques pour réajuster la phase circadienne diminue les
symptémes dépressifs caractéristiques du TAS [115]. Cependant, il importe de spécifier que
I'hypothése d’un déreglement de la mélatonine dans le TAS demeure controversée puisque certaines
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études n'ont pas été en mesure de confirmer la présence d’'un délai de phase [116, 117] ou de
dysfonctions dans la sécrétion de la mélatonine dans le TAS [118].

Finalement, des études suggérent aussi un réle de la dopamine centrale dans I'étiologie du
TAS. A titre d’exemple, une diminution de la disponibilit¢ du transporteur de la dopamine a été
observée chez les patients atteints du TAS en comparaison aux sujets sains, mais seulement dans le
striatum gauche [119]. De plus, une hausse de l'activité dopaminergique centrale a été suspectée
chez les personnes avec TAS de par leur plus grande fréquence de clignements oculaires [120, 121]
qui s’avére un indice d'une augmentation de I'activitt¢ dopaminergique centrale [122]. Aussi, il est
connu que la dopamine centrale régule négativement la sécrétion de prolactine [123] et il a été
démontré que les personnes atteintes du TAS présentent une production diminuée de cette hormone
[124, 125]. Cette observation pourrait traduire une augmentation de lactivité dopaminergique

centrale.

En somme, bien que I'étiologie exacte du TAS demeure toujours inconnue, on retrouve de
nombreuses hypothéses qui pourraient expliquer les origines de ce trouble dont 'hyposérotoninergie
centrale, 'hyperdopaminergie centrale ainsi que des désordres circadiens possiblement associés
avec la sécrétion de la mélatonine. En plus des hypothéses qui concernent les neurotransmetteurs et
les hormones, la sensibilité a la lumiere a aussi été mise de I'avant pour expliquer le TAS. De ce fait,
des anomalies des fonctions rétiniennes mesurées par 'ERG, dont une diminution de la sensibilité
des batonnets, ont été observées chez les patients atteints du TAS lors de la phase dépressive [91,
126-128]. Or, cette anomalie du systéme des batonnets semble étre spécifique a ce trouble et
pourrait représenter ainsi un marqueur d'état du TAS. Cet aspect sera discuté plus en profondeur

dans la section 1.3.2.

La schizophrénie

Caractéristiques cliniques de la schizophrénie

La schizophrénie est un trouble psychotique qui se caractérise par un large éventail de

dysfonctionnements émotionnels et cognitifs comprenant, entre autres, des hallucinations, des
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délires, des comportements et des discours désorganisés ainsi que des émotions inappropriées.
Ceux-ci apparaissent habituellement a la fin de I'adolescence ou au début de I'dge adulte. La
schizophrénie est particuliérement marquée par une grande hétérogénéité des symptémes, c'est-a-
dire qu'un symptdme quelconque n’est pas nécessairement commun a tous les patients ayant regu
un diagnostic de schizophrénie. Afin de caractériser ce trouble, il existe généralement trois catégories
de symptomes soit: i) les symptdmes positifs comme les hallucinations et les délires, ii) les
symptdmes négatifs comme I'apathie, 'anhédonie et 'émoussement affectif et iii) les symptdmes
désorganisés comme un discours et un affect inappropriés. En plus de la présence des symptémes
psychiatriques, plusieurs déficits cognitifs menant a des désordres sociaux ainsi que des difficultés
dans la résolution de problémes ont été observés chez les personnes avec un premier épisode

psychotique [129].

Facteurs de risque génétiques liés a la schizophrénie

Les hypothéses actuelles pour expliquer la physiopathologie de la schizophrénie convergent
vers un modéle qui regroupe des interactions entre des facteurs génétiques et environnementaux qui
affecteraient le développement du systéme nerveux central et la plasticité synaptique menant ainsi a
I'apparition de la maladie [130]. Des études génétiques suggérent aussi un mode de transmission
génétique intergénérationnel puisqu’il a été rapporté que le risque de développer la schizophrénie
augmente d’environ 10 % chez les apparentés de premier degré de personnes atteintes par la
maladie [131]. De plus, les études sur les jumeaux ont démontré que les facteurs génétiques sont
fortement impliqués dans l'apparition de la schizophrénie, mais non suffisants pour expliquer le
développement de cette maladie puisqu’un jumeau dizygote d’un schizophrene a 10 % de probabilité
de développer la maladie, tandis qu’un jumeau monozygote d’un schizophrene a, pour sa part, 50 %

de risque d’étre atteint par la maladie [129].

D’un point de vue moléculaire, de nombreux génes de susceptibilité et des dysfonctions dans
I'expression de certaines protéines ont été associés a la schizophrénie. La plupart de ces génes
jouent un réle dans le développement du systéme nerveux ainsi que dans la formation et la plasticité
synaptique, et certains d’entre eux interagissent directement ou indirectement avec des composantes

de la voie Akt/GSK3. Par exemple, plusieurs études d’associations géneétiques ont démontré une

22



implication potentielle de la neuréguline1 (NRG1) dans la pathogenése de la schizophrénie. NRG1
interagit avec Akt1 et les récepteurs tyrosine kinase ErbB afin de jouer un réle dans la régulation de
certains récepteurs de neurotransmetteurs comme lacide y-aminobutyrique (GABA) et
I'acétylcholine, dans la plasticité synaptique, ainsi que dans la migration et la différenciation de
certains précurseurs neuronaux et gliaux lors du développement cérébral [132]. En fait, des études
post-mortem ont rapporté la présence d’'une augmentation de I'expression de NRG1 de 23 % dans le
cortex préfrontal [133] et de 34 % dans Ihippocampe [134] chez des patients atteints de
schizophrénie. Il a aussi été observé que I'expression de l'isoforme SMDF de type Ill de NRG1 est
augmentée de 3,8 fois dans les lymphocytes frais de patients atteints de schizophrénie [135]. Dans
un méme ordre d'idées, une diminution de I'expression de I'isoforme GGF2 de NRG1 a été rapportée

dans les lymphocytes immortalisés de patients atteints de schizophrénie [132].

La protéine Akt s’avére aussi impliquée dans la pathophysiologie de la schizophrénie. En fait,
une diminution de 68 % du niveau de Akt1 a été observée dans des lignées cellulaires dérivées de
lymphocytes ainsi que dans le cortex préfrontal et I'hippocampe de tissus post-mortem de patients
schizophrenes [17]. Or, aucune différence n'a été rapportée concernant I'expression des deux autres
isoformes de Akt, soit Akt2 et Akt3, qui sont codés par des génes différents. Tel que mentionné
précédemment, NRG1 interagit avec Akt et il a été démontré que la stimulation de lymphocytes par
NRG1 provoque une augmentation de la phosphorylation de Akt chez les sujets sains ou atteints d'un
trouble psychotique autre que la schizophrénie, alors qu’aucune différence n'est observée dans les
lymphocytes de patients schizophrenes [136]. Cela suggére la présence d’une diminution de la
phosphorylation de Akt par NRG1 dans les cellules sanguines périphériques de patients atteints de

schizophrénie [137], ce qui pourrait permettre de différencier la schizophrénie des autres psychoses.

Le déficit de Akt1 observé chez les patients atteints de schizophrénie pourrait étre en relation
avec la diminution de la phosphorylation de GSK3p a la sérine 9 (Ser9). En fait, dans le cortex frontal
de patients schizophrénes, une diminution de 63 % du niveau de la protéine phospho-Ser9-GSK3p a
été rapportée [138]. De plus, il a été démontré que des polymorphismes [139] et des génotypes [140]
de GSK3p pourraient étre impliqués dans la schizophrénie. L’autre isozyme de GSK3, soit GSK3aq,
serait aussi associé a la schizophrénie puisque une surexpression de 'ARNm de GSK3a a été

observée dans les cellules sanguines périphériques de patients schizophrénes [141]. Bref,
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I'expression de GSK3 semble impliquée dans la neuropathologie de la schizophrénie et pourrait
devenir une cible d’intérét pour le traitement pharmacologique des troubles psychotiques [142].

Des variations génétiques de la protéine Disrupted in Schizophrenia-1 (DISC1) ont aussi été
associées a certaines maladies psychiatriques, dont la schizophrénie [143]. Bien que quelques
études n‘aient pas été en mesure de démontrer une association entre I'expression du géne codant
pour DISC1 et la schizophrénie [144, 145], des expérimentations ont tout de méme rapporté que les
variations génétiques de DISC1 affectent I'épaisseur corticale, le volume de la matiére grise et de
I'hippocampe, l'intégrité de la matiére blanche ainsi que les fonctions cognitives [146-150]. Cela
s'explique par le fait que DISC1 est une protéine multifonctionnelle qui est impliqguée dans les
fonctions neurodéveloppementales a long terme [151]. De plus, il a été démontré que DISC1 régule
directement GSK3 en inhibant son activité [152].

L’implication des neurotransmetteurs

Au niveau des neurotransmetteurs, une forte implication du systeme de la dopamine a
d'abord été décrite dans la pathophysiologie de la schizophrénie. En fait, I'hypothése
hyperdopaminergique de la schizophrénie a été émise suite a [lobservation des effets
psychomimétiques des drogues stimulantes et des effets antipsychotiques des antagonistes du
récepteur D2 [62]. Au fil du temps, I'hypothése dopaminergique a été reformulée passant d'une
hyperfonction de la dopamine généralisée dans tout le cerveau [153, 154] a un débalancement de la
neurotransmission dopaminergique qui differe selon les régions cérébrales [155-157]. Il a dailleurs
été suggéré que I'hyperactivitt dopaminergique dans les structures sous-corticales, comme le
striatum, serait a l'origine des symptomes positifs de la schizophrénie, tandis que les symptémes
négatifs seraient associés a I'hypoactivité de la dopamine dans le cortex et plus précisément dans le

cortex préfrontal [158].

En plus de l'implication de la dopamine, I'hypothése glutamatergique de la schizophrénie
suggere, entre autres, une diminution des fonctions du récepteur N-méthyl-D-aspartate (NMDA) dans
la maladie [159, 160] puisqu’il a été démontré qu'un blocage pharmacologique de ce récepteur
provoque des désordres cognitifs et psychotiques [161, 162]. Etant donné qu'il existe des interactions
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entre les systémes dopaminergique et glutamatergique, il a été suggéré que la pathophysiologie de la
schizophrénie serait associée a des anomalies interconnectées de la neurotransmission de la
dopamine et du glutamate [163]. De plus, l'implication du GABA a aussi été rapportée dans la
schizophrénie. En fait, des études post-mortem ont démontré une diminution de la présence du
transporteur du GABA (GAT1) ainsi que de la glutamate décarboxylase (GAD67) chez les patients
schizophrenes, ce qui ménerait @ une augmentation compensatoire de I'expression des récepteurs
postsynaptiques GABAa dans le cortex préfrontal dorsolatéral et le cortex cingulaire antérieur [164].
Enfin, l'acétylcholine serait aussi impliquée dans la pathophysiologie de la schizophrénie de par une

diminution de I'expression de son récepteur neuronal nicotinique alpha7 (CHRNA7) [165].

Les facteurs environnementaux

En plus des facteurs de prédisposition génétique et les influences neurobiologiques, de
nombreux facteurs environnementaux et sociaux seraient associés a la pathobiologie de la
schizophrénie [166, 167]. Parmi ceux-ci, on retrouve des déficits in-utéro comme la malnutrition
maternelle [168], la contraction d'une infection durant la grossesse [169] ainsi que des complications
obstétricales [170]. De plus, une corrélation a été déemontrée entre la saison de la naissance (hiver et
printemps) et le développement de la schizophrénie [171]. Enfin, on compte aussi parmi les facteurs
de risque environnementaux lurbanisme [172, 173], la consommation de drogues comme le
cannabis [174] ainsi que les traumatismes durant I'enfance [175], pour n’en nommer que quelques-

uns.

Tout compte fait, chacun des facteurs de risque génétiques et environnementaux peuvent
jouer un réle dans la pathophysiologie de la schizophrénie. Il va de soi qu’avec un nombre élevé de
facteurs de susceptibilité qui sont tous caractérisés par une grande variété d'expression, la

schizophrénie est une maladie hétérogéne et sa pathobiologie demeure difficile a caractériser.
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Le trouble bipolaire

Caractéristiques cliniques du trouble bipolaire

Le trouble bipolaire est un probléme de santé mentale chronique qui se caractérise par des
fluctuations de 'humeur récurrentes. Il existe deux formes classiques de la maladie, soit le trouble
bipolaire de type | qui se caractérise par des épisodes de dépression majeure accompagné par au
moins un épisode de manie, et le trouble bipolaire de type Il ou des épisodes de dépression majeure
alternent avec des moments d’hypomanie. Les périodes euthymiques sont les périodes neutres qui
entrecoupent les états d’humeur. Un épisode de manie se caractérise par la présence d'une humeur
euphorique ou irritable ou le patient peut démontrer, entre autres, des idées de grandeur, une
augmentation de I'estime de soi, de la distraction, en plus de s'engager dans des activités qui
pourraient avoir des conséquences dommageables. Ces symptdmes sont suffisamment sévéres pour
altérer le fonctionnement de l'individu et sont parfois accompagnés de symptdmes psychotiques, ce
qui nécessite souvent une hospitalisation. Pour sa part, 'hypomanie se définit comme une forme
atténuée de manie ou l'intensité des symptdmes n’est pas suffisante pour altérer le fonctionnement

de la personne et ne nécessite pas d’hospitalisation [2, 129].

Neurobiologie et cibles thérapeutiques du trouble bipolaire

Tout comme la schizophrénie, le développement du trouble bipolaire peut étre expliqué par
un large éventail de facteurs environnementaux, génétiques et développementaux. Bien que la
physiopathologie du trouble demeure encore mal comprise, les cibles thérapeutiques des agents
pharmacologiques utilisés pour le traitement des symptémes peuvent donner une piste sur les
mécanismes physiologiques sous-jacents du trouble bipolaire [176]. Par exemple, des dysfonctions
de certains systémes de neurotransmetteurs pourraient étre en jeu dans cette maladie puisque les
médicaments prescrits dans le trouble bipolaire agissent sur ces systémes. En fait, il a été démontré
que les antipsychotiques utilisés pour contrer les symptdmes maniaques bloquent les récepteurs
dopaminergiques D2R [177]. Aussi, il a été rapporté que les antipsychotiques atypiques sont
reconnus pour augmenter 'activité sérotoninergique [178]. Enfin, il a été observé que la kétamine, qui
est un antagoniste des récepteurs NMDA, peut rapidement contrer les symptomes dépressifs [179],
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tandis que la transmission glutamatergique peut étre modulée par certains antidépresseurs de méme

que par le valproate et la lamotrigine [180].

Le stabilisateur d’humeur lithium est grandement utilisé pour contrer les symptomes du
trouble bipolaire et il est connu que 'une de ses actions thérapeutiques est I'inhibition de GSK3 [77].
Dans cet ordre d'idées, il a été rapporté que plusieurs facteurs de risque génétiques pour le trouble
bipolaire et/ou la schizophrénie peuvent activer directement ou indirectement GSK3. Parmi ceux-ci,
on retrouve, entre autres, Tph2 [47, 48], DISC1 [181, 182] et NRG1 [183]. De plus, des études
génomiques ont démontré que le trouble bipolaire partage plusieurs régions de susceptibilité avec la
schizophrénie, tandis que certaines régions de susceptibilité sont spécifiques a chacune des
maladies [184-187]. Les convergences génétiques entre ces maladies suggérent qu'un mécanisme

commun pourrait expliquer leurs origines.

Aussi, les personnes atteintes de troubles de I'humeur, dont le trouble bipolaire et la
dépression majeure, présentent des problémes de sommeil et de régulation des rythmes circadiens
[188, 189]. En fait, il a été rapporté que 70 % a 80 % des patients dépressifs se réveillent trop tot le
matin ou présentent de la difficulté & s’endormir ou a garder le sommeil [189]. De plus, il a été
démontré que leur température corporelle moyenne est plus élevée par rapport aux sujets sains
[188]. Egalement, il a été observé que certains patients présentent un décalage dans la sécrétion de
mélatonine, ce qui pourrait suggérer un délai de phase dans leurs rythmes circadiens [188]. L'étude
de 'humeur des patients dépressifs peut aussi s’avérer pertinente, puisqu'il a été démontré que celle-
ci varie selon un cycle circadien, c’'est-a-dire que les patients présentent des symptomes sévéres de
dépression tot le matin qui se dissipent graduellement au fil de la journée. D’ailleurs, une
expérimentation a rapporté que la privation de sommeil semble donner des résultats intéressants
lorsqu’elle est combinée a une prise d’antidépresseurs ou de stabilisateurs d’humeur [190]. Des
études ont aussi démontré que le lithium peut influencer les rythmes circadiens [191-194] et il a été
suggéré que sa cible moléculaire GSK3 serait impliquée dans cette réponse physiologique
puisqu’elle interagit avec certaines molécules de I'horloge biologique [195]. Bref, il semble que les
composantes de I'horloge biologique pourraient aussi étre impliquées dans la physiopathologie du
trouble bipolaire et plus particuliérement des symptémes dépressifs [189].

27



A l'échelle neuroanatomique, des altérations dans le circuit corticolimbique qui contrdle les
émotions ont aussi été décrites [196]. En résumé, durant les épisodes maniaques, il a été démontré
que 'amygdale devient hyperactive [197] et que l'activité du cortex cingulaire antérieur est réduite
[198]. De plus, une diminution de I'activité du cortex préfrontal ventrolatéral [199] accompagnée d'une
hyperactivation des ganglions de la base a été rapportée [200]. Enfin, une diminution de la

connectivité entre les régions préfrontales et les structures limbiques a été observée [201].

En général, les études suggérent que le trouble bipolaire et la schizophrénie partagent des
aspects génétiques, des endophénotypes, des caractéristiques comportementales et certaines
anomalies neurobiologiques. Or, une étude électrorétinographique a permis de distinguer ces deux
pathologies sur la base de la mesure des fonctions rétiniennes chez les patients [202]. La physiologie
rétinienne et la description de cette technique font I'objet de la partie suivante.

1.2. La rétine comme partie du systeme nerveux central

Malgré sa position en périphérie, la rétine fait partie du systéme nerveux central. En fait,
durant le développement embryonnaire, la rétine se forme a partir d’'une excroissance du diencéphale
appelée vésicule optique. Celle-ci s'invagine afin de former la cupule optique dont la partie interne
deviendra la rétine et la partie externe, I'épithélium pigmentaire [203]. La rétine représente la partie
neurale de I'ceil qui est constituée de circuits nerveux complexes qui ont pour principale fonction de
transformer le signal lumineux capté par I'ceil en signal électrique qui gagne le cerveau via le nerf
optique. En plus d’étre une structure essentielle a la perception des images, la rétine est aussi le
point de départ d’'une voie dite « non visuelle » qui permet de réguler les rythmes circadiens [41].
Cette section discute de la physiologie rétinienne ainsi que du fonctionnement de [I'horloge

biologique.
1.2.1. La physiologie de la rétine

Lorsque la lumiére pénetre dans I'ceil, celle-ci traverse plusieurs structures oculaires dont la

cornée, 'humeur aqueuse, le cristallin, 'humeur vitrée ainsi que toutes les couches rétiniennes avant
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d’atteindre les photorécepteurs qui initient la cascade de phototransduction. La formation d'images
nettes sur la rétine nécessite la focalisation de la lumiére grace a la réfraction de celle-ci par la
cornée et le cristallin. On retrouve cing types de neurones rétiniens qui sont les photorécepteurs, les
cellules bipolaires, les cellules ganglionnaires, les cellules horizontales et les cellules amacrines. La
rétine se caractérise par une organisation remarquable en cing couches alternées telle que
représentée dans la figure 1.5 : i) la couche nucléaire externe qui comprend les corps cellulaires des
photorécepteurs, ii) la couche plexiforme externe ou sont situés les prolongements et les contacts
synaptiques des photorécepteurs, des cellules bipolaires et des cellules horizontales, iii) la couche
nucléaire interne qui comporte les corps cellulaires des cellules bipolaires, horizontales et amacrines,
iv) la couche plexiforme interne qui regroupe les prolongements et les contacts synaptiques des
cellules bipolaires, des cellules ganglionnaires ainsi que des cellules amacrines et, finalement, v) la
couche des cellules ganglionnaires qui comprend les corps cellulaires de celles-ci. La voie verticale
est la plus directe pour transmettre les informations visuelles au cerveau et passe par les
photorécepteurs, les cellules bipolaires et les cellules ganglionnaires. Les cellules horizontales et
amacrines interviennent dans les interactions latérales afin d’amplifier le signal entre les

photorécepteurs, les cellules bipolaires et les cellules ganglionnaires [41, 204].

Enfin, il ne faut pas omettre la présence de I'épithélium pigmentaire rétinien (EPR) qui joue
un role capital dans la physiologie rétinienne. En effet, cette structure contient la mélanine qui permet
de réduire la réflexion parasite de la lumiére qui pénétre dans I'ceil [205]. De plus, le transport
épithélial de 'EPR permet de fournir les nutriments nécessaires aux photorécepteurs, de contréler
I'homéostasie ionique dans I'espace subrétinal et d’éliminer 'eau et les métabolites des tissus de la
rétine [206]. L'EPR s’avére aussi essentiel au cycle visuel du rétinal puisque la re-isomérisation du
tout-trans rétinal se fait dans cette structure [207]. Egalement, 'EPR sécréte divers facteurs et
molécules de signalisation pour assurer la communication avec les tissus adjacents a la rétine [206].
Finalement, cette structure joue un réole dans le renouvellement des disques du segment externe des
photorécepteurs qui sont constamment endommagés par des réactions photo-oxydatives. A vrai dire,
'EPR est responsable du processus de dégradation et de régénération appelé disc shedding, ou il
phagocyte les disques endommagés [208]. En somme, 'EPR est une structure fondamentale pour
assurer le bon fonctionnement de la phototransduction et de la physiologie rétinienne.
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Figure 1.5. Représentation des différentes couches de la rétine ainsi que des types de cellules
rétiniennes (tiré de la référence 243 [copyleft]).

Les photorécepteurs

Les cones et les batonnets sont les deux types de photorécepteurs rétiniens. Ceux-ci sont
composés d'un segment externe qui comporte des disques membraneux chargés de pigments
photosensibles, ainsi que d'un segment interne qui contient le noyau cellulaire et qui forme les
prolongements synaptiques qui interagissent avec les cellules bipolaires ou horizontales. Les deux
types de photorécepteurs se distinguent particulierement par le type de pigments photosensibles
qu’ils contiennent, par leur distribution rétinienne et par l'organisation de leurs connections
synaptiques. Par exemple, il est connu que les batonnets sont spécialisés pour la sensibilité a la
lumiere aux dépens de la résolution spatiale, tandis que les cones sont spécialisés pour l'acuité

visuelle aux dépens de la sensibilité a la lumiere [209].
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Le type de photorécepteur activé est associé au niveau d’éclairement de I'environnement. La
vision scotopique représente la perception qui n'est due qu’a l'activité des batonnets et se fait aux
niveaux d’éclairement les plus bas, cest-a-dire & des luminances inférieures a 103 cd/m? [210]. A
mesure que I'éclairement augmente, les cones commencent a contribuer a la perception visuelle. Le
type de vision qui met en jeu a la fois le systéme des batonnets et le systéme des cones est la vision
mésopique. Lorsque l'intensité lumineuse est plus élevée que 3 cd/m?, le systeme des batonnets se
sature et la perception visuelle se fait ainsi exclusivement grace aux cones et s'appelle vision

photopique [210].

II existe trois types de cbnes selon l'opsine qu'ils contiennent, ce qui leur permet de réagir
préférentiellement a certaines longueurs d'ondes. Ces types sont : i) les cones S qui sont activés par
des courtes longueurs d’'ondes avec un pic de sensibilité autour de 420 nm, ii) les cénes M qui sont
actives par des longueurs d’ondes moyennes avec un pic de sensibilité autour de 530 nm et iii) les
cones L qui répondent aux longues longueurs d’'ondes avec un pic de sensibilité autour de 560 nm.
Avec cette caractéristique spectrale, les cones sont respectivement nommés bleus, verts ou rouges
[211].

Le fait que les cones et les batonnets réagissent a des gammes différentes d'intensités
lumineuses s'explique par les mécanismes de transduction de ces deux types de photorécepteurs
[209]. En fait, les cones ont besoin d’environ 10 & 100 photons pour déclencher une réponse, tandis
qu'il n’en faut qu'un seul dans le cas des batonnets [212]. De plus, a des niveaux d’éclairement plus
élevés, le systéme des cones ne se sature pas comme c'est le cas pour le systéme des batonnets. |l
importe de spécifier que les cones ont des mécanismes d’adaptation a la lumiére plus efficaces,
c'est-a-dire qu’un cdne peut récupérer suite a un changement intense de courant dans la cellule en a
peu prés 200 millisecondes, ce qui est quatre fois plus rapide que le temps de récupération d’un
batonnet [213].

Les systémes des cones et des batonnets se différencient aussi par l'organisation de leur
connections synaptiques dans la rétine. A vrai dire, les cellules ganglionnaires transmettent
linformation provenant a la fois des cénes ou des batonnets selon le niveau d’éclairement puisque

les signaux qui émanent des cdnes et des batonnets convergent sur les mémes cellules
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ganglionnaires [204]. Or, les circuits synaptiques qui relient les cones et les batonnets aux cellules
ganglionnaires sont différents. Par exemple, dans la zone fovéolaire, les cdnes sont en contact avec
une seule cellule bipolaire qui est elle-méme reliée a une seule cellule ganglionnaire. En ce qui
concerne le systeme des batonnets, il y a convergence de plusieurs batonnets vers une cellule
bipolaire de batonnets et ces cellules bipolaires de batonnets sont reliées aux prolongements d'une
classe spécialisée de cellules amacrines, soit les cellules amacrines All. Ces derniéres font synapse
avec les terminaisons des cellules bipolaires de cones qui, a leur tour, forment le contact synaptique

avec les dendrites des cellules ganglionnaires [214].

En plus de leurs caractéristiques physiologiques distinctes, les cones et les batonnets sont
distribués differemment dans la rétine. En fait, dans la rétine humaine, on compte entre 4 et 6 millions
de cdnes, tandis que le nombre de batonnets est largement supérieur et varie entre 78 et 110 millions
[215]. Cela dit, la densité des batonnets est beaucoup plus grande que celle des cones dans toute la
rétine sauf dans une partie centrale nommée fovéa. Dans cette région spécialisée qui a un diamétre
d’environ 1,2 millimetre, la densité des cones est de presque 200 fois plus élevée et celle des
batonnets grandement diminuée au point ou ceux-ci sont totalement absents dans les 300 um qui
forment le centre de la fovéa et qui se nomme la fovéola [209].

La phototransduction

Dans la majorité des systémes sensoriels, lorsqu’'un récepteur est activé par un stimulus, il
s’ensuit une dépolarisation de la membrane cellulaire du neurone. Cela provoque I'émission d’un
potentiel d’action menant a la libération de transmetteurs sur les neurones postsynaptiques [41]. Or,
les photorécepteurs de la rétine n’émettent pas de potentiels d’action, mais I'activation de la cellule
par la lumiére permet un changement graduel du potentiel de membrane et ainsi une libération
altérée du glutamate vers les neurones postsynaptiques. Cela dit, la transduction du signal dans la
rétine ne se fait qu'avec des potentiels gradués qui prennent naissance dans le segment externe des

photorécepteurs [212)].

Dans la noirceur, les photorécepteurs sont dépolarisés et plusieurs canaux ioniques situés

sur le segment externe des cellules sont ouverts. Cela méne a une libération rapide du glutamate en
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raison de la concentration intracellulaire de calcium élevée [216, 217]. En fait, I'état de dépolarisation
relative des photorécepteurs dépend de l'ouverture des canaux ioniques dans la membrane qui
réduisent le niveau de négativité interne de la cellule grace a I'entrée d’ions sodium et calcium. Cet
influx d’ions se compose de 20 % et 35 % d’ions calcium respectivement dans les batonnets et dans
les cones [218]. L'ouverture et la fermeture de ces canaux ioniques sont régulées par le guanosine
monophosphate cyclique (GMPc). Tel que représenté dans la figure 1.6, le niveau de GMPc dans le
segment externe est élevé dans la noirceur, ce qui maintient les canaux ioniques GMPc-dépendants
ouverts, tandis que dans la lumiére, ce niveau diminue et entraine la fermeture des canaux ioniques
GMPc-dépendants. Cela mene a I'hyperpolarisation de la membrane de la cellule et ainsi a la

diminution de la libération de glutamate au niveau de la synapse du photorécepteur [219].
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Figure 1.6. Représentation de l'effet des changements des niveaux de GMPc dans les batonnets
(tiré et modifié de la référence 243 [copyleft]).

Les événements biochimiques qui précédent les changements des niveaux du GMPc

débutent par I'absorption d’'un photon par le pigment photosensible des disques du photorécepteur.
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Ce photopigment contient le rétinal qui est un chromophore absorbant la lumiére et qui est couplé a
une protéine de la famille des opsines qui ajuste I'absorption de la lumiére par la molécule a une
région particuliere du spectre lumineux. Par exemple, dans les batonnets, le photopigment est la
rhodopsine et lorsque son rétinal absorbe un photon, sa configuration passe de la forme 171-cis a la
forme tout-trans. Cela méne a I'activation de la transducine qui est une protéine G qui, a son tour,
active une phosphodiestérase. Celle-ci hydrolyse le GMPc ce qui engendre une diminution de sa
concentration dans le segment externe et entraine ainsi la fermeture des canaux ioniques de la

membrane tel que représenté dans la figure 1.7 [212].
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Figure 1.7. Détails de la phototransduction dans les batonnets (tiré et modifié de la référence 243
[copyleft]).

Cette cascade biochimique complexe est caractérisée par la grande amplification du signal
qui en résulte. En fait, 'activation d’'une molécule de rhodopsine par la lumiére peut activer 1000
molécules de transducine. A son tour, une molécule de transducine ne peut activer qu'une molécule
de phosphodiestérase, mais cette derniére peut hydrolyser rapidement le GMPc, ce qui provoque la
fermeture de quelques centaines de canaux ioniques GMPc-dépendants sur un batonnet [219].
L’adaptation a la lumiére permet aussi de réguler la grandeur de I'amplification selon le niveau
d'éclairement. A titre d’exemple, la sensibilité des photorécepteurs est & son maximum & un faible
niveau d’éclairement et, @ mesure que la luminosité augmente, la sensibilité des photorécepteurs
diminue afin de les empécher d’étre saturés et ainsi d'opérer sur une plus grande gamme d’intensités

lumineuses. Ce phénoméne est grandement régulé par la concentration de calcium dans le segment
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externe des photorécepteurs [220]. En fait, lors de la fermeture des canaux ioniques du segment
externe engendrée par la lumiere, I'entrée de calcium dans la cellule est bloquée et les échangeurs
ioniques de la membrane plasmique font sortir le calcium du photorécepteur. La diminution du
calcium intracellulaire active les Guanylate Cyclase Activating Proteins (GCAP) qui, a leur tour,
activent la guanylate cyclase qui favorise la production du GMPc et provoque I'ouverture des canaux
GMPc-dépendants [221]. De plus, la réduction du calcium intracellulaire méne a la dissociation de la
calmoduline avec les canaux GMPc-dépendants ce qui augmente I'affinité des canaux pour le GMPc
[222]. Enfin, la baisse du calcium intracellulaire va aussi provoquer la dissociation de la recoverine et
de la rhodopsine kinase, permettant ainsi la phosphorylation de la rhodopsine et I'inhibition de son

interaction avec la transducine [223].

Les cellules bipolaires

Tel que mentionné précédemment, les cellules bipolaires peuvent recevoir directement le
signal provenant des photorécepteurs. En raison de la convergence différente des systémes des
cones et des batonnets, les cellules bipolaires sont connectées a plusieurs batonnets alors qu’elles
ne forment qu'une seule synapse avec un cbéne, mais dans la région fovéale seulement. Cette
organisation synaptique est responsable de la présence de champs récepteurs, c'est-a-dire un
champ récepteur central qui est créé par le contact synaptique avec les photorécepteurs et un champ
récepteur périphérique qui provient des afférences des cellules horizontales. Les centres de ces
champs récepteurs sont de nature ON ou OFF ou l'illumination sur un centre ON a un effet excitateur
sur la cellule bipolaire, tandis qu’une stimulation lumineuse du champ périphérique inhibe la cellule.

L’effet contraire est observé sur les cellules avec un champ a centre oFF [209].

Tout comme les photorécepteurs, les cellules bipolaires répondent a des potentiels gradués.
Les cellules bipolaires a centres ON et OFF expriment différents types de récepteurs glutamatergiques,
ce qui cause une réponse différente a des changements de luminance. En fait, les cellules a centre
OFF expriment les récepteurs AMPA et kainate qui, lorsque liés au glutamate, provoquent une
dépolarisation des cellules. Ainsi, a la noirceur, le relachement du glutamate est élevé et les cellules
bipolaires OFF des cbnes sont dépolarisées. Pour leur part, les cellules bipolaires a centre ON ont des
récepteurs métabotropiques du glutamate couplés a une protéine G (mGIuRG) qui, lorsque liés au
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glutamate, provoquent la fermeture des canaux sodiques. Ainsi, en présence de lumiere, le

relachement du glutamate est réduit et les cellules bipolaires ON sont dépolarisées [224].

Les cellules ganglionnaires

Contrairement aux autres cellules rétiniennes qui émettent des potentiels gradués, les
cellules ganglionnaires sont les seules a produire un potentiel d’action. Cette caractéristique est due
au fait que les axones des cellules ganglionnaires forment le nerf optique qui transmet I'information
électrique sur une grande distance qui peut s'étendre jusque dans le cortex visuel. Bien que ces
potentiels d’action soient générés spontanément, la fréquence de leur décharge dépend du stimulus
appliqué a leur champ récepteur. En fait, la plupart des cellules ganglionnaires sont a centres ON ou
OFF et cette caractéristique est transmise par la cellule bipolaire a laquelle la cellule ganglionnaire est
connectée. Cela dit, chez les cellules ganglionnaires a centre ON, la fréquence de décharge est
augmentée en réponse a une hausse de luminance au centre de leur champ récepteur, alors que les
cellules ganglionnaires @ centre OFF voient leur fréquence de décharge augmenter suite @ une

diminution de la luminance au centre de leur champ récepteur [225].

On retrouve plusieurs types de cellules ganglionnaires qui se différencient selon leurs
fonctions et leurs projections [226]. Premierement, il y a les petites cellules ganglionnaires de type P
qui projettent vers les couches parvocellulaires du noyau géniculé latéral et qui représentent la
majorité de la population totale des cellules ganglionnaires. Ces cellules exercent une réponse
tonique qui est maintenue aussi longtemps que le stimulus agit. Deuxiémement, une petite fraction
des cellules ganglionnaires sont les grandes cellules de type M qui forment des projections jusque
dans la couche magnocellulaire du noyau géniculé latéral. Les cellules de type M ont un grand
champ récepteur et sont plus sensibles aux stimuli a faible contraste, ce qui leur permet de propager
des potentiels d’'action plus rapidement dans le nerf optique. Troisiémement, on retrouve un petit
nombre de cellules ganglionnaires bistratifiées qui projettent jusque dans les couches koniocellulaires
du noyau geéniculé latéral. Ces cellules pourraient étre impliquées dans la vision des couleurs puisque
celles-ci ont un champ récepteur large qui ne comporte que la partie centrale qui est ON pour les
cones bleus et OFF pour les cones rouges et verts. Finalement, les cellules ganglionnaires

intrinsequement photosensibles (iPRGCs) contiennent un photopigment qui leur est propre, soit la
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mélanopsine. Ces cellules projettent particuliérement dans le noyau suprachiasmatique (NSC) via la
voie rétino-hypothalamique et sont impliquées dans la régulation des rythmes circadiens. Ces cellules

font I'objet d’une partie de la section 1.2.2.

Les neurotransmetteurs de la rétine

La rétine comporte de nombreux neurotransmetteurs qui jouent un réle dans sa physiologie.
Parmi ces molécules, on retrouve le glutamate qui est le neurotransmetteur principal de la voie
directe de la rétine, le GABA, la glycine, I'acétylcholine et I'adénosine. Or, cette section décrit
limplication rétinienne de deux neurotransmetteurs d'intérét pour cette thése, soit la dopamine et la

sérotonine.

La dopamine

Dans la rétine, la dopamine est la principale catécholamine qui y est exprimée et elle joue un
réle dans I'adaptation a la lumiere ainsi que dans différentes fonctions trophiques. Elle est sécrétée
par les cellules amacrines et exerce son mode d’action par les récepteurs dopaminergiques qui sont
répartis dans les différents types de cellules rétiniennes. A titre d’exemple, les récepteurs D1R sont
exprimés dans les cellules bipolaires, ganglionnaires et horizontales [227], tandis que les récepteurs
D2R sont retrouvés dans les synapses entre les cellules horizontales, bipolaires et les

photorécepteurs [228].

Son principal réle dans la rétine est de découpler les jonctions entre les cellules horizontales
[229] et cette fonction pourrait expliquer les différents résultats qui ont été observés a 'lERG dans
certaines études pharmacologiques. Par exemple, chez le chat, il a été démontré que I'application
dans des yeux perfusés de I'antagoniste dopaminergique fluphenazine mene a une augmentation de
la sensibilité des batonnets [230]. Aussi, toujours chez le chat, une étude a rapporté que la
destruction des cellules dopaminergiques rétiniennes par la neurotoxine 6-hydroxydopamine
(6-OHDA) provoque l'augmentation de I'amplitude de I'onde b dans les conditions scotopique,
mésopique et photopique [231]. De plus, certaines études ont démontré I'implication des différents
récepteurs dopaminergiques dans I'ERG. A titre d’exemple, il a été observé, chez le lapin, que
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Iinjection intravitréale d’un agoniste de la famille des récepteurs dopaminergiques D1 provoque une
diminution de I'amplitude des ondes de 'ERG, tandis qu'un agoniste de la famille des récepteurs de
la dopamine D2 n’a aucun effet [232]. Or, il a aussi été observé que des drogues qui agissent comme
antagonistes du récepteur D2R diminuent 'amplitude de I'onde b des cbnes et des batonnets [233-
235]. Cependant, la fonction précise d'un récepteur dopaminergique spécifique dans les fonctions
rétiniennes demeure difficile a caractériser puisque des agents pharmacologiques ayant une affinité

pour plus d’'un récepteur ont été utilisés dans les études ci-dessus.

La sérotonine

Dans la rétine, le niveau de sérotonine endogene est relativement bas chez les mammiféres,
soit environ 10 % du niveau de dopamine rétinienne [236]. La majeure partie de la sérotonine
rétinienne provient du cerveau grace aux afférences du noyau dorsal du raphé qui émergent du nerf
optique que I'on appelle les axones rétinopétals. On dénombre plusieurs types d’axones rétinopétals
selon les espéces, tous provenant de diverses structures cérébrales et projetant différentes
molécules dans la rétine comme de I'histamine et de la sérotonine [236, 237]. Dans la rétine, des
études ont déemontré que la sérotonine joue un réle possible dans la vasoconstriction des vaisseaux
sanguins et pourrait provoquer de I'ischémie [238-240]. De plus, il a été rapporté qu’elle pourrait étre
impliquée dans les fonctions rétiniennes puisqu'elle augmente la décharge des cellules
ganglionnaires a centre OFF et diminue la décharge des cellules ganglionnaires a centre ON chez le
chat, ce qui menerait a une meilleure adaptation a la lumiére [241]. Enfin, toujours chez le chat, il a
été démontré que l'injection intravitréale de sérotonine provoque une augmentation de I'amplitude de
I'onde b de 'ERG en condition scotopique, et ce, sans affecter la latence des ondes [231]. Or, la
situation contraire a été observée chez le pigeon puisque la déplétion de sérotonine méne a une
augmentation de 'amplitude de I'onde b ainsi qu’a une diminution de la latence de I'onde b des cones
et des batonnets [242)].

De la rétine au cortex visuel

Les axones des populations distinctes de cellules ganglionnaires parcourent le nerf optique,
le chiasma optique et le tractus optique avant de se projeter vers diverses structures centrales poury
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assurer différentes fonctions. Parmi ces projections, les plus importantes vont vers le prétectum pour
contrbler le réflexe pupillaire, vers le noyau suprachiasmatique pour réguler les rythmes circadiens ou
vers le colliculus supérieur pour contrbler les mouvements de la téte et des yeux. Or, les projections
les plus importantes vont vers le corps genouillé latéral qui représente la cible majeure de chaque
tractus optique et qui permet le traitement des informations visuelles. Les projections rétino-géniculo-
striées, qui constituent la voie visuelle primaire, se continuent en radiations optiques et se terminent

dans le cortex visuel primaire ou cortex strié [41] tel que représenté dans la figure 1.8.
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Figure 1.8. Représentation des projections centrales des cellules ganglionnaires de la rétine (tiré et
modifié de la référence 243 [copyleft]).

En résume, la lumiére captée par les photorécepteurs de la rétine est transformée en signal
électrique qui voyage dans plusieurs structures cérébrales, dont le cortex visuel pour I'élaboration de
la perception visuelle consciente. Les signaux lumineux activent aussi d’autres projections dont la
voie rétino-hypothalamique qui permet la régulation de I'horloge biologique et qui constitue la voie

dite « non visuelle » de la rétine.
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1.2.2. La voie « non visuelle » de la rétine et la régulation des rythmes circadiens

Tel que mentionné précédemment, la rétine est le point de départ d’'une voie dite « non
visuelle » qui permet de réguler les rythmes circadiens. En effet, I'environnement naturel est
caractérisé par des changements cycliques, dont 'alternance entre la lumiére et I'obscurité. Ce signal
capté par I'ceil s'avere le principal Zeitgeber, ou indice temporel de synchronisation de I'horloge
biologique. Chez 'humain, 'horloge biologique permet la régulation adéquate des différents rythmes
circadiens de l'organisme dont le cycle veille/sommeil, la température corporelle ainsi que la

sécrétion de plusieurs hormones qui se distinguent par leur durée d’environ 24 heures [42, 243].

L’horloge biologique endogéne

Les rythmes endogénes de I'horloge biologique sont régulés a I'échelle moléculaire dans
chacune des cellules de 'organisme selon une boucle de rétroaction négative d’'une durée de 24
heures. C'est la lumiére qui influence cette boucle de rétroaction complexe et qui permet sa
synchronisation avec le cycle jour/nuit. Briévement, le cycle débute le matin par la transcription des
génes Bmal1 et Clock suivie de I'hétérodimérisation des protéines BMAL1 et CLOCK. Ce complexe
active la transcription des génes Period (Per1, Per2 et Per3) ainsi que Cryptochrome (Cry1 et Cry2)
en se liant a leur « E-box » qui est une région promotrice de ces génes. Les protéines PER et CRY
s'accumulent dans le cytoplasme avant de former un complexe PER-CRY ou PER-PER et d’entrer
dans le noyau cellulaire pour inhiber leur propre transcription en interagissant avec le dimére BMAL1-
CLOCK et en le séparant du « E-box ». Vers la fin de la nuit, PER et CRY sont dégradés, ce qui
permet la reprise de leur transcription activée grace au complexe BMAL1-CLOCK [244]. La figure 1.9
schématise cette boucle de rétroaction. La synchronisation de cette boucle circadienne est
orchestrée par les décharges des neurones du noyau suprachiasmatique (NSC) de I'hypothalamus
antérieur qui représente le pacemaker de I'horloge biologique [245].
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Figure 1.9. Schématisation de la boucle de rétroaction négative qui régule I'horloge biologique dans
chacune des cellules de I'organisme (tiré de la référence 243 [copyleft]).

Etudes comportementales circadiennes chez I'animal

L’'une des approches utilisées pour I'étude de la régulation de I'horloge biologique interne est
la mesure de I'activité locomotrice circadienne chez les souris. Pour ce faire, les animaux sont placés
individuellement dans des cages munies d’une roue dans une salle avec un cycle lumiere/noirceur
précis. Le protocole d'illumination standard comporte 12 heures de lumiére et 12 heures de noirceur,
mais leur durée peut varier selon les objectifs et hypothéses de I'expérience. Pour étudier I'horloge
biologique interne des souris, celles-ci sont placées sous noirceur constante afin d'évaluer la durée
de leur période intrinséque. Puisque les souris sont des animaux nocturnes, elles sont éveillées et
utilisent leur roue durant la nuit subjective, tandis qu’elles dorment durant la majeure partie de la
journée subjective. Le temps passeé par les souris & courir dans leur roue est enregistré afin de créer
un actogramme qui permet d’analyser leur période d’activité locomotrice circadienne ainsi que
d’autres paramétres, comme le niveau d’activité locomotrice. A titre d’exemple de ['utilisation de cette
méthode, il a été rapporté que des souris mutantes pour le géne Clock perdent leur rythmicité
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circadienne lorsqu’elles sont placées sous noirceur constante, ce qui démontre que Clock est une

composante essentielle a I'horloge biologique [246].

La voie rétino-hypothalamique

Les cbnes et les batonnets ont pour principale fonction d’'assurer la photoréception
traditionnelle, mais ils ne sont pas essentiels a la régulation des rythmes circadiens. En fait, les
rythmes circadiens demeurent préservés chez des modéles animaux atteints de dégénérescence du
segment externe de la rétine [247, 248] ainsi que chez des personnes avec une perte de vision
fonctionnelle [249, 250]. L'opsine responsable de ce phénomeéne est la mélanopsine qui est présente
dans une petite fraction des cellules ganglionnaires de la rétine que l'on appelle les cellules
ganglionnaires intrinsequement photosensibles (ipRGC) qui sont dépolarisées par la lumiére. Les
axones de ces cellules sont la principale composante de la voie rétino-hypothalamique et projettent
vers les NSCs [251].

Tel que mentionné précédemment, le NSC est le pacemaker de I'horloge biologique qui
régule les fonctions homeéostasiques. De nombreuses structures centrales sont sous l'influence du
NSC comme le noyau paraventriculaire de I'hypothalamus dont les neurones projettent sur les
cellules sympathiques préganglionnaires de la zone intermédio-latérale de la moelle thoracique. Ces
cellules modulent I'excitabilité des neurones des ganglions cervicaux supérieurs dont les axones
projettent sur la glande pinéale tel que représenté dans la figure 1.10. Cette glande, aussi appelée

épiphyse, est le site de synthése de la mélatonine, dont la sérotonine est le précurseur [252)].
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Figure 1.10. Schéma résumant les cibles influencées par les ipRGC suite a la stimulation lumineuse
jusqu’a la sécrétion de la mélatonine par la glande pinéale (tiré de la référence 243 [copyleft]).

La mélatonine

Aussi appelée hormone du sommeil, la mélatonine est libérée dans le sang afin de
transmettre l'information circadienne provenant des NSCs vers les organes qui présentent des
rythmes physiologiques [253]. La mélatonine se distingue par son cycle de sécrétion qui s'avére un
marqueur de 'horloge biologique et qui agit comme indicateur quotidien de la période d’obscurité
pour 'organisme [41]. En fait, chez les organismes diurnes, la mélatonine commence a étre sécrétée
vers 20 h et sa concentration augmente graduellement jusqu’aux environs de 3 h ou elle atteint son
maximum pour ensuite diminuer et atteindre son niveau basal diurne vers 8 h [254]. Cela dit, la
mélatonine n'est présente dans I'organisme que durant la nuit et sa sécrétion est inhibée durant le
jour ainsi que par une exposition a la lumiére [111]. De plus, il est connu que la production de cette
hormone est régulée par un rythme circadien généré par I'horloge biologique centrale, donc, méme
en condition de noirceur constante, la sécrétion de mélatonine est inhibée durant le jour subjectif
[255].
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En plus d’étre principalement sécrétée par la glande pinéale, la mélatonine est aussi produite
par différentes structures oculaires comme le cristallin [256], l'iris, le corps ciliaire [257], les glandes
lacrymales [258] ainsi que les photorécepteurs de la rétine [259]. De ce fait, il a été suggéré que I'ceil
comporte aussi sa propre horloge biologique. En effet, il a été démontré que, dans la rétine, la
mélatonine et la dopamine agissent comme antagonistes mutuels [260]. Ce phénoméne serait
d'ailleurs & l'origine de Ialternance entre la vision de jour et la vision de nuit [261]. A vrai dire, durant
le jour, il y a une augmentation de la production de dopamine dans la rétine [229], ce qui favoriserait
le systéme des cdnes pour la vision de jour [262]. En fait, la dopamine découple les jonctions
électriques entre les photorécepteurs et les cellules horizontales, ce qui réduit les champs récepteurs
[229]. Durant la nuit, I'élévation de la sécrétion de mélatonine inhibe la dopamine rétinienne, ce qui
stimule le couplage des jonctions électriques entre les cellules horizontales et augmente ainsi les
champs récepteurs [263]. Cela favoriserait le systéme des batonnets pour la vision de nuit. D’ailleurs,
de nombreuses études ont démontré la présence de changements circadiens dans les fonctions
rétiniennes mesurées par 'ERG [264-269] et il a été suggéré que celles-ci pourraient étre le résultat

de I'antagonisme mélatonine/dopamine dans la rétine.
1.3. Mesure des fonctions rétiniennes par I'électrorétinogramme

Il existe plusieurs techniques électrophysiologiques qui permettent de mesurer les fonctions
de certaines structures ou types de cellules qui composent le systéme visuel. Parmi celles-ci, on
retrouve, entre autres, le pattern électrorétinogramme (pERG) qui permet I'évaluation des fonctions
des cellules ganglionnaires [270], 'ERG multifocal qui enregistre la réponse locale des cones de la
rétine centrale [271] et I'électrooculogramme (EOG) qui mesure le potentiel de repos de la rétine et
linteraction entre I'épithélium pigmentaire et les photorécepteurs suite a un changement d’état
d’adaptation lumineuse de la rétine [272]. Or, cette thése se concentre sur la technique d’'ERG au
flash puisque, selon la littérature, les données recueillies avec cette technique semblent les mieux
étayées, les plus reproductibles et sont représentées par des échantillons de grande taille. Enfin,
I'utilisation de 'ERG mesure plusieurs types de cellules de la rétine, ce qui permet une analyse plus

globale des fonctions rétiniennes.
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1.3.1. L’électrorétinogramme (ERG)

L’électrorétinogramme (ERG) a pour principale fonction de mesurer objectivement le
biopotentiel électrique généré par la rétine suite a une stimulation lumineuse. Plus précisément,
'ERG mesure le potentiel extracellulaire qui résulte des changements de courants qui parcourent les
cellules rétiniennes et qui sont essentiels pour la signalisation neuronale. Le principal avantage de
cette technique est qu’elle est non invasive et que le biopotentiel peut étre mesuré a méme la surface
de l'oeil [204]. LERG peut étre enregistré sur plusieurs espéces, dont 'numain et la souris. Cette
section méthodologique se concentre particulierement sur 'ERG de la souris puisqu’il s'agit de
I'espece la plus utilisée pour la réalisation de cette these.

L’enregistrement de 'ERG

Pour enregistrer un ERG sur la souris, I'animal doit étre anesthésié. Pour ce faire, un
mélange de kétamine (80 mg/kg) et xylazine (10 mg/kg) est injecté intrapéritonéalement et la
température corporelle est maintenue entre 36 °C et 38 °C grace a un coussin chauffant tout au long
de I'enregistrement. La pupille est dilatée avec une goutte de tropicamide 1 % et la cornée est
anesthésiée avec une goutte de proparacaine hydrochloride 0,5 % [273]. Par la suite, plusieurs
électrodes sont mises en place sur 'animal. Premiérement, il y a I'électrode dite « active » qui capte
le signal électrique de la rétine. Dans le cadre de cette thése, cette électrode est de type Dawson-
Trick-Litzkow (DTL) et est constituée de fibres de nylon imprégnées d’argent [274]. Afin que celle-ci
épouse bien la forme de I'ceil de I'animal, elle est placée en forme de loupe et déposée sur la surface
de I'ceil. Selon le montage expérimental utilisé, il peut étre possible d’enregistrer un ERG sur les deux
yeux, mais dans le cas de cette thése, seulement 'lERG de lceil gauche a été enregistré.
Deuxiemement, il y a I'électrode de référence de type « grass gold cup electrode » qui est en forme
de coupole et qui est placée dans la bouche de I'animal. Enfin, il y a I'électrode de mise a la terre qui
est une aiguille insérée dans la queue de la souris [273]. LERG mesure la différence de potentiel
entre I'électrode de référence et I'électrode active. Le signal est ensuite amplifié et filtré selon une
bande passante de 0,15 a 300 hertz [204]. Les flashes lumineux sont délivrés par un déme appelé
Ganzfeld qui est placé presqu’au dessus de I'animal afin d’assurer une stimulation optimale. La figure
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1.11 représente le montage expérimental utilisé dans le cadre des expériences qui figurent dans

cette thése.

Electrode active Pince de soutien
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Figure 1.11. Montage expérimental pour I'enregistrement de 'ERG chez la souris. Pour le besoin de
la photo, le Ganzfeld a été reculé, mais il est placé presqu'au dessus de I'animal lors d’un
enregistrement réel.

Le protocole d’ERG débute par une adaptation a la noirceur qui dure toute la nuit précédant
I'enregistrement. L'animal est ensuite préparé pour 'ERG sous une faible lumiére rouge. La séance
d’enregistrement débute par 'ERG scotopique qui mesure la fonction du systéme des béatonnets.
Pour ce faire, des flashes de 10 intensités lumineuses allant de -3,62 a 0,46 log cd-s/m2 sont délivrés
grace au Ganzfeld. Des intervalles de 15 secondes (pour les 4 premiéres intensités) ou de 30
secondes (pour les 6 derniéres intensités) entrecoupent chacun des stimuli lumineux. Par la suite,
I'animal est adapté a la lumiére pendant 10 minutes avec une intensité de 30 cd/m? afin de procéder
a 'enregistrement de 'ERG photopique qui mesure la fonction du systéme des cones. Cette fois, des
flashes de 9 intensités lumineuses allant de -0,81 a 2,86 log cd-s/m? stimulent la rétine avec des
intervalles de 15 secondes (pour les 3 premiéres intensités) et de 30 secondes (pour les 6 derniéres
intensités) entre chacun des flashes. Dans les deux conditions d’enregistrement, soit photopique et
scotopique, au moins quatre réponses ont été moyennées pour chacune des intensités lumineuses

utilisées afin de minimiser le bruit de fond et d’assurer la reproductibilité de la réponse [273].
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Les paramétres de 'ERG

Sur un tracé d'ERG, on retrouve deux principales composantes. La premiére est une onde
négative appelée onde a qui est générée par I'hyperpolarisation des photorécepteurs cénes et/ou
batonnets selon la luminance utilisée pour stimuler la rétine. L’onde a est suivie d’'une onde positive
appelée onde b qui représente principalement la dépolarisation des cellules bipolaires ON avec une
contribution des cellules de Miiller [275, 276]. Sur la partie ascendante de I'onde b, on peut observer
les potentiels oscillatoires (OPs) qui sont une série d’ondulations de haute fréquence, mais leur
origine exacte demeure encore mal connue bien qu'ils pourraient étre générés par les cellules
amacrines et les cellules bipolaires [277]. La figure 1.12 montre un exemple de tracé d’ERG chez les
souris en condition photopique et scotopique. Par convention, 'amplitude (uV) de l'onde a est
mesurée a partir du zéro (qui référe au début du flash) jusqu’a son point le plus bas, tandis que
amplitude de 'onde b se mesure a partir de 'amplitude maximale de 'onde a jusqu’au point le plus
élevé de l'onde b. La latence des ondes mesurée en millisecondes (ms) représente le temps

nécessaire pour que les ondes atteignent leur amplitude maximale a partir du zéro.

Latence de I'onde b

Amplitude de
'onde b

Amplitude de
I'onde a

Latence de I'onde a 50 pv

Latence de I'onde b 10ms

Amplitude de
I'onde b

Amplitude de
I'onde a

v 100 pv
Latence de I'onde a

20ms

Figure 1.12. Exemple d'un tracé d’'ERG de souris en condition photopique (A) et scotopique (B) ainsi
que la fagon dont les principaux paramétres sont mesureés.
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Analyse de 'ERG

L'utilisation de plusieurs intensités lumineuses croissantes permet d’analyser la dynamique
de la réponse de 'ERG, laquelle augmente proportionnellement avec l'intensité lumineuse (figure
1.13.A). Afin d’analyser cette dynamique, on peut tracer une courbe intensité/réponse pour chacun
des parametres ou les intensités lumineuses sont représentées sur 'axe des X et les valeurs des
paramétres de 'ERG sur I'axe des Y [278]. Dans le cas de I'onde b, une courbe sigmoidale peut étre
générée avec les valeurs obtenues a chacune des intensités et deux autres parametres peuvent y
étre dérivés, soit le Vmax et le logK. Le Vmax représente 'amplitude ou il y a saturation du systéme.
Dans le cas du systeme des batonnets, le Vmax se traduit par la formation d’'un premier plateau, tel
que représenté dans la figure 1.13.B, suivi d'un second plateau formé suite a l'intrusion des cones
avec l'accroissement de l'intensité lumineuse. Pour sa part, le logK représente 'amplitude nécessaire

pour atteindre la moitié du Vmax et réfere ainsi a la sensibilité rétinienne [279].
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Figure 1.13. Représentation d’un tracé d’ERG scotopique chez la souris a chacune des intensités
lumineuses utilisées pour générer la courbe intensité/réponse (A). Courbe intensité/réponse de 'onde
b avec la représentation des parametres du Vmax et du logK (B).
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Au départ, 'lERG a été développé pour étre utilisé particuliérement dans le domaine de
I'ophtalmologie pour investiguer l'origine d’'une perte de vision causée par une maladie ou un
traumatisme. Or, des études ont démontré la présence d’anomalies de 'ERG chez des patients
atteints de maladies psychiatriques [38], ce qui ouvre les portes a I'utilisation de 'ERG dans un tout

nouveau domaine.

1.3.2. Anomalies de I'ERG chez les patients atteints de maladies psychiatriques

Depuis plusieurs décennies, de nombreuses équipes de recherche ont décrit des anomalies
de la fonction rétinienne mesurées par 'ERG chez des patients atteints de différentes maladies
psychiatriques comme le trouble affectif saisonnier, la schizophrénie, 'autisme et la dépendance aux
drogues [38]. Ces anomalies pourraient désormais servir de biomarqueurs pour ces troubles et
permettre d'investiguer et de mieux comprendre ces maladies du cerveau. Cette section fait un
résumé des anomalies qui ont été observées chez les patients atteints de maladies psychiatriques et
discute des facteurs biologiques et méthodologiques qui doivent étre pris en considération afin de
valider ces résultats et d’utiliser les anomalies de 'ERG comme biomarqueurs de ces maladies.

Le trouble affectif saisonnier

Une premiére étude analysant la réponse mixte des cones et des batonnets avec un
protocole d’ERG utilisant une adaptation a la noirceur suivie d’'une stimulation avec des flashes
blancs de forte intensité a démontré la présence d’une diminution de I'amplitude de l'onde b a
I'automne et a I'hiver chez les patients avec TAS [126]. Cependant, en analysant séparément les
hommes et les femmes, des résultats contradictoires ont été constatés. En fait, chez les femmes
atteintes du TAS, une diminution de I'amplitude de I'onde b a été observée par rapport aux femmes
du groupe controle, alors que chez les hommes, une augmentation de I'amplitude de I'onde b a été
rapportée chez ceux atteints du TAS en comparaison aux hommes du groupe contréle. Une
diminution de la latence de 'onde b a aussi été observée chez les hommes avec TAS par rapport aux
hommes du groupe contréle, mais cette anomalie n’'a pas été retrouvée chez les femmes. Selon les

auteurs de cette étude, ces différences pourraient étre expliquées par le petit nombre de sujets
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retrouvés dans chacun des groupes ainsi que par la grande variabilité observée entre les résultats
individuels des participants, particulierement dans le groupe des hommes.

La premiére expérimentation a comparer la fonction rétinienne selon les saisons a été
effectuée chez des patients atteints du TAS-S. Avec un protocole congu pour mesurer la sensibilité
du systéme des batonnets grace a une courbe intensité/réponse, une variation saisonniere de 'ERG
a été observée chez les personnes atteintes du TAS-S, mais pas chez les personnes du groupe
contréle [127]. En fait, une translation de la courbe intensité/réponse vers la droite a été démontrée
chez les personnes atteintes du TAS-S par rapport au groupe contréle, ce qui représente une
diminution de la sensibilité des batonnets en hiver, soit durant la phase dépressive. Cette anomalie
de 'ERG a ensuite été observée chez des patients atteints du TAS dans une étude subséquente
[128]. Dans cette derniére étude, une normalisation de la sensibilité des batonnets a été observée
durant I'été chez les patients avec TAS, alors que, encore une fois, aucune variation saisonniere des
paramétres de 'ERG n'a été rapportée chez les personnes du groupe contréle. De plus, la sévérité
des symptomes dépressifs a été corrélée avec la magnitude des variations saisonnieres de la
sensibilité des batonnets. Gréce a une autre méthode utilisée pour mesurer la sensibilité rétinienne,
soit le critere de seuil d'intensité (T50uV) qui référe a lintensité nécessaire pour atteindre une
amplitude de I'onde b de 50 pV, une autre observation supportant une diminution de la sensibilité des
batonnets chez les patients avec TAS a été rapportée [91]. En fait, il a été démontré que le groupe
des patients avec TAS présente une diminution de la valeur du T50uV par rapport au groupe
controle, et ce, sans distinction du sexe. Aussi, dans cette étude, 40 % des patients avec TAS ont pu
étre différenciés du groupe contréle en analysant seulement leur valeur de T50uV qui se trouvait a

plus de 1 écart-type de la valeur moyenne du T50uV du groupe contréle.

Le systéme photopique s'avére lui aussi affecté durant la phase dépressive chez les patients
avec TAS [128]. En fait, une diminution de 13 % du Vmax de I'onde b des cones a été observée chez
les patients avec TAS durant I'hiver, mais aucune différence n’a été rapportée durant I'été, soit durant
la phase de rémission, et ce, par rapport au groupe contréle. De plus, un prolongement de la latence
de l'onde b des cones de 7 % par rapport au groupe controle a aussi été démontré chez les patients
avec TAS, mais seulement durant la période hivernale avec une normalisation de cette valeur durant

I'éte.
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La luminothérapie est reconnue pour contrer les symptémes dépressifs du TAS et une
premiére évidence thérapeutique biologique de ce traitement a été démontrée par 'ERG [128]. En
fait, il a été rapporté que, suite a un traitement de luminothérapie de 4 semaines, le Vmax des cones
des patients avec TAS se normalise par rapport au groupe contréle. En ce qui concerne le systeme
scotopique, il a été observé que ce traitement méne a une normalisation de la sensibilité rétinienne a
une valeur semblable a celle rapportée dans le groupe contrdle ainsi qu'a un prolongement de la

latence de I'onde b mesurée au Vmax.

Somme toute, ces résultats suggerent que trois anomalies de 'ERG sont présentes chez les
patients avec TAS, soit une diminution de la sensibilité des batonnets, une augmentation de la
latence des cones ainsi qu’une baisse de I'amplitude du Vmax des cones. La majorité des patients
avec TAS peuvent étre distingués des sujets sains grace a la mesure de leur sensibilité rétinienne
des béatonnets en hiver. Cette anomalie du systéme des batonnets, de méme que la diminution du
Vmax des cdnes, représentent des marqueurs d'état de la maladie puisquelles sont présentes
seulement durant la phase dépressive et quelles peuvent étre normalisées avec un traitement

approprieé.

La schizophrénie et le trouble bipolaire

Tel que mentionné précédemment, selon des études récentes sur les facteurs de risque
génétiques et les endophénotypes des maladies psychiatriques, de plus en plus d’observations qui
supportent que la schizophrénie et le trouble bipolaire partagent plusieurs mécanismes moléculaires
ont été rapportées, et ce, méme si des anomalies neurobiologiques et cognitives distinctes
représentent des caractéristiques spécifiques a chacune de ces maladies [184-187]. D’ailleurs, les
expérimentations utilisant 'ERG pour étudier la schizophrénie et le trouble bipolaire ont démontré des

phénotypes différents qui permettent de distinguer ces maladies.

Une premiére étude a rapporté une baisse de I'amplitude de 'onde b des cones durant
I'adaptation a la lumiére chez des patients atteints de schizophrénie non médicamentés en
comparaison avec le groupe contréle [280]. Cependant, six de ces neuf patients avaient déja pratiquée

de la « guérison solaire » qui consiste a fixer le soleil, ce qui pourrait avoir influencé les résultats
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compte tenu de la phototoxicité rétinienne reliée a cette pratique. Une deuxiéme étude avec, encore
une fois, un petit nombre de sujets (n = 9), a rapporté que 'amplitude de I'onde a des cones ainsi que
I'amplitude de I'onde b des batonnets étaient réduites chez des patients atteints de schizophrénie
médicamentés en comparaison avec le groupe contréle [281]. Il importe de spécifier qu'aucun effet
significatif de la dose de la médication (en équivalence-chlorpromazine) n'a été observé dans cette
expérimentation. De plus, cette étude relate que seulement une diminution de I'amplitude de I'onde a
des cbnes a été observée chez le seul patient schizophréne non médicamenté depuis les six mois

précédant I'enregistrement de 'ERG.

Dans une autre étude ou seulement 'ERG des cones a été évalué chez les patients avec
schizophrénie (n = 26) et trouble bipolaire (n = 17), une diminution de I'amplitude de I'onde a a été
observée chez les patients avec schizophrénie, mais pas chez ceux atteints du trouble bipolaire ni
chez les sujets controles [202]. Cette dysfonction de 'ERG chez les patients avec schizophrénie a
été observée seulement durant la phase aigué de la maladie et non plus suite a un suivi clinique de
huit semaines. De plus, 'amplitude de l'onde a a été négativement corrélée avec les symptomes
positifs (selon le score du Positive and Negative Syndrome Scale (PANSS)) chez ces patients
schizophrenes. Encore une fois, méme si ces patients étaient médicamentés, aucune des mesures
dERG n'a été corrélée avec la dose dantipsychotiques (en équivalence-chlorpromazine).
Finalement, une autre étude [282] n’a rapporté aucune anomalie de la fonction rétinienne chez 12
patients avec schizophrénie qui n’avaient pas pris de médication pendant les deux semaines
précédant 'ERG (sans test statistique a I'appui). Dans cette étude, il a été observé que les potentiels
oscillatoires (OPs) étaient normaux chez les patients avec schizophrénie tant a 'lERG adapté a la
lumiére qu’a celui adapté a la noirceur. Par contre, les auteurs de cette étude sont demeurés
prudents dans l'interprétation de leurs résultats relatant une grande variabilité entre les sujets dans la

réponse a 'ERG.

Pour la premiere fois, il a été démontré que des anomalies de 'ERG peuvent étre présentes
avant méme I'apparition de la maladie chez des enfants a haut risque génétique (HR) de développer
la schizophrénie ou le trouble bipolaire [283]. En fait, un ERG a été mesuré chez 29 enfants non
médicamentés et non atteints par ces maladies qui descendent de familles multi-générationnelles

grandement affectées par I'une ou l'autre de ces maladies. Dans cette étude, il a été rapporté que, en
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comparaison avec le groupe contrble, les HRs présentent une diminution marquée de 23 % de
I'amplitude de 'onde b des batonnets et des tendances pour une diminution de 'amplitude de I'onde
a des cdnes ainsi que pour un prolongement de la latence de I'onde b des batonnets. Il est d'intérét
de spécifier que ces anomalies de 'ERG ont été retrouvées chez les HRs indépendamment du
diagnostic des parents, soit la schizophrénie ou le trouble bipolaire, ce qui porte les auteurs de cette
étude a suggérer la présence d’une origine neurodéveloppementale commune a ces troubles

psychiatriques.

En somme, les résultats de ces études semblent montrer certaines inconsistances. En effet,
une étude [202] a démontré la présence d’une diminution de I'onde a des cones seulement durant la
phase aigué (non stabilisée) de la schizophrénie, tandis qu'une autre [281] a rapporté cette méme
diminution chez les patients stabilisés, alors qu'une derniere étude [282] n’a observé aucune
anomalie de 'ERG chez les patients avec schizophrénie lorsque ceux-ci ne prennent pas de
médication depuis deux semaines. Ces différences peuvent étre dues aux petits nombres (9 a 26) de
sujets retrouvés dans les groupes de ces études. Somme toute, I'observation d’'une baisse de
I'amplitude de 'onde a des cdnes revient dans deux études différentes, suggérant ainsi un déficit au
niveau des photorécepteurs chez les patients avec schizophrénie. Il est intéressant de constater que
la seule étude ayant mesuré I'onde b des batonnets chez les patients atteints de schizophrénie a
aussi rapporté la présence d’une diminution de I'amplitude de I'onde b de 'ERG [281], comme celle
qui a été observée chez les HRs. De plus, les patients schizophrénes présentent des anomalies de
'ERG qui sont complétement différentes de celles retrouvées chez les patients avec TAS. Aussi, a ce
moment, il 'y a qu’une seule étude qui a évalué 'ERG des cones seulement chez les patients avec
trouble bipolaire [202] et elle n'a rapporté aucune anomalie chez cette population. Cela dit, de plus
amples études avec des protocoles d’enregistrement différents, incluant la mesure de 'ERG des
batonnets, sont de mise pour confirmer la présence ou non d’'anomalies de 'ERG chez les patients

atteints de trouble bipolaire ou de schizophrénie.

Les troubles du spectre autistique

Les troubles du spectre autistique (TSA) sont caractérisés par un groupe de maladies

neurodéveloppementales marquées par des déficiences dans les capacités communicationnelles et

53



les interactions sociales ainsi que par des intéréts restreints, répétitifs et stéréotypés [284]. A ce jour,
quelques études seulement ont été effectuées pour investiguer les anomalies de 'ERG chez les
enfants atteints de TSA. La premiére d’entre elles [285] a rapporté une réduction de I'amplitude de
I'onde b suite a une stimulation scotopique par une faible lumiere bleue ou rouge chez un patient
autistique 4gé de 10 ans. Ce résultat a été reproduit par une autre équipe de recherche, et ce, sur le
méme patient. Par la suite, 'expérimentation a été étendue sur une population de patients autistiques
chez qui une diminution de 'amplitude de 'onde b des batonnets a été observée chez 48 % (13/27)
des sujets en comparaison au groupe contréle. Dans une autre étude pilote [286], il a été démontré
que deux des quatre patients autistes étudiés présentaient des anomalies de 'ERG des batonnets.
De plus, ce résultat a aussi été observé chez deux des quatre membres de la famille ainsi que chez
deux péres de patients. Cependant, comme le citent les auteurs de cette étude, I'échantillon de sujets
pour cette expérimentation était beaucoup trop petit pour proposer et confirmer un mode de
transmission génétique de ce déficit de 'ERG.

Bref, la présence d’une diminution de 'amplitude de I'onde b des batonnets chez un patient
autiste et les membres de sa famille [285, 286], de méme que chez les enfants a haut risque
génétique de développer la schizophrénie ou le trouble bipolaire [283], ainsi que chez les patients
atteints de schizophrénie [281] suggére que cette anomalie pourrait représenter un biomarqueur de
risque pour certaines maladies psychiatriques distinctes.

La dépendance aux drogues

La dépendance aux drogues et a lalcool est fréquemment retrouvée chez les patients
atteints de maladies psychiatriques [287]. L’abus de drogues est caractérisé par des symptémes
oculaires comme la mydriase pupillaire, des hallucinations visuelles, de la diplopie, de I'excitation
nerveuse et des problémes d’accommodation visuelle [288]. Bien qu’elle soit fortement impliquée
dans le systéme de récompense et de dépendance, la dopamine s’avére la catécholamine la plus
exprimée dans la rétine [229, 289]. Dans le cas de la dépendance a la cocaine, il a été démontré qu'il
y a une inhibition de la recapture de la dopamine dans le neurone présynaptique, particuliérement
dans le systeme de récompense du cerveau ainsi que dans le noyau accumbens [290], ce qui
augmente I'effet de renforcement de cette drogue.
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Une étude sur les sujets dépendants a la cocaine en sevrage a démontré que 50 % des
sujets dépendants présentent une diminution de 'amplitude de 'onde b des cdnes bleus [291-293].
En fait, cette expérimentation a révélé que la moyenne des valeurs de 'amplitude de I'onde b des
cones bleus chez les patients dépendants est diminuée de moitié par rapport a la moyenne des
valeurs du groupe contrble. De plus, cette étude a rapporté que les patients dépendants avec un
ERG plus bas présentent une plus grande envie de consommer de la cocaine [294, 295]. Aussi, il a
été démontré que, chez ce groupe de patients dépendants, un traitement avec de la rispéridone
méne a une diminution significative du score total obtenu dans le « Cocaine Craving Questionnaire »
sans toutefois provoguer un changement ou une normalisation de 'ERG [296]. Egalement, dans une
série d’études longitudinales [291-293], 'ERG des patients dépendants a la cocaine a été mesuré a
toutes les deux semaines sur une durée totale de huit semaines et aucune différence n'a été
observée au cours de cette période, suggérant ainsi que la réduction de 'amplitude de la réponse
des cones bleus demeure stable, et ce, méme durant 'abstinence. Les auteurs de ces études ont
aussi rapporté que l'amplitude de l'onde b des cdnes bleus est presque doublée chez des
participants exclus de I'expérimentation suite a la découverte de la présence de cocaine dans leur
urine. Enfin, la réduction de 'amplitude de I'onde b des cdnes bleus a été significativement corrélée
avec la concentration cérébrospinale de HVA qui est un métabolite de la dopamine [297]. En fait, la
concentration de HVA était plus basse chez les patients dépendants qui présentaient une amplitude
de l'onde b des cones bleus plus basse. Somme toute, ces observations suggerent que 'ERG des
cones bleus pourrait servir de biomarqueur potentiel pour I'étude des fonctions dopaminergiques
ainsi qu'un outil permettant de différencier un sous-groupe de patients dépendants a la cocaine

présentant des signes physiologiques d’envie pour cette drogue [298].

Par ailleurs, dans une autre étude, des altérations non spécifiques du tracé d’ERG des cones
(acquis avec un fond lumineux qui ne sature pas le systéme des batonnets) et des batonnets ont été
observées chez des sujets qui ont fait usage d’héroine, de cannabis ou de cocaine [299].
Malheureusement, puisque ces sujets consommaient deux ou plusieurs de ces drogues
simultanément, aucune corrélation entre les résultats de 'ERG et le type de drogue utilisé ou la durée
de la dépendance n’a pu étre confirmée. Les auteurs de cette étude ont aussi relaté la piétre qualité
des tracés d’'ERG causée par le manque de coopération de la part des sujets participant a I'étude

ainsi que par la présence élevée d’artéfacts dus aux mouvements excessifs des paupiéeres. En tenant
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compte de tous ces résultats et dépendamment du protocole d’enregistrement de 'ERG utilisé, un
déficit au niveau du systeme des cdnes bleus pourrait s'avérer un biomarqueur de la dépendance
aux drogues, mais de plus amples études sur le sujet sont de mise pour faire la lumiere sur cette

signature biologique.

Considérations méthodologiques

Au moment de lenregistrement de I'ERG, plusieurs facteurs doivent étre pris en
considération. Par exemple, de nombreuses études suggérent que les agents pharmacologiques
peuvent moduler les parametres de 'ERG [230-235, 242, 300-303]. Par exemple, il a été démontré
que la déplétion de sérotonine par une injection intravitréale de 5,7-dihydroxytryptamine chez le
pigeon provoque une augmentation significative de I'amplitude de l'onde b des cbnes et des
batonnets [242]. Egalement, une autre étude sur le lapin a révélé que les paramétres de 'ERG
peuvent étre influencés par les drogues d’'une maniére dose-dépendante. En fait, il a été rapporté
que 'amplitude de l'onde b de la réponse mixte des cones et des batonnets est diminuée suite a
Iinjection intravitréale de A77636 qui est un agoniste des récepteurs dopaminergiques de type D1 a
une dose de 1 mg ou 0,5 mg, sans pour autant étre changée a une dose de 0,2 mg [232]. De plus,
dans des yeux perfusés de chat, il a été démontré que l'amplitude maximale de l'onde b est
augmentée suite a des injections d’une petite dose de fluphenazine, mais diminuée avec des plus
grandes doses de cette méme drogue [230]. Par ailleurs, chez 'humain, il a été observé que la prise
orale d’agents pharmacologiques qui bloguent les récepteurs dopaminergiques avec différentes
affinités pour les récepteurs D1 ou D2, comme la chlorpromazine, la fluphenazine et la
métoclopramide a différentes doses, provoque des effets divers sur les paramétres de 'ERG [233].
Plusieurs autres études ont aussi démontré que I'halopéridol, un antipsychotique atypique
frequemment utilisé, provoque une diminution de 'amplitude de I'onde b des cbnes et des batonnets
[234, 235, 301].

Dans le domaine de la psychiatrie, considérant qu’il s'avere pratiquement impossible de
recruter des patients qui ne sont pas médicamentés et que les patients prennent habituellement
plusieurs drogues pour leur thérapie, l'effet des agents pharmacologiques sur les fonctions

rétiniennes doit étre pris en compte sérieusement dans 'analyse des résultats. A ce moment, il est
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difficile de décrire précisément I'effet d'une drogue spécifique sur FTERG avec la littérature scientifique
seulement puisque les études pharmacologiques utilisent une grande variété de protocoles
d’enregistrement de 'ERG ainsi que des doses de drogues différentes. La variabilité des résultats de
ces études pharmacologiques pourrait étre expliquée par la sélectivité ainsi que par la dynamique

temporelle de I'effet des agonistes et des antagonistes pharmacologiques sur 'ERG [304].

Un survol de la littérature scientifique sur ce sujet révele aussi une grande variété dans les
protocoles d’enregistrement utilisés pour décrire les anomalies de 'ERG chez les patients atteints de
maladies psychiatriques. En outre, plusieurs études ont été effectuées il y a plus de 20 ans de cela et
il ne faut pas négliger le fait que la technologie utilisée dans le domaine de I'électrophysiologie
visuelle a grandement évolué depuis. Aussi, la plupart des protocoles utilisés ne comportent qu’un
seul flash pour stimuler la rétine, ce qui ne permet par d’analyser et de caractériser la dynamique de
la réponse rétinienne comme C'est le cas avec une courbe intensité/réponse. Cela dit, dans le cas de
certaines expérimentations, d'autres résultats auraient pu étre observés si un protocole de stimulation

lumineuse différent avait été utilisé.

Enfin, dans le cas des projets de recherche clinique, le recrutement des participants requiert
aussi une attention particuliere. Par exemple, il importe de jumeler les sujets a I'étude avec un
participant du groupe contrble de méme age, sexe et race puisque ces facteurs peuvent avoir un
impact sur les paramétres de 'ERG et ainsi entrainer un biais dans I'analyse des résultats [305]. Cela
va de soi puisque la réponse de 'ERG diminue avec I'dge [306] et les facteurs hormonaux ainsi que
la longueur axiale de I'ceil plus courte chez les femmes que chez les hommes sont reconnus pour
influencer les paramétres de 'ERG [307-309]. De plus, le type d’électrode utilisé peut influencer la
réponse de 'ERG. A titre d’exemple, I'électrode de type « gold foil » a le désavantage de se déplacer
facilement lors d'un clignement des yeux. De plus, il est crucial de toujours vérifier si I'électrode de
type DTL est bien placé tout au long de I'enregistrement de 'ERG lorsque celui-ci est positionné dans
le sac conjonctival étant donné qu’un déplacement pourrait augmenter la variabilité entre les individus
et ainsi influencer les valeurs des paramétres mesurés. Finalement, dans certaines études la pupille
des participants n’était pas dilatée et il est bien connu que la taille pupillaire peut avoir un impact sur
'ERG puisque moins de lumiére peut pénétrer dans I'ceil si la dilatation pupillaire est diminuée [310],
donc il importe de prendre en considération la taille de la pupille dans I'analyse des résultats.
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Résumé des observations et conclusion

Somme toute, ces observations indiquent que des changements dans les fonctions
rétiniennes peuvent étre associés a plusieurs maladies du cerveau. Ces anomalies de I'ERG
pourraient éventuellement servir de marqueurs ou d'indicateurs biologiques de certaines maladies
psychiatriques, particuliérement du trouble affectif saisonnier, de la schizophrénie, de 'autisme et de
la dépendance aux drogues puisque la majorité des patients atteints de ces troubles peuvent étre
différenciés des sujets contréles grace a la mesure de leurs fonctions rétiniennes. Un résumé de ces
anomalies est présenté dans la table 1.1. A la lumiére de ces résultats, il est possible de conclure
que : i) certaines anomalies de 'ERG peuvent étre spécifiques a certaines maladies psychiatriques,
tandis que d’autres de ces anomalies peuvent étre partagées par plusieurs maladies, ii) certaines
anomalies de 'ERG pourraient avoir une origine neurodéveloppementale puisqu’elles sont observées
durant I'enfance chez des individus a haut risque génétique de développer un trouble psychiatrique et
iii) certaines anomalies de 'ERG pourraient en partie ou totalement étre causées par la prise de

médication psychotrope.
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Table 1.1. Résumé des anomalies de 'ERG observées chez les patients atteints de maladies
psychiatriques (tiré et traduit de la référence 38)

Tro.ublle Type d’ERG Anomalies de 'ERG observées chez les patients Références
psychiatrique
{ amplitude de I'onde b en hiver (hommes et femmes
Cones et mélangés) 126
béatonnets ! latence de 'onde b en hiver (seulement chez les
. hommes)
Trz::)slg::;gft'f Batonnets { sensibilité des pé?onnets en hiver et normalisation en 197
(TAS) été .(c.hez les TAS-S) .
Batonnets J T50uV (sensibilité des batonnets) en hiver 91
Cones | amplitude de I'onde b en hiver
1T latence de I'onde b en hiver 128
Batonnets { sensibilité des batonnets en hiver
Cones { amplitude de I'onde b (patients non médicamentés) 280
| amplitude de I'onde a (patients médicamentés)
Cdnes ! amplitude onde a seulement (1 patient non 281
médicamenté depuis 6 mois)
. - Batonnets | amplitude des ondes a et b (patients médicamentés)
Schizophrénie { amplitude de I'onde a durant la phase aigué de la
Cones maladie et non aprés un suivi clinique de 8 semaines 202
(patients médicamentés stables)
Cones et Aucune anomalie (patients non médicamentés pendant 282
batonnets 2 semaines)
JmUb.le Cdnes Aucune anomalie (patients médicamentés) 202
ipolaire
Enfants a haut Batonnets { amplitude de 'onde b au Vmax
risque Tendance pour 7 latence de I'onde b au Vmax 283
_génétique (HR) Cones Tendance pour { de 'amplitude de 'onde a
Troubles a Scotopique
spectre faible lumiére 4 amplitude de I'onde b chez 48 % des patients 285
autistique bleue et rouge
Dépendance Cones bleus ! amplitude de I'onde b chez 50 % des sujets 291-298
aux drogues

Bien entendu, de plus amples études avec un plus grand nombre de sujets et utilisant des
protocoles standardisés sont de mise pour mieux caractériser et valider les anomalies de 'ERG chez
les patients atteints de maladies psychiatriques. De plus, il serait intéressant d’étendre ces
expérimentations sur des populations qui n'ont pas encore été étudiées comme les patients atteints
de dépression majeure. En terminant, puisque I'enregistrement de 'ERG est relativement non invasif,
de courte durée et peu colteux, celui-ci pourrait éventuellement servir d’outil pour l'investigation des

maladies du cerveau.
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1.4. Objectifs et hypothéses de la recherche

1.4.1. Objectif général

Puisqu’avoir acces directement au cerveau s'avére un véritable obstacle pour I'étude des
maladies psychiatriques, il importe de développer des approches alternatives pour investiguer les
fonctions du cerveau indirectement. La découverte de nouveaux biomarqueurs en psychiatrie
permettra éventuellement de procéder a un dépistage précoce des maladies, de complémenter le
diagnostic et de mieux orienter la thérapie. De plus, il importe que ces nouvelles techniques

d’investigation soient non invasives et relativement rapides afin d’assurer leur efficacité d'utilisation.

Comme la rétine fait partie du systéme nerveux central, il est suggéré qu’elle peut refléter les
désordres neurochimiques retrouvés dans les troubles mentaux et ainsi devenir un site
d’investigation de premier choix en psychiatrie. De plus, les nombreuses anomalies de 'ERG qui ont
déja été observées chez plusieurs populations de patients atteints de maladies du cerveau [38]
suggerent que celles-ci pourraient représenter des biomarqueurs de ces maladies. Cependant,
I'origine de ces anomalies demeure inconnue et I'objectif principal de cette thése est d’explorer les
origines moléculaires potentielles de ces déficits, et ce, grace a des modeles animaux de maladies

psychiatriques ou a un agent pharmacologique.

Afin d'investiguer les origines de ces anomalies, les molécules ciblées dans cette theése sont
la mélatonine, la dopamine centrale, la sérotonine centrale et GSK3. Ces molécules ont été choisies,
car de nombreuses études suggerent un réle de celles-ci dans la pathophysiologie de certaines
maladies mentales. A cet effet, les trois premiéres expérimentations présentées dans cette thése
sont des études d’ERG utilisant un agent pharmacologique ou des souris génétiquement modifiées.
Plus précisément, les deux premieres expérimentations ont pour objectif d'investiguer I'implication
des amines sur 'ERG et de vérifier si 'expression de celles-ci pourrait étre associée aux anomalies
de 'ERG qui ont été observées dans les maladies psychiatriques, dont le TAS. Pour leur part, les
deux dernieres expérimentations se penchent sur GSK3, qui est un facteur de risque pour la
schizophreénie et le trouble bipolaire, et ont pour objectif d'investiguer I'implication de cette protéine
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dans la modulation de 'ERG et dans la régulation des rythmes circadiens pour ainsi faire un paralléle

avec la voie dite « non visuelle » de la rétine.
1.4.2. Etude de I'impact de la prise de mélatonine orale sur 'ERG

L’'une des hypothéses émises pour expliquer I'étiologie du TAS est un débalancement de la
production de la mélatonine. A vrai dire, certaines études suggérent des anomalies dans la période
de sécrétion de cette hormone chez les sujets atteints du TAS [113, 311] et une expérimentation a
montré une association entre I'inhibition de la mélatonine et la rémission des symptomes dépressifs
chez ces personnes [114]. Puisque la mélatonine est sécrétée, entre autres, par la rétine, nous
émettons I'hypothése que cette hormone pourrait jouer un réle dans les anomalies de 'ERG qui ont
été observées dans le TAS. L'objectif principal de cette étude était d'évaluer I'effet sur lERG de la
prise d'une forte dose orale de mélatonine sur les systémes des cones et des batonnets et, dans le
cadre de cette thése qui traite des maladies psychiatriques, cette expérimentation nous informe sur

comment la mélatonine pourrait affecter 'TERG dans le TAS.

Pour ce faire, un ERG en condition photopique et scotopique a été mesuré sur des chiens
dans deux conditions : i) sans la prise de mélatonine qui correspond a la condition contréle et ii) suite
a lingestion de 90 mg de mélatonine. L’hypothése émise était que la prise d’'une forte dose de
mélatonine orale durant le jour, soit lorsquelle n’est physiologiquement pas présente dans
I'organisme, favoriserait le systéme des batonnets et diminuerait ainsi 'amplitude des ondes a et b du
systéme des cones. Or, cette hypothése a été confirmée partiellement puisque les résultats de cette
étude démontrent la présence d’'une diminution de 'amplitude des ondes a et b des cones et aussi
des Dbéatonnets suite a lingestion de mélatonine. En somme, cette étude suggere qu'une
augmentation de la sécrétion de la mélatonine pourrait expliquer en partie les anomalies de 'ERG qui
ont été observées chez les patients atteints du TAS, comme une diminution de 'amplitude de 'onde
b des cones, et que d’autres mécanismes entrent inévitablement en jeu dans les changements des

fonctions rétiniennes qui ont été rapportés dans ce trouble.
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1.4.3. Etude de I'implication de la sérotonine et de la dopamine centrale sur 'ERG

Plusieurs études suggérent limplication d’'une diminution de la sérotonine centrale [85, 86,
95-98] et d'une augmentation de la dopamine centrale [119, 158] dans les maladies psychiatriques,
dont le TAS. Il est aussi connu que plusieurs drogues utilisées en psychiatrie agissent directement
sur la signalisation par les récepteurs dopaminergiques de type D1R et D2R [52, 62]. De plus, de
nombreuses études ont démontré que les composés qui exercent leur mode d’action via les
récepteurs D1R et D2R influencent les paramétres de 'ERG [230-235, 242, 300-303]. Cela dit,
I'objectif de cette étude était d’évaluer si les anomalies de 'ERG observées chez les patients atteints
de maladies psychiatriques peuvent étre associées a des changements sérotoninergiques ou
dopaminergiques centraux ou a des altérations de la neurotransmission rétinienne de ces
monoamines. L’hypotheése émise était qu'une diminution de la sérotonine centrale et une
augmentation de la dopamine centrale provoqueraient des anomalies de 'ERG semblables a ce qui a
été retrouvé chez les personnes atteintes du TAS, sachant qu'un débalancement au niveau de la
neurotransmission de ces monoamines centrales pourrait étre potentiellement impliqué dans cette

maladie.

Pour ce faire, un ERG en condition photopique et scotopique a été mesuré sur quatre
modéles animaux différents. En premier lieu, deux modeles animaux qui présentent une dysfonction
monoaminergique centrale ont été utilisés. Premiérement, il y a les souris Tph2-KI qui ont une
diminution de ~80 % de I'expression de la sérotonine centrale avec aucun changement dans le
contenu tissulaire en sérotonine dans la rétine. Puisque le polymorphisme de Tph2 retrouve chez ces
souris est associé a la dépression [48], I'hypothése de départ était que les souris Tph2-Kl
présenteraient les mémes anomalies de 'ERG que celles qui ont été rapportées chez les personnes
atteintes du TAS, cest-a-dire une diminution de la sensibilité du systeme des béatonnets, une
augmentation de la latence de 'onde b des cones et une diminution de 'amplitude de I'onde b des
cones. Or, cette étude demontre plutdt la présence seulement d’'une augmentation de la latence de
I'onde b des cdnes chez les souris Tph2-Kl, ce qui corrobore partiellement les résultats de 'ERG qui
ont été observés chez les sujets atteints du TAS. Deuxiémement, il y a les souris DAT-KO qui
présentent une augmentation (5X) de la concentration de la dopamine extracellulaire centrale avec

aucun changement dans le contenu tissulaire en dopamine dans la rétine. D'apres I'étude chez le
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chat sur l'effet positif d’un antagoniste dopaminergique sur la sensibilité rétinienne [230], 'hypothése
émise au départ était que les souris DAT-KO présenteraient une diminution de la sensibilité des

batonnets et cette hypothése a été confirmée.

En second lieu, pour investiguer le réle des récepteurs dopaminergiques D1R et D2R dans
'ERG, des souris knockout pour I'un ou l'autre de ces récepteurs ont été utilisées. Des études
pharmacologiques ont démontré que des antagonistes de D1R [232, 233, 312] et D2R [233-239]
provoquent une diminution de I'amplitude de l'onde b de 'ERG des cdnes et des batonnets et
I'hypothese de cette expérimentation était que les souris D1R-KO et D2R-KO présenteraient ces
mémes phénotypes. Or, cette hypothése a été confirmée en partie puisque cette étude rapporte une
diminution de I'amplitude de I'onde b des cones et des batonnets, ainsi qu'une augmentation de la
latence de 'onde b des cones chez les souris D1R-KO, tandis que seule une plus grande contribution
relative des OPs a 'amplitude de I'onde b des cbnes est observée chez les souris D2R-KO.

En somme, les résultats rapportés avec les souris Tph2-KI et DAT-KO corroborent certaines
anomalies de 'ERG qui ont été observées dans le TAS, ce qui suggére que des dysfonctions
monoaminergiques centrales pourraient étre partiellement impliquées dans ces anomalies de 'ERG.
Les observations de la présente expérimentation ainsi que de I'étude précédente de cette thése
permettent de proposer un modéle multifactoriel qui regroupe a la fois la mélatonine, la sérotonine
centrale et la dopamine centrale et qui pourrait expliquer les anomalies de 'ERG qui ont été

retrouvées dans le TAS.

1.4.4. Etude de I'implication de GSK3 sur 'ERG

Au moment ou les deux premiéeres études étaient en cours, un article démontrant la présence
d’'une diminution de I'amplitude de 'onde b des batonnets chez des enfants a haut risque (HR)
génétique de développer la schizophrénie ou le trouble bipolaire a été publié [283]. Par ailleurs, cette
anomalie des batonnets a aussi été retrouvée chez les patients atteints de schizophrénie en plus
d’une diminution de I'amplitude des ondes a et b des cones [202, 281]. Sachant que GSK3 est un
facteur de risque pour la schizophrénie et le trouble bipolaire [17, 138, 141], I'objectif de cette étude

est de déterminer si ces anomalies de 'ERG peuvent étre associées a I'expression de GSK3.
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Pour la réalisation de cette étude, un ERG en condition photopique et scotopique a été
mesuré sur les souris GSK3a*-, GSK3a, prpGSK3p et GSK3B*- qui présentent des changements
dans I'expression de 'isozyme a ou f de GSK3. Puisqu'il est suggéré que GSK3 est suractivée dans
le cas de la schizophrénie [17, 138, 141], 'hypothése émise au départ était qu’'une surexpression de
GSK3, telle qu'observée chez les souris prpGSK3B, provoquerait les mémes anomalies de 'ERG qui
ont été observées chez les patients atteints de schizophrénie. Or, cette étude démontre plut6t que les
souris prpGSK3 présentent la méme anomalie de 'ERG que les HRs, c’est-a-dire une diminution de
I'amplitude de I'onde b des batonnets. D’ailleurs, ce phénotype est renversé par l'inhibition de GSK3a
ou [ tel qu’observé respectivement chez les souris GSK3a’- et GSK3p*-. En somme, ces résultats
démontrent une association entre 'amplitude de I'onde b de 'ERG et I'expression de GSK3. De plus,
cette étude suggeére que GSK3B pourrait étre surexprimée chez les HRs avant méme le début de la
maladie et étre a l'origine de la diminution de I'amplitude de I'onde b qui a été observée chez ces

personnes.
1.4.5. Etude de I'implication de GSK3 dans I'horloge biologique

En plus de présenter des anomalies de 'ERG, il a été rapporté que les patients atteints de
maladies psychiatriques présentent aussi des dysfonctions circadiennes [188, 189]. Dailleurs, il a été
démontré que le stabilisateur d’humeur lithium, qui est couramment utilisé en psychiatrie, module
I'horloge biologique [191-194]. De ce fait, l'inhibition directe qu'il exerce sur GSK3 [77] a été suggérée
comme mécanisme pour expliquer son effet sur I'horloge biologique. L’objectif de cette derniere
étude est d'investiguer si l'inhibition génétique de GSK3p reproduit le phénotype circadien observé
suite & la prise de lithium chez les rongeurs, c’est-a-dire une augmentation de la période locomotrice

circadienne.

Pour la réalisation de cette étude, I'activité locomotrice circadienne sous noirceur constante a
été mesurée chez des souris haploinsuffisantes pour GSK3p (souris GSK3[3*-) afin d'évaluer la durée
de leur période circadienne intrinséque. Ce modéle animal a été choisi puisque leur mutation
génétique reproduit I'effet direct du lithium, c’est-a-dire une diminution de I'expression de GSK3p.
L’hypothése émise au départ était donc que les souris GSK3B*- allaient présenter une période

circadienne intrinséque plus longue semblable a ce qui a été observé chez les rongeurs suite a la
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prise de lithium. Somme toute, cette hypothése a été confirmée, car une augmentation de la période
locomotrice circadienne est rapportée chez les souris GSK3B*-, ce qui suggere un réle de GSK3B

dans la régulation de I'horloge biologique.

Les descriptions détaillées des protocoles, des analyses et des conclusions pour ces quatre
expérimentations sont présentées dans les chapitres 2 a 5 qui suivent. La portée scientifique de ces
études ainsi que les mécanismes potentiellement a l'origine des observations qui en découlent sont

ensuite discutés dans le chapitre 6.
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CHAPITRE 2 : NEGATIVE IMPACT OF MELATONIN INGESTION ON
THE PHOTOPIC ELECTRORETINOGRAM OF DOGS

Premier article

Publié dans Neuroscience Letters (2013) 543:78-83

Utilisation de cette publication autorisée par Elsevier
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Résumé

La sécrétion de mélatonine suit un rythme circadien entrainé par le cycle lumiére/noirceur et
permet de promouvoir la sensibilité a la lumiére durant la nuit. Il a été suggéré que la mélatonine et la
dopamine présente une inhibition réciproque qui contribuerait a I'alternance entre la vision de jour et
la vision de nuit. L’objectif de cette étude est d’investiguer I'impact de I'ingestion d’'une dose élevée
de mélatonine sur I'électrorétinogramme (ERG) des chiens mesuré en condition photopique et
scotopique, et ce, durant le jour lorsque la mélatonine n'est pas naturellement présente dans
I'organisme. La courbe intensité/réponse de 'ERG photopique et scotopique de sept chiens de race
beagle anesthésiés (trois males et quatre femelles) a été obtenue dans deux conditions différentes :
une sans mélatonine (contréle) et une suite a 'administration orale de mélatonine (dose de 90 mg).
Le Vmax (qui représente 'amplitude maximale de I'onde b) et le logK (qui représente la sensibilité
rétinienne) ont été dérivés des courbes intensité/réponse obtenues. L’'ERG flicker a aussi été
enregistré. En condition photopique, 'amplitude de I'onde a (contrble : -126,90 pV; mélatonine :
-49,64 uV; p <0,001) et le Vmax (controle : 252,50 yV; mélatonine : 115,40 pV; p < 0,001) ont été
diminués suite a l'ingestion de mélatonine. Une réduction significative de 'amplitude de 'ERG flicker
a aussi été observée suite a l'ingestion de mélatonine. En condition scotopique, une différence
globale a été démontrée avant et aprés l'ingestion de mélatonine pour les amplitudes des ondes a et
b, mais aucun changement significatif n'a été observé pour le Vmax. Somme toute, l'ingestion d’une
dose élevée de mélatonine durant le jour diminue I'amplitude des ondes a et b du systéme
photopique, mais n’a aucun impact sur la latence de ces ondes. Cet effet négatif de la mélatonine sur

le systéme des cones pourrait servir a promouvoir la vision de nuit.
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Abstract

Melatonin follows a circadian rhythm entrained by the light/dark cycle and plays a role in
promoting light sensitivity at night. It has been suggested that melatonin and dopamine reciprocal
inhibition may contribute to the switch between day and night vision. The purpose of this study was to
investigate the impact of a high dose of melatonin administration on the photopic and scotopic
electroretinogram (ERG) of dogs in the daytime, when it is not thought to be present. Photopic and
scotopic ERG luminance response functions were obtained from 7 anaesthetized beagle dogs (3
males, 4 females), once without melatonin (control) and once after oral administration of melatonin
(90mg/dog). Vmax (maximal b-wave amplitude achieved) and logK (retinal sensitivity) were
calculated from the derived luminance response function. Photopic flicker ERG was also recorded. In
photopic condition, a-wave amplitude (control: -126.90 uV; with melatonin: -49.64 pV ; p < 0.001) and
Vmax (control: 252.50 pV ; with melatonin: 115.40 yV ; p < 0.001) were decreased. A significant
reduction of the photopic flicker ERG amplitude was observed after melatonin ingestion. In scotopic
condition, an overall difference was reported before and after melatonin ingestion for the a- and b-
wave amplitude, but no change was significant for Vmax. Melatonin ingestion at a high dose during
the day decreases the photopic amplitude of a- and b-wave, but has no impact on implicit time. This

negative impact of melatonin on photopic system may serve to promote night vision.

Keywords: Melatonin; Electroretinogram; Retina; Cones; Dog
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Introduction

The light/dark cycle is known as the most important environment synchronizer of the
circadian pacemaker in mammals. Melatonin is a highly conservated molecule present in all studied
species [1] and it is considered as an internal zeitgeiber for the circadian system [2]. Its level is known
to be high during the night and low during the day and its production can be suppressed by light
exposure to the eyes [3]. This hormone is excreted for the most part by the pineal gland at night, but it
is also produced in several structures of the eye such as the lens [4], the iris, the ciliary body [9], the
lacrimal glands [6] and the photoreceptors of the retina [7]. Melatonin precursor, L-tryptophan, is also
present is some foods [8] and it can be ingested, as in the present experiment. It is also commonly
used as a chronic self-medication for sleep or circadian disorder treatment [9].

Many studies raised the possibility of the existence of a biological clock in the eye. It has
been demonstrated that melatonin and dopamine production as well as their reciprocal inhibition
follow a circadian rhythm that appears to be entrained by the light/dark cycle and may contribute to
the switch between day and night vision [10]. In fact, in the retina, dopamine production has been
shown to be triggered by light and produced during the daytime [11] whereas melatonin secretion
increases during the night darkness. Therefore, as dopamine and melatonin act as mutual
antagonists [12], the production of retinal dopamine during the day seems to promote the cone
system, as measured in the iguana, [13] whereas the production of retinal melatonin during the night

seems to favor the rod system, as measured in the chick [14].

The circadian changes in retinal function can be assessed using the electroretinogram (ERG)
technique which allows direct assessment of cone and rod system by recording the light-evoked
electric potential originating from the retina in response to standardized flash stimuli. It has been
demonstrated that, in entrained eyes, the rod driven b-wave amplitude was lower in the morning [15,
16]. A shorter b-wave implicit time was observed during the day, with no change in ERG amplitude in
photopic condition [17, 18]. A study also reported an increase of photopic b-wave amplitude at noon
[19]. However, the origin of these changes is still unclear and it is suggested that dopamine and
melatonin are implicated in these circadian changes [13, 20-24].
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A study by Gagné et al. [21] investigated the impact of oral melatonin on the human ERG
cone response. It was demonstrated that the cone maximal response was decreased by about 8%
and the b-wave implicit time lengthened following the ingestion of 15 mg of melatonin. This result was
consistent with the suggestion that when melatonin is taken during the daytime, when it is thought not
to be present, it acts as inhibitor of retinal dopamine which is a promoter of day vision through the
cone system. Rod function was however not assessed and therefore it is not known if it would be
affected by the presence of melatonin. The goal of this experiment was to investigate the impact of

oral melatonin administration at high dose on the photopic and scotopic ERG of beagle dogs.

Materials and Methods

Animals

All experiments were conducted in accordance with the Association for Research in Vision
and Ophthalmology Statement for the use of animals in ophthalmic and vision research and were
approved by our local animal care committee. 7 beagle dogs, 4 males (weight: 9-12 kg, age: 18-20
months) and 3 females (weight: 9-12 kg, age: 18-20 months) were used for this study. Every dog was
healthy and had a complete physical examination, including an ophthalmological assessment 72 h
prior to the recording of the ERG. Animals were housed individually on a 12-hours light/dark cycle

with a constant luminance background of 30 cd/m? inside the cages.

ERG Recordings

The method for ERG recordings was previously described [25]. Binocular, full field ERGs
were recorded in photopic and scotopic conditions from dogs on two occasions: once without
melatonin (control condition) and once 60 minutes following melatonin (Natrol®) administered orally at
a dose of 90 mg/dog, per os. All animals were anaesthetized using a single intramuscular injection of
a mixture of ketamine (5 mg/kg, Imalgene® 1000, Mérial, France) and medetomidine (0.2 mg/kg,
Domitor®, Pfizer, France) 5 minutes after melatonin ingestion. Corneal hydration was maintained
throughout the entire procedure with the use of carbachol (Ocrygel®, TVM, France) applied over the
entire cornea. Rectal temperature and heart rate were regularly monitored. All ERGs were recorded
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between 8:30 and 12:30. The two conditions were tested with an interval of 8 days and at the same
time than the previous recording to avoid circadian variability. The flash retinal responses were
evoked at 15 different increasing intensities ranging from -3.39 log cd-s'm?2 to 0.81 log cd-s'm?2
(difference of 0.3 log cd-s'm2 between each intensity) presented first in scotopic condition, following a
32 minutes dark-adaptation period, and then in photopic condition (luminance background of 30
cd/m2) following a 16 minutes light adaptation process. The photopic flicker retinal responses were
evoked at 4 different temporal frequencies (6 Hz, 12 Hz, 20 Hz and 30 Hz) delivered for 16 seconds.

Flicker ERG was assessed at the end of the flash photopic ERG recording.

Data Analysis

The ERG response is composed of a negative component called the a-wave, followed by a
large positive component, called the b-wave. The a-wave is generated mainly by the photoreceptors,
whereas the b-wave originated mostly from the ON-bipolar cells. By convention, a-wave amplitude is
measured from the baseline to trough, and the b-wave from the trough of the a-wave to the peak of
the b-wave. Implicit times were measured from flash onset. As per Hébert et al. [26], the amplitudes
of the b-waves were plotted against flash luminance in order to generate the photopic and scotopic
luminance response function (LRF) from which two parameters were derived, namely Vmax, which
refers to the saturating b-wave amplitude observed in the luminance response function, and logK
which is interpreted as retinal sensitivity and represents the intensity necessary to reach half of the

Vmax. Beside the b-wave, a-wave amplitude, a- and b-wave implicit times were also measured.

The reproducibility of the ERG recording method has already been discussed [25]. For each
animal, the response obtained from each eye was reported separately. In order to determine if there
is any statistical difference between both eyes, a Student paired t-test (p < 0.05) was performed for
every response obtained between left and right eye. No significant difference was found for any dogs,
so the averaged response of both eyes was calculated and reported in the results section. Repeated-
measures analyses of variance (ANOVAs) were performed to assess the effect of treatment in all the
ERG parameters (a- and b-waves amplitudes and implicit times) in photopic and scotopic conditions.
Analysis of the ERG also included the logK and this variable was analyzed with paired t-tests. All

analyses were conducted using SPSS for Windows, version 15.0 (SPSS Inc., Chicago, lllinois)
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(*: p<0.05; *: p<0.01; **: p <0.001). Standard deviations (SD) of the means are presented in the

text with the averaged values of all parameters.

Results

Figure 2.1 presents a typical example of photopic ERG waveforms obtained before and after
melatonin ingestion. At first sight, an important decrease of a-wave and b-wave amplitudes can be
observed. The mean photopic LRF for absolute a-wave and b-wave amplitudes are also shown in
figure 2.1. A significant group difference was found [F(1,12) = 57.913 , p < 0.001] for the a-wave
amplitude and, consequently, the maximal a-wave amplitude was decreased following melatonin
ingestion (-49.64 + 15.69 uV; p < 0.001) compared to the control condition (-126.9 £ 16.45 pV). A
significant overall difference was also observed before and after melatonin ingestion
[F(1,12) =59.353, p < 0.001] for the b-wave amplitudes resulting in a Vmax amplitude much
diminished after melatonin ingestion (115.40 £ 28.27 pV; p < 0.001) when compared to control
condition (252.50 + 44.17 uV). Post-hoc comparisons showed that a- and b-wave amplitudes were
decreased following melatonin ingestion at almost every intensity used to generate the LRF. No
significant change was reported in a-wave implicit time [F(1,12) = 1.803, p = 0.204], b-wave implicit
time [F(1,12) = 2.198, p = 0.164] and in logK value before (-1.036 £ 0.15 log units) and after (-1.097 £
0.32 log units; p = 0.619) melatonin ingestion. The individual results of the dogs for the photopic ERG

parameters are presented in table 2.1.

The results of photopic flicker ERG are presented in figure 2.2. A typical example of flicker
ERG waveforms before and after melatonin ingestion is also presented. A significant overall
difference was reported between the two groups [F(1,12) = 14.074, p = 0.003]. All animals showed a
significant reduction in flicker amplitude after melatonin ingestion at the 6 Hz frequency (before
melatonin: 69.14 + 17.55 pV; after melatonin: 49.64 + 13.20 pV; p = 0.006), 12 Hz frequency (before
melatonin: 80.57 + 15.62 pV; after melatonin: 58.57 + 6.52 pV; p = 0.002), 20 Hz frequency (before
melatonin: 100.20 £ 13.00 pV; after melatonin: 70.36 + 14.35 yV; p = 0.002) and at the 30 Hz
frequency (before melatonin: 89.93 + 17.59 pV; after melatonin: 61.00 £ 19.14 pV; p = 0.005). The
maximal flicker amplitude was obtained at a frequency of 20 Hz in both conditions. The individual
results of the dogs for the photopic flicker ERG are presented in table 2.2.
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Figure 2.3 shows a typical example of scotopic ERG waveform recorded in the control
condition and after melatonin ingestion. The mean scotopic LRF for absolute a-wave and b-wave are
also reported in figure 2.3. A significant overall difference before and after melatonin ingestion was
reported [F(1,12) = 4.763, p = 0.050] for the a-wave amplitude, but the post-hoc comparison revealed
that none of the points on the LRF was found to be significant before and after melatonin ingestion. a-
Wave maximal amplitude was also decreased after melatonin ingestion (-230.30 + 60.42 pV)
compared to the value obtained before ingestion (-306.90 + 59.35 uV), but this change was not
significant (p = 0.058). A significant difference was also reported [F(1,12) = 5.084, p = 0.044] for the
b-wave amplitude and post-hoc comparisons revealed a significant change at some intensities used
to generate the LRF. Vmax was however not significantly changed following melatonin ingestion
(437.60 £ 103.40 pV; p = 0.069) compared to the control condition (519.50 £ 70.47 pV). This
represents a decrease of about 16% between the 2 conditions, albeit high inter-subjects variability
was also observed. No change could be observed in a-wave implicit time [F(1,12) = 0.28, p = 0.602],
b-wave implicit time [F(1,12) = 0.072, p = 0.793] and in logK value before (-0.91 + 0.12 log units) and
after (-0.82 + 0.18 log units; p = 0.619) melatonin ingestion. The individual results of the dogs for the
scotopic ERG parameters are presented in table 2.3.

Discussion

In the present study, we demonstrated that melatonin administered orally at a dose of 90 mg
can dramatically impact the cone response in dogs. More precisely, the maximal amplitude of a- and
b-wave was decreased by about 61% and 54% respectively after melatonin ingestion. Photopic flicker
ERG amplitudes were also significantly decreased at every frequency tested, with the maximal flicker
amplitude obtained at 20 Hz at which frequency an important decrease of about 30% was observed.
In scotopic condition, a smaller decrease of about 16% in Vmax was observed although it was not
significant. Interestingly, the a- and b-wave amplitudes were the only parameters changed in our
experiment, suggesting that implicit time and retinal sensitivity as measured with the logK are not
affected following melatonin ingestion. Noteworthy, all animals had a complete clinical examination
after the ERG and no ophthalmic and visual sign of toxicity was observed (data not shown).

Our results corroborate other studies suggesting that exogenous melatonin administration
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can reach the eye through general circulation. For example, it has been demonstrated that melatonin
ingestion in humans [20, 21] and muscular injection of melatonin in domestic fowls [22] can impact
the retinal response. Our ERG investigation clearly suggests that circulating melatonin can reach the
eye and affect the retinal response.

The circadian secretion of melatonin in the eye is well described [27]. One of the advantages
in our study is that direct implication of melatonin on the ERG response was measured without any
influence of its normal circadian secretion because it was ingested during the day, when it is not
thought to be secreted. A similar study [21] was performed on humans and demonstrated analogous
results such as a decrease of the maximal cone response following melatonin ingestion. This
decrease was about 8%, but the dose ingested (15 mg) is much lower than the dose we used on
dogs. Also, since this experiment was performed in photopic condition only, we do not know if
melatonin ingestion can impact the human scotopic ERG as observed in the present study with dogs.
In another study in human, Emser et al. [20] reported a decrease of the b-wave maximal amplitude in
both photopic and scotopic condition following the ingestion of 10 mg of melatonin. But, as mentioned
by Gagné et al. [21], it is not clear that melatonin had any impact on rods since, in the scotopic
condition, a mixed cone-rod response was triggered with the use of a bright red flash. Another
experiment on the green iguana also demonstrated that melatonin reduces the cone driven b-wave
amplitude according to the dose administered [13]. A similar result was reported in the domestic fow!
where b-wave amplitude was decreased following melatonin muscular injection [22]. Altogether, these
results clearly indicate that melatonin administration during the day can impact the cone system as
measured with the ERG. The rod system could be affected, but to a lesser extend and it is possible
that the reduction reported could still be linked to the cone system when using a flash which triggers a

mixed rod-cone response.

Some studies on humans also demonstrated a correlation between the level of endogenous
melatonin according to its circadian secretion and the maximal response of the ERG. For example, a
slight but not significant decrease in the cone b-wave was reported in humans at 23:00 h that is at a
time when melatonin is thought to be secreted. [23]. But since melatonin reaches its secretion peak at
3:00-4:00 h, a stronger decrease would have been expected if the ERG would have been performed
in the middle of the night [28]. Of interest, the dynamics of the photopic hill of the ERG recorded in the
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evening, revealed that the descending part of the photopic hill seems more affected than the
ascending portion [23], suggesting a different impact of melatonin secretion on the ON and OFF
pathways [29, 30]. Rufiange et al. [24] observed a significant negative correlation between the ERG
amplitude and the salivary melatonin concentration for the scotopic mixed a- and b-wave as well as
the photopic b-wave. In fact, they demonstrated that ERG amplitudes were lower in the morning in
evening-type people in which circulating melatonin is higher due to the delayed rhythm whereas, ERG
amplitude were higher in morning-type people because of lower melatonin production. Marcus et al.
[31] confirmed that when circulating melatonin levels are low between 9:00 h and 16:00 h, no
circadian variations of ERG amplitudes are observed. Altogether, these results suggest that
endogenous melatonin, as well as melatonin administration, can impact the retinal function as
assessed with the ERG.

Many studies demonstrated that melatonin and dopamine show reciprocal inhibition as an
adaptive mechanism to facilitate the appropriate system to generate vision [32-34]. However, a
limitation in our study is that nothing about dopamine was measured, but some mechanisms which
could explain our results were already described. In fact, it is suggested that dopamine produced
during the day bias the system in favor of the cones [13], whereas retinal melatonin produced at night
has the opposite effect and promotes the rod system [14]. This cycle shows a 24h-rhythm with
melatonin showing a peak during the dark phase and dopamine being stimulated by light [27]. The
circadian clock driving this process is located within the retina with melatonin receptors (MT1) located
on several retinal cells suggesting a direct effect of this hormone on cone and rod systems and
dopamine production [35]. Also, it has been demonstrated that communication between rods and
cones is mediated trough gap junctions that are under the control of dopaminergic D2 receptors.
These gap junctions are absent when dopamine is produced during daytime and are present at night,
when dopamine is suppressed by melatonin [11]. A study on mudpuppy showed that dopamine
antagonists enhance horizontal cell coupling, a process which contributes to regulate and integrate
the input from multiple photoreceptors [36]. This mechanism could explain the decrease in the cone
maximal response knowing that dopamine inhibition by melatonin would increase horizontal cell

coupling with rods, yielding a decrease in cone functioning [37].
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Conclusion

In summary, we demonstrated that melatonin ingestion at a dose of 90 mg during the day,
when it is not thought to be present, clearly decreases the photopic maximal amplitude of a- and b-
waves, but has no impact on the implicit time and the retinal sensitivity. However, visual function tests
would be needed to determine whether or how vision might be negatively impacted by ingesting oral
melatonin during the day because a change in ERG does not necessarily translate to a meaningful
deficit in vision or visibility. Considering that melatonin is commonly used to treat jetlag [9] and sleep
disorders with doses ranging from 0.03 mg to 85 mg [38] its use as a chronic self-medication must be

taken into consideration due to its negative impact on cone functioning.
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Table 2.1. Individual results of the dogs in photopic condition. Dogs 1 to 3 are females and dogs 4 to
7 are males. The mean result for all parameters before (control) and after melatonin ingestion as well
as their difference are presented with the standard deviation (SD).

ERG parameters Dogs Control Melatonin Difference
1 2109.00 -36.00 73.00
2 2109.50 -36.00 7350
Swave 3 117 50 -30.50 87.00
. . 4 2154.00 5450 99.50
Maximal Amplitude 5 138,50 73.00 65.50
(V) 6 213350 5750 76.00
7 2126.50 60.00 66.50
Mean 126901645 | -49.64%15.60 77.20 £ 12.09
1 25550 105.50 150.00
2 24150 88.50 153.00
3 239.50 85.00 15450
Vmax 4 215.00 107.00 108.00
(V) 5 198.00 11450 8350
6 327.00 14950 177.50
7 291.00 158.00 133.00
Mean 25250 £4417 | 11540%2827 | 137.10%31.86
1 7.00 9.00 2.00
2 8.00 8.00 100
o 3 7.00 7.00 0.00
A - 1
a 5 7.00 9.00 2.00
(ms) 6 8.00 8.00 0.00
7 8.00 9.00 1,00
Mean 7.36 £ 0.63 8.36 £ 0.75 114 % 0.90
1 26.50 24.50 2.00
2 2750 26.50 1.00
o 3 27.00 34.00 7.00
b-wave Implicit time 4 30.50 30.00 050
at Vmax 5 26.00 27,50 150
(ms) 6 24.50 2450 0.00
7 23.00 28.00 5.00
Mean 26.43 % 2.37 27.86 % 3.34 243 %259
1 1.06 20.99 0.07
2 116 21,36 0.20
3 .27 110 017
logK value 4 20.88 043 0.45
(log units) 5 20.99 21,34 0.35
6 20.82 1.23 0.41
7 11.08 1.23 0.15
Mean 1.04£0.16 110 £0.32 0.26 % 0.14
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Table 2.2. Individual results of the dogs for the photopic flicker ERG. Dogs 1 to 3 are females and
dogs 4 to 7 are males. The mean amplitude at every frequency before (control) and after melatonin
ingestion as well as their difference are presented with the standard deviation (SD).

. . Flicker Amplitude (uV) .
Flicker Frequencies Dogs Control Melatonin Difference
1 75.50 71.00 4.50
2 66.00 44.00 22.00
3 66.00 50.00 16.00
6 Hz 4 57.50 44.50 13.00
5 41.50 28.00 13.50
6 96.50 52.50 44.00
7 81.00 57.00 24.00
Mean 69.14 + 17.55 49.64 +13.20 19.57 £ 12.53
1 90.00 57.50 32.50
2 69.50 52.50 17.00
3 72.00 59.00 13.00
12 Hz 4 77.50 52.50 25.00
5 64.00 56.00 8.00
6 110.50 71.50 39.00
7 80.50 61.00 20.50
Mean 80.57 + 15.62 58.57 + 6.52 2214 +£10.90
1 113.00 58.00 55.00
2 99.50 66.50 33.00
3 95.50 82.00 13.50
20 Hz 4 85.00 46.50 38.50
5 84.50 72.50 12.00
6 118.00 86.00 32.00
7 106.00 81.00 25.00
Mean 100.20 + 13.00 70.36 * 14.35 29.86 +14.90
1 95.50 47.50 48.00
2 78.00 62.00 16.00
3 75.00 67.00 8.00
30 Hz 4 77.00 25.00 52.00
5 78.50 66.50 12.00
6 105.00 76.00 29.00
7 120.00 82.50 37.50
Mean 89.93 +17.59 61.00 + 19.14 28.93 +17.61
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Table 2.3. Individual results of the dogs in scotopic condition. Dogs 1 to 3 are females and dogs 4 to
7 are males. The mean result for all parameters before (control) and after melatonin ingestion as well
as their difference are presented with the standard deviation (SD).

ERG parameters Dogs Control Melatonin Difference
1 -317.00 -206.00 111.00
2 -190.00 -259.00 69.00
3 -277.00 -214.00 63.00
_a-wave 4 -353.50 -136.00 21750
Maximal Amplitude 5 369,50 33150 38.00
(uV) 6 321,50 2209.50 112.00
7 -320.00 -256.00 64.00
Mean -306.90 + 59.35 -230.30 + 60.42 96.36 + 59.79
1 607.00 458.00 149.00
2 450.00 532.50 82.50
3 528.50 452.00 76.50
Vmax 4 442.00 218.00 224.00
(V) 5 461.00 421.50 39.50
6 604.50 476.00 128.50
7 543.50 505.00 38.50
Mean 519.50 + 70.47 437.60 £ 103.40 105.50 * 66.68
1 7.00 7.50 0.50
2 7.00 7.00 0.00
e 3 7.50 7.00 0.50
a-wave Implicit time 4 700 700 0.00
at Maximal Amplitude 5 7:00 7:00 0:00
(ms) 6 7.00 8.00 1.00
7 8.00 7.50 0.50
Mean 7.21£0.39 7.29 £0.39 0.36 £ 0.38
1 30.00 29.50 0.50
2 29.00 28.00 1.00
e 3 33.00 27.00 6.00
b-wave Implicit time 4 30.00 30.00 0.00
at Vmax 5 28.00 2550 250
(ms) 6 2250 28.00 550
7 30.00 30.00 0.00
Mean 28.93 +3.22 28.29 +1.68 2.21 £ 2.56
1 -0.80 -0.99 0.19
2 -0.97 -0.89 0.08
3 -0.76 -1.06 0.30
logK value 4 -1.02 -0.60 0.42
(log units) 5 -1.04 -0.76 0.28
6 -0.97 -0.61 0.36
7 -0.79 -0.87 0.08
Mean -0.91+0.12 0.83+0.18 0.24 £0.13
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Figure 2.1. Photopic ERG of dogs before and after melatonin ingestion. Example of the ERG
waveform of a male dog before (A) and after (B) melatonin ingestion. Mean (n = 7) luminance-
response functions of absolute a-wave (C) and b-wave (D) showing the photopic ERG of dogs during
control condition and following melatonin ingestion. Error bars represent the standard deviation of the
mean.
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mean.
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Résumé

Problématique : Des dysfonctions de la neurotransmission dopaminergique et sérotoninergique
dans le cerveau pourraient étre impliquées dans I'étiologie des maladies psychiatriques et des
anomalies de I'électrorétinogramme (ERG) ont été observées chez les patients atteints de maladies
du cerveau. L'objectif de cette étude est d’évaluer si ces anomalies de 'ERG sont provoquées par
des dysfonctions de la dopamine et de la sérotonine centrale ou par des changements dans la
biodisponibilité rétinienne de ces neurotransmetteurs.

Méthode : Un ERG en condition photopique et scotopique a été enregistré sur des souris knockin
pour la tryptophane hydroxylase 2 (Tph2-Kl) avec la mutation R439H qui présentent une diminution
de ~80 % de la sérotonine centrale ainsi que sur des souris knockout pour le transporteur de la
dopamine (DAT-KO) qui ont une augmentation (5X) de la concentration extracellulaire de dopamine
dans le cerveau. Les contenus tissulaires en dopamine et en sérotonine dans la rétine et dans le
striatum ont aussi été mesureés. Le réle des récepteurs dopaminergiques D1 (D1R) et D2 (D2R) dans
la réponse rétinienne a été étudié avec les souris D1R-KO et D2R-KO.

Résultats : Une augmentation de la latence de 'onde b en condition photopique a été observée chez
les souris Tph2-KI (WT = 24,25 ms, Kl = 25,22 ms; p = 0,011). Les souris DAT-KO présentent une
diminution dans la sensibilité des batonnets (WT = -1,97 unités log, KO = -1,81 unités log; p = 0,014).
Contrairement aux altérations marquées des contenus tissulaires en dopamine et en sérotonine dans
leur striatum, aucun changement dans le contenu tissulaire de ces neurotransmetteurs n’a été
observé dans la rétine de ces modeles animaux. Les souris D1R-KO présentent des anomalies de
I'amplitude maximale de 'ERG en condition photopique et scotopique, tandis que les souris D2R-KO
ont une plus grande contribution relative des potentiels oscillatoires dans 'amplitude de 'onde b.
Conclusion : Des altérations dans la neurotransmission dopaminergique et sérotoninergique
centrale peuvent affecter la réponse de 'ERG. Les anomalies de 'ERG observées chez les patients
atteints de maladies psychiatriques pourraient donc servir de biomarqueurs pour la transmission
monoaminergique centrale, ce qui confirme que 'ERG s’avére un outil de choix pour la recherche en

psychiatrie.

88



The Electroretinogram as a Biomarker of Central Dopamine and Serotonin:

Potential Relevance to Psychiatric Disorders

Joélle Lavoie'24, Placido llliano3, Tatyana D. Sotnikova®, Raul R. Gainetdinov3, Jean-Martin
Beaulieu'4, Marc Hébert24

'Department of Psychiatry and Neurosciences, Faculty of Medicine, Université Laval, Quebec City,
Quebec, Canada. 2Department of Ophthalmology and Otorhinolaryngology, Faculty of Medicine,
Université Laval, Quebec City, Quebec, Canada. 3Department of Neuroscience and Brain
Technologies, Istituto ltaliano di Tecnologia, Genova, ltaly. “Centre de recherche de [I'Institut
universitaire en santé mentale de Québec, Quebec City, Quebec, Canada.

Corresponding author:

Marc Hébert, Ph.D.

Centre de recherche de I'lnstitut universitaire en santé mentale de Québec
2601, chemin de la Canardiere, F-4500

Quebec City, Quebec, Canada G1J 2G3

Tel.: 1-418-663-5000 ext. 4765

Fax: 1-418-663-9540

marc.hebert@fmed.ulaval.ca

89



Abstract

Background: Dysfunctions in brain dopamine and serotonin neurotransmission are believed to be
involved in the etiology of psychiatric disorders and electroretinogram (ERG) anomalies have been
reported in psychiatric patients. The goal of this study was to evaluate whether ERG anomalies could
result from central dopamine or serotonin dysfunctions or from changes in the retinal bioavailability of
these neurotransmitters.

Method: Photopic and scotopic ERGs were recorded in R439H tryptophan hydroxylase 2 knockin
(Tph2-KI) mice that have an approximately 80% decrease in brain serotonin and in dopamine
transporter knockout (DAT-KO) mice showing a five-fold increase in brain extracellular dopamine.
Dopamine and serotonin retinal and striatal tissue content were also measured. The role of dopamine
D1 receptors (D1R) and D2 receptors (D2R) in the ERG responses was evaluated in D1R-KO and
D2R-KO mice.

Results:  An increase in photopic b-wave implicit time was observed in Tph2-KI mice
(WT=24.25ms, Kl = 25.22 ms; p = 0.011). DAT-KO mice showed a decrease in rod sensitivity
(WT =-1.97 log units, KO = -1.81 log units; p = 0.014). In contrast to remarkable alterations in brain
levels, no changes in dopamine and serotonin retinal content were found in DAT-KO and Tph2-KI
mice, respectively. D1R-KO mice showed anomalies in photopic and scotopic maximal amplitude
while D2R-KO mice showed higher oscillatory potentials relative contribution to the b-wave amplitude.
Conclusion: Alterations in central dopamine and serotonin neurotransmission can affect the ERG
responses. The ERG anomalies reported in psychiatric disorders might serve as biomarkers of
central monoaminergic dysfunction, thus promoting ERG measurements as a useful tool in

psychiatric research.

Key words: Electroretinogram; Biomarker; Dopamine; Serotonin; Dopamine transporter; Psychiatric

Disorders
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Introduction

Understanding of the biological underpinnings of psychiatric disorders remains elusive in part
due to well-known limitations in approaches used to investigate the living human brain. There is a
strong demand to develop novel approaches to study human brain functions indirectly. One
interesting subject of such studies is the retina, because it is a part of the central nervous system and
thus, changes in retinal function might reflect anomalies found in brain disorders. These
measurements can be achieved by using electroretinogram (ERG) recordings, a non-invasive
technique to monitor the light-evoked electric potential originating from the retina in response to
standardized flash stimuli. Multiple studies reported retinal anomalies as measured with the ERG in
patients with psychiatric or neurologic disorders such as schizophrenia [1, 2], seasonal affective
disorder (SAD) [3-6], autism [7], and Parkinson's disease [8] as well as in young offspring at high risk
to develop schizophrenia or bipolar disorder [9]. However, whether these ERG anomalies are related
to neurotransmission dysfunctions in the retina or in the central nervous system remains unknown. It
should be noted that, although brain dopamine and serotonin are known to be involved in psychiatric
disorders, these two neurotransmitters also play important roles in retinal physiology.

Dopamine is the major catecholamine expressed in the retina of most species [10]. A subtype
of amacrine cells located in the proximal part of the inner nuclear layer releases dopamine, which is
known to play a role in light adaptation [11]. Five dopaminergic receptors (D1R to DSR) grouped into
two sub-classes (D1-class and D2-class) according to pharmacological properties and intracellular
signaling responses have been described [12]. In the mammalian retina, D1R are expressed in
bipolar, ganglion and horizontal cells. The D1-class receptors are responsible for the uncoupling of
horizontal and amacrine cell-gap junctions [13]. D2R are found in the synapse between horizontal
cells, bipolar cells and photoreceptors [14]. Dopaminergic cells in the brain are known to express the
dopamine transporter (DAT) which regulates extracellular dopamine concentration by mediating its
reuptake and maintains proper intracellular dopamine stores [15]. Thus, in mice lacking the DAT
(DAT knockout mice, DAT-KO mice) extracellular levels of dopamine in the striatum are increased by
5-fold [16], whereas dopamine tissue content that is mostly reflective of its intraneuronal storage is
decreased by 20-fold [17].
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Serotonin is another monoaminergic neurotransmitter found in the retina of mammals, but at
a lower level than dopamine [18]. Tryptophan hydroxylase 2 (Tph2) is the rate-limiting enzyme for
neuronal serotonin synthesis [19, 20], whereas the closely related enzyme Tph1 is responsible for
serotonin synthesis in peripheral tissues and the retina [21]. Anatomical studies also demonstrated
that mammalian retinas receive inputs from the brain via retinopetal axons emerging from the optic
nerve [18]. Recently, a rare human variant (R441H) of Tph2 was identified in few individuals with
unipolar major depression [22]. On the basis of this mutation, Tph2 knockin (Tph2-KI) mice carrying
the equivalent R439H mutation were generated. These mice display a reduction of approximately
80% brain serotonin synthesis, express depression-related behavioral abnormalities [23] and

peripheral biomarkers [24].

Several pharmacological studies [25-30] suggest that alterations in dopamine and serotonin
transmission can modulate the ERG responses, but the particular contribution of retinal or central
serotonin- and dopamine-related processes in the ERG modulation is still unknown. The goal of this
study was to evaluate whether the ERG anomalies similar to those reported in patients with
psychiatric disorders can be related to central dopamine or serotonin dysfunctions or to alterations in
retinal concentrations of these neurotransmitters. Both photopic and scotopic ERGs were assessed in
Tph2-KI mice to investigate the impact of decreased brain serotonin on the ERG and in DAT-KO mice
to evaluate the effects of persistently elevated dopaminergic tone in the brain [16]. We also
investigated the role of dopamine D1R and D2R receptors in ERG responses with respective KO
mice to evaluate weather abnormalities found in these mutants could be implicated in ERG anomalies
described in psychiatric disorders.

Materials and Methods
Animals

Generation of DAT-KO [31], D1R-KO [32] and Tph2-KI [23] mice has been described
previously. D2R-KO mice [33] were obtained from The Jackson Laboratory (Bar Harbor, Maine). Mice

were genotyped at weaning by polymerase chain reaction amplification from ear punch biopsy of
genomic DNA. All genotypes were reconfirmed by additional genotyping after experimentation. For all
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experiments, respective wildtype (WT) littermates were used as control subjects for homozygous
mutant mice and all animals (male and females) were 3 to 5 months of age. Mice were housed 4-
5/cage in a humidity-controlled room at 23°C on a 12-hour light-dark cycle with ad libitum access to
food and water, before experiments. The Université Laval Institutional Animal Care Committee
approved all experimental procedures in line with guidelines from the Canadian Council on Animal

Care.

ERG Recordings

Animals were anesthetized with a mixture of ketamine (80 mg/kg) and xylazine (10 mg/kg)
injected intraperitoneally, and body temperature was maintained between 36°C and 38°C with a
homeothermic blanket during the ERG recording. Only the left eye was recorded. The pupil was
dilated with a drop of 1% tropicamide (Mydriacyl, Alcon Canada, Mississauga, Ontario, Canada)
applied on the corneal surface, which was anesthetized with a drop of 0.5% propacaine hydrochloride
(Alcaine, Alcon Canada, Mississauga, Ontario, Canada). Recordings were obtained with a DTL
electrode (Shieldex 33/9 Thread; Statex, Bremen, Germany) shaped into a loop and placed on the
corneal surface. Ground and reference electrodes (Grass Technologies, Astro-Med, Brossard,
Quebec, Canada) were placed in the tail and in the mouth, respectively. Flash stimulations were
administered with white light generated by light-emitting diodes (for scotopic ERG) and by xenon
flashes (for photopic ERG) housed in the Ganzfeld Color Dome (Espion, Diagnosys LLC, Littleton,
Massachusetts) to achieve full retinal stimulation. Photopic and scotopic ERGs were performed on
different mice.

Scotopic ERG was used to assess rod function. After overnight dark adaptation, animals
were prepared for ERG recording under a dim red light. Scotopic luminance-response function was
obtained with 10 increasing single white flash stimulus strengths, ranging from -3.62 to 0.46 log
cd-s/m2, with interstimuli interval set at 15 seconds (first 4 intensities) and 30 seconds (last 6
intensities). Photopic ERG was used to assess cone function. Animals were light-adapted for 10
minutes to a light background set at 30 cd/m2. A photopic luminance-response function was
generated with 9 stimulus strengths of brief flashes, ranging from -0.81 to 2.86 log cd-s/m2, with an

interstimuli interval set at 15 seconds (first 3 intensities) and 30 seconds (last 6 intensities). In both
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scotopic and photopic condition, for each stimulus strength, at least 4 responses or more were
averaged in order to achieve a high signal-to-noise ratio and confirm the reproducibility of the

response.

Data Analysis

The ERG response is primarily composed of a negative wave called the a-wave, followed by
a positive component, the b-wave. The a-wave is generated mainly by the photoreceptors, whereas
the b-wave originates from the bipolar cells. By convention, a-wave amplitude is measured from the
baseline to trough and the b-wave from the trough of the a-wave to the peak of the b-wave (figure
3.1). On the ascending part of the b-wave, the oscillatory potentials (OPs) can be observed. Although
their exact origin is still unclear, it is believed that they could result from the interaction between

bipolar cells, amacrine cells and ganglion cells [34].

As per Hebert et al. [35], the b-wave amplitudes were plotted against flash luminance to
generate the photopic and scotopic luminance response function (LRF) from which two parameters
were derived, namely Vmax and logK. Vmax refers to the maximal b-wave amplitude where the
system saturation occurs. In scotopic condition, Vmax was selected at the end of the plateau before
cones intrusion. LogK is interpreted as retinal sensitivity and represents the intensity necessary to
reach half of the Vmax. In the current study, to avoid some subjectivity in the selection of the Vmax
parameter individually, the Vmax was set at 2.86 log cd-s/m? in photopic condition and at -0.0105 log
cd-s/m? in scotopic condition. The latter intensities were selected after visual inspection of the
averaged luminance response functions in a group of 10 WT mice. As a complimentary measure for
retinal sensitivity, the criterion threshold intensity (T50uV) was calculated. This criterion is also
derived from the luminance-response function and represents the flash luminance necessary to reach

a b-wave amplitude of 50 pV [4].
OPs were directly extracted from ERG recording by the Espion software in photopic condition

or digitally extracted with a Butterworth filter (bandpass: 75-300 Hz, attenuation: -6 dB) using
MATLAB R2012a (MathWorks, Natick, Massachusetts) in scotopic condition. The sum of OPs was
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used for analysis. Because OPs are components of the b-wave, the ratio Vmax/sum of OPs
amplitude was also used to provide a relative measure of OPs contribution to the b-wave amplitude.

Repeated-measures analyses of variance were performed to assess the difference between
WT and homozygous mutant mice in all the ERG parameters (a- and b-wave amplitude and implicit
time) in photopic and scotopic conditions. Analysis of the ERG also included the logK as well as the
value of the ERG parameters observed at the Vmax including OPs. The later variables were analyzed
with independent t-tests to compare WT and mutant mice and are presented with the standard
deviation (SD). All analyses were conducted using SPSS for Windows (version 15.0; SPSS, Chicago,

lllinois).

Analysis of Retinal and Striatal Monoamine Levels by High-Performance Liquid
Chromatography (HPLC) and Microdyalisis

Retina and striatum were isolated from mice and homogenized in 10 volumes of 0.1 mol/L of
perchloric acid (HCIO4. The protocol for HPLC determination of tissue dopamine and serotonin levels
has been described previously in Beaulieu et al. [23]. Extracellular dopamine concentrations in the
striatum were evaluated by conventional microdialysis (flow rate 1 pl/min) as described in
Gainetdinov et al. [36].

Results

ERG of Tph2-KI Mice

Figure 3.2 presents, for each stimulus strength, the results for a- and b-wave amplitude and
implicit time of WT and Tph2-KI mice in photopic and scotopic condition. In photopic condition, the
repeated-measures analysis of variance showed that the luminance-response function of b-wave
implicit time was significantly different between the two groups [F(1,15) = 6.30; p = 0.024]. Post hoc
comparisons revealed that the b-wave implicit time was in fact longer in Tph2-KI mice at almost every
intensity tested including the Vmax (WT = 24.25 + 0.46 ms, Tph2-Kl = 25.22 + 0.83 ms; p = 0.011) as
seen in figure 3.2D. No change could be observed in the other ERG parameters or in the OPs. In

scotopic condition, none of the ERG parameters or OPs was significantly changed in mutants
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compared with WT mice. Typical ERG and OPs filtered traces are presented in figure 3.3 for both WT
and Tph2-Kl mice.

No change was found (p = 0.6410) in serotonin tissue content in the retina between WT
(0.021 £ 0.002 ng/mg) and Tph2-KI (0.018 £ 0.009 ng/mg) mice (figure 3.4A). By comparison, in
agreement with a previous report [23], a significant decrease in striatal serotonin was observed
(p <0.001) in Tph2-KI mice (0.15 + 0.02 mg/kg) compared to WT mice (0.89 + 0.06 mg/kg) as seen
in figure 3.4B.

ERG of DAT-KO mice

Figure 3.5 presents, for each stimulus strength, the results for a- and b-wave amplitude and
implicit time of WT and DAT-KO mice in photopic and scotopic condition. In photopic condition, no
significant change could be observed in Vmax, logK, amplitude and implicit time of a- and b-wave. In
scotopic condition, a right shift along the X-axis can be observed in DAT-KO mice (see Figure 3.5F),
which was confirmed statistically [F(1,25) = 5.44; p = 0.028], suggesting a decrease in retinal
sensitivity. Post hoc analyses revealed that it was the linear part of the two curves that was
statistically different, whereas Vmax reached the same amplitude in WT and DAT-KO mice. The
values of logK were -1.97 £ 0.07 log units and -1.81 + 0.19 log units in WT and DAT-KO mice
respectively, representing a significant decrease in retinal sensitivity of 0.16 log units in mutant mice
(p = 0.014). The intensity to reach the T50uV criterion value was also significantly increased
(p=0.017) in DAT-KO mice (-3.07 + 0.42 log units) compared to WT mice (-3.42 £ 0.29 log units),
which further confirms a decrease in scotopic retinal sensitivity in DAT-KO mice. None of the other
parameters was affected in DAT-KO mice in scotopic condition. No difference was reported in the
sum of OPs in both photopic and scotopic conditions. Typical ERG and OPs filtered traces are
presented in figure 3.6 for both WT and DAT-KO mice.

No change was found (p = 0.5961) in dopamine tissue content in the retina between WT

(0.16 £ 0.06 ng/mg) and DAT-KO (0.18 £ 0.04 ng/mg) mice (figure 3.4C). At the same time, striatal

dialysate levels of dopamine (figure 3.4D) were significantly increased (p < 0.01) in DAT-KO mice
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(5.30 £ 0.65 nM) compared to WT mice (1.52 £ 0.18 nM), supporting previous observations on
increased brain extracellular levels of dopamine in these mutants [16].

ERG of D1R knockout Mice

Figure 3.7 presents, for each stimulus strength, the results for a- and b-wave amplitude and
implicit time of WT and D1R-KO mice in photopic and scotopic condition. In photopic condition, a
significant difference between the luminance-response functions of the two groups was observed
[F(1,21) = 17.81; p < 0.001]. Post hoc analyses showed that b-wave amplitude was lower in D1R-KO
mice at almost every intensity, with the Vmax being approximately 22% significantly lower (p = 0.002)
in mutant mice (270.95 + 49.39 uV) when compared to WT mice (346.29 + 49.66 pV) as seen in
figure 3.7B. A significant difference was also found between the two groups [F(1,21) = 14.84;
p =0.001] for the b-wave implicit time, the latter being significantly longer at Vmax (p = 0.002) in
D1R-KO mice (30.73 + 2.33 ms) when compared to WT mice (27.75 £ 1.82 ms) as well as at most
intensities used to generate the luminance-response function (figure 3.7D). No significant change
could be observed in the other measured parameters in photopic condition, namely the a-wave
amplitude, the logK and the a-wave implicit time. In scotopic condition, the luminance-response
function of the b-wave amplitude was significantly different between the two groups [F(1,30) = 25.84;
p < 0.001]. This difference was observed for all intensities, including the Vmax, which was on average
20% significantly lower (p < 0.001) in D1R-KO mice (385.39 £ 54.55 yV) when compared with WT
mice (480.58 + 50.67 V), as seen in figure 3.7F. No difference was found in the other parameters in
scotopic condition, such as the a-wave amplitude, logK and the a- and b-wave implicit times. This
suggests that both the photopic and scotopic Vmax seem to be affected in a similar magnitude by the
loss of the D1 receptor. Analysis of the OPs revealed a significant decrease of the sum of OPs in
D1R-KO mice in both photopic condition (307.30 uV £ 72.30; p = 0.005) when compared with WT
mice (423.70 + 101.60 uV) and scotopic condition (287.50 + 57.51 uV; p = 0.026) when compared
with WT mice (347.90 + 79.27 uV). However, no difference was observed in the ratio Vmax/sum of
OPs between WT and D1R-KO mice, suggesting a similar relative contribution of OPs in b-wave
amplitude at Vmax. Typical ERG and OPs filtered traces are presented in figure 3.8 for both WT and
D1R-KO mice.
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ERG of D2R-KO Mice

Figure 3.9 presents, for each stimulus strength, the results for a- and b-wave amplitude and
implicit time of WT and D2R-KO mice in photopic and scotopic condition. No significant change could
be observed in a- and b-wave amplitude or implicit time in either photopic or scotopic condition.
However, OPs were found to be significantly higher (p = 0.003) in photopic condition in D2R-KO mice
(327.80 + 41.25 pV) when compared to WT mice (279.8 + 37.97 pV). The ratio Vmax/sum of OPs
was found to be significantly lower (p = 0.026) in D2R-KO mice (1.44 £+ 0.10) when compared with
WT mice (1.54 + 0.12). A higher ratio is indicative of lower relative contribution of OPs where a lower
ratio is indicative of a higher relative contribution of OPs in Vmax amplitude. Typical ERG and OPs

filtered traces are presented in figure 3.10 for both WT and D2R-KO mice.

Discussion

The present results indicate that a change in central monoamine neurotransmission can
affect the ERG responses, and thus brain rather than retinal monoaminergic dysfunction might be
implicated in the retinal anomalies reported in patients with psychiatric disorders. We observed that
an increase in central dopaminergic tone diminishes retinal sensitivity in scotopic condition, and a
decrease in central serotonin neurotransmission extends the b-wave implicit time in photopic
condition. However, an important finding in our study is that, in contrast to remarkable alterations in
brain levels of monoamines, no changes were found in retinal dopamine and serotonin tissue content
in Tph2-KI and DAT-KO mice, respectively. This represents the first demonstration of the role of
central monoamine neurotransmission in modulating the ERG response. As a secondary finding, we
also report the detection of dopamine and serotonin in the retina of mice, with serotonin concentration
being about 13% of the amount of retinal dopamine, which supports the previous estimations [18].
Furthermore, the present data suggest that D1R and D2R may be involved in the generation of OPs.
Nevertheless, OPs seem to have a higher relative contribution in Vmax amplitude in D2R-KO mice.
However, a few studies have reported the measure of OPs in patients with psychiatric disorders, and
none have been able to demonstrate any changes in OPs amplitude [37, 38].
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One of the most studied psychiatric disorders with the ERG is the SAD syndrome [3-6] which
is characterized by recurrent depressive episodes in the fall and winter with remission in the spring
and summer. The etiology of SAD is not clear but it is agreed that the occurrence of the disorder is
linked with the duration of the day, namely the photoperiod, and that patients with SAD demonstrate a
good response to bright light therapy [39]. When measuring rod function, a decrease in retinal
sensitivity was first observed in patients affected with a milder form of depression, namely
subsyndromal SAD sufferers [3] and subsequently in patients with SAD [4, 5]. Furthermore, in
addition to the rod sensitivity decrease, the assessment of cone function revealed that SAD patients
also demonstrated a lower cone-driven b-wave amplitude and a lengthening of cone-driven b-wave
implicit time during the depressive episode [5]. These changes in rods and cones ERGs were shown
to normalize in summer time or after a 4-weeks bright light therapy treatment [5], suggesting that the

retinal anomalies observed in this disorder represent a state marker.

Interestingly, two of the animal models used herein reproduce different ERG anomalies
reported in patients with SAD and further confirm the role of these neurotransmitters in this disorder.
First, variations in serotonin expression due to seasonal changes in light availability in northern
latitudes were suspected to be implicated in SAD. In fact, higher serotonin transporter density is
associated with lower synaptic serotonin level and it has been demonstrated that serotonin
transporter binding was higher in the fall and winter in humans [40]. Intriguingly, it has been reported
that serotonin transporter might be in a hyperfunctional state during depression in SAD [41]. In Tph2-
KI mice, in which a decrease of approximately 80% in brain serotonin was observed [23], the only
parameter that was changed was an increase of the b-wave implicit time in photopic condition. A
longer photopic b-wave implicit time was also observed in patients with SAD during depressive
episodes [5]. That genetic mutation of Tph2-KI mice does not affect the serotonin tissue content in the
retina suggests that a decrease in brain serotonin might be sufficient to modify the b-wave implicit

time in photopic condition.

In DAT-KO mice, we observed a decrease in the rod-driven b-wave amplitude for intensities
below the Vmax, which represents a decrease in retinal sensitivity. LogK value was changed of 0.16
log unit in DAT-KO mice in scotopic condition, which corroborates the decrease in rod sensitivity of

0.13 log unit reported in patients with SAD [5]. As per Hébert et al. [4], the latter change was also
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corroborated with another means to assess retinal sensitivity which is the T50uV criterion. Of interest,
Neumeister et al. [42] observed a decrease in DAT density in the left striatum of SAD patients. DAT-
KO mice have a five-fold increase in extracellular dopamine as measured by microdialysis in the
striatum [16], but no change in retinal dopamine level was found in these mutants. Intriguingly, a
hyperdopaminergic dysfunction has been proposed in SAD, among other hypotheses [43-47]. Our
study in mice seems to favor the hypothesis that the decrease in retinal sensitivity observed in SAD
patients could be similar to that observed under conditions of increased central dopamine

neurotransmission.

Although increase in central dopamine may explain some of the changes observed in SAD,
the modulation of specific dopamine receptor is not sufficient to fully explain these effects. Indeed,
D1R-KO mice displayed lowered b-wave Vmax of approximately 20% and 22% at the rod and cone
level, respectively, which indicates that the dopamine D1 receptor is implicated in the maximal gain in
response amplitude of both cones and rods as measured with the ERG. Herrmann et al. [48] reported
a similar result in D1R-KO mice in scotopic condition and suggested that the light response of
depolarizing “ON” bipolar cells is driven by sustained chloride currents via GABAc receptor channels
controlled by D1R. These scotopic results are strikingly similar to those observed in young offspring
at high risk to develop schizophrenia or bipolar disorder where a decrease of rod Vmax
(approximately 23%) and an increase of b-wave implicit time were also found [9]. Of interest,
dopamine deregulation and altered dopamine D1R signaling in prefrontal cortex are known to be
associated with deficit in working memory in patients with schizophrenia [49] and impairments in
verbal and visual episodic memory have also been observed in young offspring at high risk to develop

schizophrenia or bipolar disorder [50].

Previous studies in humans and animals in which dopamine or serotonin neurotransmission
was altered yielded variable effects on the ERG parameters [25-30, 51]. The inconsistent results in
pharmacological studies may be explained by the temporal dynamics of the effects of antagonists and
agonists and their selectivity [52]. Therefore, the current study provided an advantage in using
genetically engineered animals in which we were able to investigate the consequence of persistent
changes in central dopamine and serotonin transmission, as opposed to acute dynamic changes due

to the use of pharmacological drugs. Although these mutant mice might represent models that are
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closer to what would be expected to occur in patients with psychiatric disorders, the changes in
transgenic animals may also result from adaptation to chronic changes arising from permanent loss
or gain of gene function. This being said, the same might also occur in human diseases, where a
persistent deficit in neurotransmitter(s) or receptor(s) may yield similar compensatory changes [53],
especially because the Tph2-KI used in this study carry a gene variant identified in humans [22]. At
the moment, the way central monoamines can affect the ERG response remains unknown. Among
several potential mechanisms, one hypothesis suggests that ERG may be modulated by central
monoamines via peripheral hormonal variations [54] or via the retinopetal axons [18], but further

detailed studies are necessary to uncover the mechanisms of this regulation.

In summary, we demonstrate here that an increase in central extracellular dopamine in mice
affects the rods sensitivity in the same magnitude as that observed in patients with psychiatric
disorders such as SAD. We also report that a decrease in central serotonin can impact the b-wave
implicit time in photopic condition, a parameter that is also changed in SAD patients. Furthermore,
because dopamine and serotonin tissue contents in the retina were not changed in these animal
models, in remarkable contrast to their brain levels, the observed ERG differences are likely caused
by central monoaminergic dysfunction. We also demonstrated that D1R can modulate the maximal
response of rods and cones, whereas D2R barely impacts the ERG parameters. Thus, the ERG
anomalies found in patients with psychiatric disorders might represent possible biomarkers of central
monoaminergic dysfunctions. In conclusion, these results provide further support to the idea that the
ERG could be a valuable tool in psychiatric research.
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Figure 3.1. Example of mice electroretinogram waveform obtained at Vmax in photopic (A) and
scotopic (B) conditions. The photopic Vmax was achieved at 722 cd-s/m? and scotopic Vmax at
0.98 cd-s/m2. The a-wave amplitude is measured from the baseline to trough of the a-wave, and the
b-wave is measured from trough of the a-wave to peak of the b-wave. The arrows indicate flash
onset. OP: oscillatory potential.
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Figure 3.2. Photopic luminance-response function (LRF) between tryptophan hydroxylase 2 knockin
(Tph2-KI) (n = 9) and wildtype (WT) (n = 8) mice for the a-wave amplitude (A), b-wave amplitude (B),
a-wave implicit time (C) and b-wave implicit time (D). Scotopic luminance-response function between
Tph2-KI (n = 8) and WT (n = 8) mice for the a-wave amplitude (E), b-wave amplitude (F), a-wave
implicit time (G) and b-wave implicit time (H). Error bars represent the standard deviation (SD).
*p < 0.05; **p < 0.01; **p < 0.001; N.S.: not significant.
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Figure 3.3. Examples of raw electroretinogram (ERG) traces and filtered oscillatory potential (OPs) in
wildtype (WT) and Tph2-KI mice obtained at Vmax. The photopic Vmax was achieved at 722 cd-s/m?2
and scotopic Vmax at 0.98 cd-s/m2. (A) Photopic ERG and (B) photopic OPs. (C) Scotopic ERG and
(D) scotopic OPs. A longer photopic b-wave implicit time was observed in Tph2-KI mice. None of the
other ERG parameters or the OPs were changed in Tph2-KI mice compared to WT mice.
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Figure 3.4. Serotonin tissue content in the retina (A) and in the striatum (B) of Tph2-KI and WT mice.
Dopamine tissue content in the retina (C) and dialysate dopamine from the striatum (D) of DAT-KO
and WT mice. Error bars represent the standard error of the mean (SEM). **p < 0.01; ***p < 0.001.
Abbreviation as in figure 3.2.

109



Photopic Condition

A a-wave Amplitude B b-wave Amplitude C a-wave Implicit Time D b-wave Implicit Time
50 _150-
g - WT g Vmax = N.S. E, - WT .g. - WT
s e DAT-KO 5 200 B - DATKO - DAT-KO
3 E E 1
§ NS = =X 3
200 &
NS,
; 50 % Ew g - NS
100 z H
: £ ;
H & 5, 4 o . - .
Ao% - T p? 1 L a H H 3 3 a o 1 2 3
Flash luminance (log unit) Flash luminance {log unit) Flash luminance (log unit) Flash luminance {log unit)
Scotopic Condition
E a-wave Amplitude F b-wave Amplitude G a-wave Implicit Time H b-wave Implicit Time
s = Wi NS ) 7% WT
3 max = N.S. - WT
I NS. 2 s0 E- - WT E- -8~ DAT-HO
] £ wo LogK E - DAT-KO E b
3 . p=0.014 = 2 NS.
E. - £ o * ? I NS §
L " L =
g - wT £ =T 2 Ty, 7
z P 00 DAT-KO ]
& -&- DAT-KO i e z X
4 3 2 4 0 1 4 3 2 a4 0 ; 4 3 2 a1 0 1 +« 3 2 1 08 1
Flash luminance (log unit) Flash luminance (log unit) Flash luminance {log unit) Flash lumsnance (fog unit)

Figure 3.5. Photopic luminance-response function between dopamine transporter knockout (DAT-
KO) (n = 12) and wildtype (WT) (n = 12) mice for the a-wave amplitude (A), b-wave amplitude (B), a-
wave implicit time (C) and b-wave implicit time (D). Scotopic luminance-response function between
DAT-KO (n = 12) and WT (n = 15) mice for the a-wave amplitude (E), b-wave amplitude (F), a-wave
implicit time (G) and b-wave implicit time (H). Error bars represent the standard deviation (SD).
*p < 0.05; **p < 0.01; **p < 0.001; N.S.: not significant.
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Figure 3.6. Examples of raw electroretinogram (ERG) traces and filtered oscillatory potential (OPs) in
wildtype (WT) and DAT-KO mice obtained at Vmax. The photopic Vmax was achieved at 722 cd-s/m?2
and scotopic Vmax at 0.98 cd-s/m2. (A) Photopic ERG and (B) photopic OPs. (C) Scotopic ERG and
(D) scotopic OPs. No significant change could be observed in the ERG parameters or in the OPs at
Vmax intensities in DAT-KO mice.
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Figure 3.7. Photopic luminance-response function (LRF) between dopamine D1 receptor knockout
(D1R-KO) (n = 11) and wildtype (WT) (n = 12) mice for the a-wave amplitude (A), b-wave amplitude
(B), a-wave implicit time (C) and b-wave implicit time (D). Scotopic luminance-response function
between D1R-KO (n = 15) and WT (n = 17) mice for the a-wave amplitude (E), b-wave amplitude (F),
a-wave implicit time (G) and b-wave implicit time (H). Error bars represent the standard deviation
(SD). *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001; N.S.: not significant.
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Figure 3.8. Examples of raw electroretinogram (ERG) traces and filtered oscillatory potential (OPs) in
wildtype (WT) and D1R-KO mice obtained at Vmax. The photopic Vmax was achieved at 722 cd-s/m?2
and scotopic Vmax at 0.98 cd-s/m2. (A) Photopic ERG and (B) photopic OPs. (C) Scotopic ERG and
(D) scotopic OPs. A decrease in b-wave amplitude can be observed in D1R-KO mice in photopic and
scotopic condition. b-wave implicit time was longer in HO mice compared to WT in photopic condition.
The sum of OPs was also decreased in photopic and scotopic condition.
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Figure 3.9. Photopic luminance-response function (LRF) between dopamine D2 receptor knockout
(D2R-KO) (n = 17) and wildtype (WT) (n = 13) mice for the a-wave amplitude (A), b-wave amplitude
(B), a-wave implicit time (C) and b-wave implicit time (D). Scotopic luminance-response function
between D2R-KO (n = 11) and WT (n = 14) mice for the a-wave amplitude (E), b-wave amplitude (F),
a-wave implicit time (G) and b-wave implicit time (H). Error bars represent the standard deviation
(SD). *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001; N.S.: not significant.
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Figure 3.10. Examples of raw electroretinogram (ERG) traces and filtered oscillatory potential (OPs)
in wildtype (WT) and D2R-KO mice obtained at Vmax. The photopic Vmax was achieved at 722
cd-s/m2 and scotopic Vmax at 0.98 cd-s/m2. (A) Photopic ERG and (B) photopic OPs. (C) Scotopic
ERG and (D) scotopic OPs. No change in the ERG parameters were found to be significant in D2R-
KO mice. The sum of OPs was significantly higher in D2R-KO mice compared to WT mice in photopic
condition.
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Résumé

Problématique : Des anomalies de I'électrorétinogramme (ERG) sont observées chez les patients
atteints de troubles psychiatriques et pourraient potentiellement servir de biomarqueurs pour ces
maladies. Par exemple, une diminution de I'amplitude de l'onde b des batonnets s'avere un
endophénotype observé chez des enfants a haut risque génétique (HR) de développer la
schizophrénie (SZ) ou la maladie bipolaire (BD). De plus, une diminution de 'amplitude de 'onde a
des cones et des batonnets a été démontrée chez les patients atteints de SZ. Cependant, les
mécanismes moléculaires de ces anomalies demeurent inconnus. Plusieurs facteurs de risque pour
la SZ et/ou la BD peuvent activer les isozymes de la glycogéne synthase kinase-3 (GSK3a et f3).
Dans cette étude, nous examinons la contribution de la GSK3a et  dans la réponse de 'ERG.
Méthodes : Un ERG des cones et des batonnets a été mesuré chez des souris avec une
augmentation (prpGSK3p) ou une diminution (GSK3[3*-) de I'expression de la GSK3p ainsi que chez
des souris knockout (KO) pour la GSK3a.

Résultats : Chez les souris prpGSK3p, nous observons une diminution de I'amplitude de 'onde b
des batonnets au Vmax, alors qu'une augmentation de ce parameétre est démontrée chez les souris
GSK3B*-. Une augmentation de 'amplitude des ondes a et b des cdnes au Vmax ainsi que de I'onde
b des batonnets a été observée chez les souris GSK30-KO.

Conclusion : L’expression de la GSK3 peut moduler certains parametres de 'ERG. Le phénotype
observé chez les souris prpGSK3p corrobore ce qui a été démontré chez les HRs. Les anomalies de
'ERG retrouvées chez les souris GSK3B*- et GSK3a-KO confirment une association entre
I'amplitude de 'onde b des cones et des batonnets avec I'expression des isozymes de la GSK3. Cela
dit, des changements dans I'expression ou l'activitt de GSK3 pourraient expliquer certaines
anomalies de 'ERG chez les HRs et les patients avec SZ, ce qui supporte la validité des anomalies

de 'ERG comme biomarqueurs des maladies psychiatriques.
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Abstract

Background: Electroretinogram (ERG) anomalies occur in patients with psychiatric disorders and
represent potential biomarkers for diagnosis. For instance, decreased rod ERG (b-wave amplitude at
Vmax) is a biological endophenotype in young offspring at high genetic risk (HR) of schizophrenia
(SZ) or bipolar disorder (BD). Also, a decrease in cone a-wave and rod a- and b-wave amplitude was
observed in SZ patients. However, the biological underpinning of these anomalies remains unknown.
Several genetic variants associated with enhanced risk for SZ and/or BD can activate glycogen
synthase kinase-3 isozymes (GSK3a and f3). Here, we examined the potential contribution of GSK3a
and B in the modulation of the ERG.

Methods: Cone and rod ERGs were recorded in mice having increased (prpGSK3B mice) or reduced
(GSK3p*- mice) GSK3p expression and in GSK3a knockout (KO) mice.

Results: In prpGSK3p, we observed a decrease in rod b-wave amplitude at Vmax, whereas
enhanced b-wave amplitude at Vmax was found in GSK3[3*- mice. An increase in cone a- and b-wave
amplitude at Vmax and in rod b-wave amplitude at Vmax was observed in GSK3a-KO mice.
Conclusion: GSK3 expression modulates some ERG parameters. The phenotype observed in
prpGSK3p mice is consistent with observations made in HRs. ERG anomalies observed in GSK3p*-
and GSK30-KO confirm an association between the rod and cone b-wave amplitude and the
expression of GSK3 isozymes. Changes in GSK3 expression or activity may explain some ERG
anomalies in HRs and patients, thus supporting the biological validity of ERG measurements as a

valuable biomarker for psychiatric research.

Keywords: Electroretinogram; Glycogen synthase kinase-3; Biomarker; Schizophrenia; Bipolar

disorder; Risk factor
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Introduction

Psychiatry research and clinical practice are limited by difficulties in obtaining quantitative
biological data from the living brain. There is therefore a need to identify reliable surrogate biomarkers
to better characterize the pathophysiology of mental ilinesses, allow evidence-based diagnosis and
develop personalized therapies. Because it is part of the central nervous system, the retina has been
widely used as a site of investigation for understanding psychiatric disorders. Several studies
reported retinal anomalies measured with the flash electroretinogram (ERG), and these anomalies
may serve as biomarkers in patients with seasonal affective disorder (SAD) [1-4], schizophrenia (SZ)
[5, 6], autism [7] and drug addiction [8]. This non-invasive technique records the light-evoked
biopotential originating from the retina in response to standardized flash stimuli. Using the ERG
technique, cone (day vision) and rod (night vision) function can be assessed separately.

Recently, a biological endophenotype consisting in a decreased rod ERG (b-wave amplitude
at Vmax) and trends for a longer rod b-wave implicit time and a decreased cone a-wave amplitude
were observed in young non-affected offspring at high genetic risk (HR) of SZ or bipolar disorder (BD)
[9]. These ERG anomalies were independent of the diagnosis of the parents (either SZ or BD) and
the age of the HRs. This biological signature was also observed in patients with SZ (among other
ERG anomalies such as a decreased rod and cone a-wave amplitude) [6], suggesting that ERG
profiles represent biomarkers of risk to develop major neuropsychiatric disorders, but their biological

origin remains unknown.

The signaling module composed by the serine/threonine kinases Akt and glycogen synthase
kinase-3 (GSK3) has been associated with monoamine neurotransmission, psychiatric drug action
and several genetic risk factors for the development of SZ and BD, suggesting a crucial role of these
molecules in the pathophysiology of mental disorders [10, 11]. Mammalian genomes encode three
Akt (Akt1, 2 and 3) as well as two GSK3 (GSK3a and B) isozymes. Akt kinases are activated by
phosphorylation in response to phosphoinositide 3-kinase mediated signaling [12]. GSK3 isozymes
are believed to be constitutively active and are inactivated by Akt following the phosphorylation of
their amino-terminal regulatory domain (Ser21 for GSK3a and Ser9 for GSK3B) by Akt and other
kinases [13, 14].
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Pharmacological agents used for the management of psychiatric disorders act on
monoamines neurotransmission, especially dopamine and serotonin [15-18]. Among several
mechanisms, part of their action on behavior is exerted by modulating the Akt-GSK3 signalling
pathway [10]. In short, both typical and atypical antipsychotics as well as lithium and several
antidepressants have been shown to inhibit brain GSK3 activity in rodents [19-23]. Conversely,
several genetic variants associated with enhanced risk for SZ and/or BD can result either direct or
indirect GSK3 activation as a consequence of Akt inhibition [24, 25]. Indeed, Akt1 protein levels were
found to be lower in lymphocytes and post-mortem brain samples from patients with SZ [26] and an
association of AKT1 haplotypes with SZ and/or BD was also demonstrated [27, 28]. Furthermore,
several other SZ and/or BD risk gene products, including tryptophan hydroxylaze 2 (TPH2) [29, 30],
disrupted in schizophrenia 1 (DISC1) [24, 25], brain derived neurotrophic factor (BDNF) and
neuregulin (NRG1) [31-34] are known to be involved in the regulation of GSK3 activity. In line with
this, a decrease in phosphor-Ser9-GSK3p protein levels was observed in post-mortem frontal cortex
of SZ patients [35] as well as in peripheral blood lymphocytes [26]. More directly, GSK33 gene
variants may be associated with susceptibility to SZ [36, 37] as well as with clinical measures linked
to mood disorders [38, 39]. Morphologic studies also revealed an association of GSK3[ single
nucleotide polymorphisms with temporal lobe volume in SZ [40] and major depression [41] as well as
in the attenuation of magnetic resonance imaging prefrontal activity and reduction of prefrontal
cortical thickness in SZ [37]. Together, this suggests a role for increased GSK3 activity in the
pathophysiology and genetic of SZ and BD.

To investigate the origins of the ERG anomalies reported in patients with schizophrenia and
HRs, we used several lines of genetically modified mice with altered GSK3 expression to examine the
implication of these kinases in the modulation of retinal functions. Our finding revealed an association
between the rod b-wave amplitude and the expression of GSK3 that is consistent with the ERG

anomalies observed in HRs.
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Material and Methods

Animals

Generation of mice having increased (prpGSK3p mice) [42] or reduced (GSK3B*-) [43]
GSK3B expression as well as GSK3a knockout (GSK3a-KO) mice [44] has been described
previously. Mice were genotyped at weaning by polymerase chain reaction amplification of genomic
DNA obtained from ear punch biopsy. All genotypes were reconfirmed by additional genotyping after
experimentation. Respective wild-type littermates (WT) were used as control subjects for mutant
mice, and all animals (males and females) were 3 to 5 months old. For ERG recordings, 8 to 15
animals per genotype were used, and specific effectives for each experiment are indicated in figures
legend. Mice were housed four to five per cage in a humidity-controlled room at 23°C of a 12-hour
light/dark cycle with ad libitum access to food and water before experiments. The Université Laval
institutional Animal Care Commitee approved all experimental procedures in line with guidelines from

the Canadian Council on Animal Care.

Western Blotting

Mice were killed by decapitation, and their heads were immediately cooled by immersion in
liquid nitrogen for a few seconds. The striatum and prefrontal cortex were rapidly dissected on an ice-
cold surface and frozen in liquid nitrogen within 45 seconds as described [45]. For retinas, mice were
killed by decapitation and enucleated. Retinas were immediately dissected and frozen in liquid
nitrogen within 45 seconds. Tissue samples were homogenized in boiling 1% sodium dodecyl sulfate
(SDS) and boiled for 5 minutes. Protein concentration was measured using a detergent-compatible
protein assay (Bio-Rad, Hercules, California). Protein extracts (25 pg) were separated on a 10%
sodium dodecyl sulfate/polyacrylamide gel electrophoresis Tris-glycine gels (Life Technologies,
Burlington, Canada) and transferred to nitrocellulose membranes (Life Technologies). Blots were
immunostained overnight at 4°C with primary antibodies (mouse monoclonal immunoglobulin G [IgG]
SC-7291, 1:1000; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, California) and mouse monoclonal 1gG
MAB1501 (1:1000; Millipore, Billerica, Massachusetts) to detect GSK3a/B and actin, respectively. For
revelation and quantitative analyses of labelling using the Odyssey imager (Licor Biotechnology,
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Lincoln, Nebraska), secondary antibody IRDye 800CW Goat Anti-Mouse IgG LIC-926-32210
(1:10000; Mandel, Guelph, Canada) was used. Actin was used as a loading control for the evaluation
of total protein levels, and results were further normalized to respective control conditions to allow

comparison between separate experiments.

ERG Recording and Analysis

Photopic and scotopic ERGs were recorded on animals according to the procedure
previously described [46]. The ERG response is first composed of a negative component — namely
the a-wave generated for the most part by the photoreceptors, followed by the b-wave, a positive
component originating from the bipolar and the Miiller cells complex stimulation. By convention,
amplitude (uV) of the a-wave is measured from the baseline to trough, and the b-wave is measured
from the trough of the a-wave to the peak of the b-wave. The implicit time of a- and b-wave
represents the number of milliseconds at which the peak of the waves is reached. These four
parameters (a- and b-wave amplitude and implicit time) derived from a typical ERG traces are
represented in figure 4.1.

For each 4 parameters, the data were plotted against flash luminance to generate the
photopic and scotopic luminance response function (LRF). As per Hébert et al. [47], two other
parameters were derived from the scotopic and photopic LRF of the b-wave, the Vmax and logK.
Vmax refers to the maximal b-wave amplitude in which the system of the retina saturates. In scotopic
condition, Vmax was selected at the end of the plateau before cone intrusion, which refers to the
Naka-Rushton curve plateau [48]. In the current experimentation, to avoid some subjectivity in the
selection of the Vmax parameter individually, the Vmax was set at 2.86 log cd-s/m2 in photopic
condition and at -0.0105 log cd-s/m? in scotopic condition [46]. The latter intensities were selected
after visual inspection of the averaged LRFs in a group of 10 WT mice. LogK is interpreted as retinal
sensitivity and represents the intensity necessary to reach half of the Vmax. Repeated measures
analyses of variance with Bonferroni correction were performed to assess the difference between WT
and mutant mutant mice for each of the ERG parameters (a- and b-wave amplitude and implicit time)

in both photopic and scotopic conditions. LogK was analysed using one-way analyses of variance.
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The results are presented in the text with SD. All analyses were conducted using SPSS for Windows
(version 15.0; SPSS, Chicago, lllinois).

Results

GSK3 Expression in prpGSK3f Mice

To assess the impact of GSK3[ overexpression on the ERG parameters, we studied the
prpGSK3pB mice. These mice express a C-terminal 6X-his tag recombinant GSK3 under the control
of a neuron-specific mouse prion protein promoter [42]. In contrast to GSK3B*- and GSK3a-KO that
display ubiquitous changes changes in GSK3 expression, prpGSK3B mice overexpress GSK3 in
specific cell populations. Western blot analysis were therefore carried out to establish whether GSK3
overexpression in these mice was restricted to the brain or also extended to the retina. As previously
described [42], these mice display increased GSK3 protein expression in the cortex and the striatum
(figure 4.2A-D). Additional characterization revealed an increase of approximately 40% in GSK3p
protein expression in the retina of prpGSK3p mice compared to the WT mice (figure 4.2E,F). As seen
on the representative Western blots analysis presented in figure 4.2, there was a partial proteolysis of
endogenous GSK3B and GSK3pB-his. GSK3p-his migrates between the endogenous GSK33 form and
the alternatively spliced form of endogenous GSK3p (Figure 4.2).

ERG of prpGSK3B Mice

ERG recordings revealed no significant change under photopic condition between WT and

prpGSK3 mice for the a- and b-wave amplitude and implicit time (figure 4.3A-D) as well as the logK.

In contrast, under scotopic condition, a significant decrease in the b-wave amplitude was
observed (figure 4.3F) between groups [F(1,26) = 19.327, p < 0.001]. Post hoc analyses showed that
b-wave amplitude was lower in prpGSK3p mice at almost every intensity, with the Vmax being
significantly lower (p < 0.001) by approximately 18% in mutant mice (388.40 + 30.42 pV) compared
with WT mice (472.60 + 49.97 pV) (figure 4.4A). The ERG waveform examination of prpGSK3@ and
WT mice (figure 4.4B) confirms that none of the other ERG parameters was significantly changed
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between the groups. These results suggest that overexpression of neuronal GSK3p decreases the
scotopic b-wave amplitude and has no impact on the other ERG parameters in scotopic or photopic

conditions.

ERG of GSK3p*- Mice

To further examine the contribution of GSK3 expression in the ERG response, we then used
GSK3p haploinsufficient (GSK3[3*-) mice. Disruption of the murine GSK3p gene leads to embryonic
lethality caused by liver degeneration during gestation; therefore only adult haploinsufficient mice can
be studied [43]. Under photopic condition, a significant difference between the luminance-response
functions of WT and GSK3B*- mice for the b-wave amplitude was observed [F(1,19) = 7.059,
p=0.016] and post hoc analyses showed that b-wave amplitude was higher in mutant mice at
several intensities (figure 4.5B). The photopic Vmax was also significantly increased in GSK33*- mice
(345.90 + 26.62 pV; p = 0.045) compared with WT mice (314.50 + 39.95 uV) (figure 4.6). None of
the other ERG parameters — namely the a-wave amplitude, a- and b-wave implicit time and logK -
was significantly changed in photopic condition (figure 4.5).

Under scotopic condition, the LRF of the b-wave amplitude was also significantly different
between groups [F(1,22) = 6.868, p = 0.016]. This difference was observed mainly for the higher
intensities (figure 4.5F). Scotopic Vmax amplitude was also significantly increased (figure 4.6C) in
GSK3B*- mice (499.40 + 51.77 pV; p = 0.006) compared with WT mice (437.60 £ 47.51 pV).
Moreover, an overall difference was found between groups for the b-wave implicit time
[F(1,22) = 4.694, p = 0.041] and post hoc comparisons revealed a significant decrease in GSK3p*"-
mice at some intensities (figure 4.5H). The examination of the ERG traces (figure 4.6D) of WT and
GSK3p*- mice also confirmed the significant changes of these parameters under scotopic condition.
None of the other ERG parameters such as the a-wave amplitude and implicit time as well as the

logK was affected in GSK3*- mice compared with WT mice.
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ERG of GSK3a-KO Mice (GSK3a*- and GSK3a-)

To assess the role of the GSK3a isozyme in the retinal functions, we used GSK3a*- and
GSK3a- mice. Under photopic condition, an overall difference was found between the two GSK3a
animal models and the WT mice [F(2,23) = 9.219, p = 0.001] for the a-wave amplitude. However, post
hoc comparisons showed a significant difference between WT and GSK3a*- mice at only one
intensity (figure 4.7A). For the b-wave amplitude, an overall difference was also observed
[F(2,23) =4.932, p = 0.017]. The Vmax amplitude was found to be significantly higher (figure 4.8) in
GSK3a- mice (330.90 £ 69.24 pV; p = 0.010) compared to WT mice (254.70 + 27.46 uV). No
significant change was found between WT and GSK3a*- mice. None of the other ERG parameters,
namely — the a- and b-wave implicit time and the logK — was influenced by the loss of GSK3a in

photopic condition.

Under scotopic condition, only an overall difference between the three groups for the b-wave
amplitude was observed [F(2,32) = 5.849; p = 0.007] and post hoc analyses (figure 4.7F) revealed
significant changes at several flash luminances, especially at highest intensities. Vmax amplitude was
significantly increased in GSK3a- mice (516.10 £ 73.34 pV; p = 0.006) compared with WT mice
(437.60 + 47.51 pV), but no significant change was observed between WT and GSK3a*- mice
(figure 4.8). None of the other ERG parameters, such as the a-wave amplitude, the a- and b-wave
implicit time and the logK was changed in mutant mice for GSK3a.

Discussion

The data presented here indicate that ERG response can be modulated by the expression of
both GSK3 isozymes with the suggestion that increased GSK3 activity might be involved in some
retinal anomalies observed in HRs and in patients with SZ. With the prpGSK3B mice, a model
showing an overexpression of neuronal GSK3p, we reproduced the significant decrease in rod b-
wave amplitude at Vmax that was previously detected in HRs compared with control subjects [9].
Moreover, a trend for a longer rod b-wave implicit time at Vmax was also observed in HRs and this
trend was also present in prpGSK3B (p = 0.095). Furthermore, we demonstrated that these
phenotypes can be reversed by reduced GSK3p expression as observed in GSK3B*- mice, where
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increased rod b-wave amplitude and decreased rod b-wave implicit time at Vmax were measured

compared with WT mice.

We also observed an anomaly of the cone a-wave only in GSK3a- mice, suggesting a role of
this GSK3 isozyme in the modulation of a-wave amplitude under photopic condition. ERG
assessments in patients with SZ revealed impairments in the earliest stage of visual information
processing, and the observation of a reduction in cone a-wave amplitude in SZ patients is consistent
among previous studies [5, 6]. A trend for a lower cone a-wave at Vmax was also reported in HRs
with an effect size of 0.40 [9]. Interestingly, GSK3a mRNA has also been identified as a SZ biomarker

overexpressed in blood peripheral cells from patients with schizophrenia [49].

Only a handful of studies assessed the retinal functions of BD patients and no anomaly was
observed compared with healthy controls [5, 50]. However, in one of the study [50], BD patients were
all treated for many years with lithium, a direct and indirect inhibitor of GSK3 [19, 21]. The dark-
adapted ERG was measured and no change in the b-wave amplitude and implicit time was reported.
Of course, other assessments of retinal functions in BD would be worthwhile because the previous
studies were independent of disease state (depressive or maniac), and only a few flash intensities
were used, which do not allow analyzing the dynamic of the ERG response.

Although GSK3 expression might explain some of the ERG anomalies observed in patients
with psychiatric illnesses, the impact of other molecules implicated in mental disorders must also be
taken into consideration. Indeed, the ERG anomalies are strikingly different between illnesses, thus
suggesting the implication of different factors underlying their origin. As an example, the
dopaminergic hypothesis in SZ had been well described [18, 51], and, given that dopamine is the
major catecholamine expressed in the retina [52], changes in retinal or central dopamine tones can
also affect ERG [46]. Moreover, the data presented here and our previous observations in mice with
increased dopamine tones [46] suggest that GSK3 and central dopamine may impact different ERG
parameters. The mechanism through which central monoamines can affect the ERG response
remains unknown. In contrast, the detection of enhanced GSK3pB expression in the retina of
prpGSK3[ mice is compatible with a direct contribution of this kinase in the regulation of scotopic b-

wave amplitude at Vmax in the retina. However, because the role of GSK3 in the retina had been
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scarcely explored, additional detailed studies are necessary to uncover the physiological mechanisms
of the modulation of the retinal functions by GSK3.

Overall, data presented here demonstrate an association between the rod b-wave amplitude
and GSK3 activity, a risk factor for major brain disorders. Increased GSK3p expression reproduced
the exact same ERG anomaly reported in HRs suggesting that GSK3[ expression or activity may be
increased before disease onset in HRs. The cone a-wave anomaly observed in several ERG studies
on SZ patients might also be linked to GSK3a expression. ERG anomalies found in psychiatric
disorders may therefore represent telltale signatures of various disease risk factors. Further analysis
of genetic risk factor epistasis and ERG anomalies in human populations may thus become an
important next step of research to further the usefulness of ERG as a part of a biologically validated

psychiatric diagnosis toolbox with potential high value clinical relevance.
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Figure 4.3. Photopic luminance-response function between mice having increased glycogen
synthase kinase-3 beta (GSK3[) expression (prpGSK3p; n = 13) and wild-type mice (WT; n = 15) for
the a-wave amplitude (A), b-wave amplitude (B), a-wave implicit time (C) and b-wave implicit time (D).
Scotopic luminance-response function between prpGSK3p (n = 13) and WT (n = 15) mice for the a-
wave amplitude (E), b-wave amplitude (F), a-wave implicit time (G) and b-wave implicit time (H). Error
bars represent the SD. (*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001).
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Figure 4.5. Photopic luminance-response function between mice having reduced glycogen synthase
kinase-3 beta (GSK3B) expression (GSK3B+-; n = 11) and wild-type mice (WT; n = 10) for the a-wave
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represent the SD. (*p < 0.05; **p < 0.01).
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Figure 4.7. Photopic luminance-response function among glycogen synthase kinase-3 alpha
(GSK3a) heterozygous (GSK3a*-; n = 9), homozygous (GSK3a’; n = 9) and wild-type (WT; n = 8)
mice for the a-wave amplitude (A), b-wave amplitude (B), a-wave implicit time (C) and b-wave implicit
time (D). Scotopic luminance-response function between GSK3a*- (n = 11), GSK3a’ (n = 12) and
WT (n = 12) mice for the a-wave amplitude (E), b-wave amplitude (F), a-wave implicit time (G) and b-
wave implicit time (H). Error bars represent the SD. (*p < 0.005; #p < 0.01; difference between WT
and GSK3a*- mice) (*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001; difference between WT and GSK3a- mice).
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Figure 4.8. (A) Distribution of the Vmax amplitude in photopic condition for wild-type (WT), GSK3a
heterozygous (GSK3a*-) and GSK3a homozygous (GSK3a’) mice. (B) Example of a photopic
electroretinogram (ERG) trace at Vmax for one WT mouse (black), one GSK3a*- mouse (grey) and
one GSK3a’ mouse (dotted line). An increase in a- and b-wave amplitude at Vmax is observed in
GSK3a- mice in photopic condition. (C) Distribution of the Vmax amplitude in scotopic condition for
WT, GSK3a*- and GSK3a'- mice. (D) Example of a scotopic ERG trace at Vmax for one WT mouse
(black), one GSK3a*- mouse (grey) and one GSK3a mouse (dotted line). An increase in b-wave
amplitude at Vmax is observed in GSK3a- mice in scotopic condition. Error bars represent the SD.
(**p <0.01; N.S.: not significant)
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Résumé

Il a été démontré que le stabilisateur d’humeur lithium peut moduler les rythmes circadiens
chez les vertébrés. Parmi les nombreuses cibles thérapeutiques proposées du lithium, l'inhibition
directe de la glycogene synthase kinase-3 béta (GSK3p) a été suggérée pour expliquer ses effets sur
la physiologie circadienne. Dans cette expérience, nous étudions I'effet de I'haploinsuffisance de
GSK3B sur 'activité locomotrice circadienne chez la souris durant une période de noirceur constante
en comparaison avec des souris wild-type (WT). Les animaux ont été hébergés individuellement dans
une cage comportant une roue afin de mesurer leur activité circadienne. Les souris ont été
entrainées a un cycle de 12 heures de lumiére et 12 heures de noirceur pendant 14 jours et ensuite
placées sous noirceur constante pour 14 autres jours. Durant la phase de noirceur constante, la
période d’activité locomotrice circadienne des souris GSK3B*- fut significativement augmentée
(23,83 £ 0,05 h) en comparaison avec les souris WT (23,54 + 0,10 h; p = 0,0374). Aucune différence
significative du niveau d’activité locomotrice n'a été observée. Sachant que la GSK3p interagit avec
la plupart des composants moléculaires de I'horloge biologique interne, ces résultats suggérent que
la GSK3[ s'avere un important régulateur intrinséque de I'horloge circadienne et joue un réle crucial

dans la régulation de la période en réponse a un traitement au lithium.
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Abstract

The mood stabilizer drug lithium has been reported to impact circadian rhythms in
vertebrates. Among several putative therapeutic molecular targets, direct inhibition of glycogen
synthase kinase-3 beta (GSK3p) by lithium has been proposed to underlie its effects on circadian
physiology. Here we study the effect of GSK3p haploinsufficiency on the circadian locomotor activity
in mice during a free-running period in comparison to wild-type littermates (WT). Mice were housed
individually to record their circadian wheel running activity and were entrained to a 12h light/12h dark
cycle for 14 days and then placed under constant darkness for 14 days to allow free-running. During
the free-running phase, the circadian locomotor activity period of GSK3B*- was significantly
lengthened (23.83 + 0.05 h) when compared to the WT mice (23.54 £ 0.10 h; p = 0.0374). No
significant difference in locomotor activity was observed. Knowing that GSK3 interacts with most of
the core clock components, these data suggest that GSK3p acts as a critical intrinsic regulator of the

circadian clock and plays an important role in regulating its period in response to lithium treatment.

Keywords: Glycogen synthase kinase-33; Circadian rhythms; Free-running; Period; Locomotor

activity
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Circadian rhythms are orchestrated by the suprachiasmatic nucleus (SCN) located in the
anterior hypothalamus and known as the circadian primary pacemaker [1]. The circadian behavior is
mainly entrained by the daily rhythms in the spontaneous firing rate of SCN neurons [2]. At the
molecular level, cells throughout the body also display 24-hour rhythms that are generated and
maintained through clock genes interconnected transcriptional feedback. Briefly, the cycle begins with
the heterodimerization of the bHLH-PAS domain proteins BMAL1 and CLOCK. This complex then
activates the clock genes Per1, Per2, Cry1 and Cry2. PER and CRY accumulate in the cytosol before
translocating into the nucleus where the PER-CRY complex inhibits its own transcription by binding to
the BMAL1-CLOCK complex. The orphan nuclear receptor Rev-erba also plays a role in the negative
feedback loops in repressing the transcription of Bmal1 during the circadian night. Alternatively, the
BMAL1-CLOCK complex activates Rev-erba [1].

Numerous pathologies such as psychiatric disorders, cancer, cardiac and inflammatory
diseases have been linked to circadian disturbances [3]. As an example, several lines of evidence of
marked circadian abnormalities have been reported in bipolar disorder (BD) and other mood
disorders such as sleep/wake activity, diurnal secretion of hormones and endogenous substances as
well as appetite [4]. Indirectly, the circadian rhythms hypothesis in mood disorder is supported by
pharmacological studies using the mood stabilizer lithium. At the cellular level, it was demonstrated
that lithium impacts the spontaneous firing of the SCN neurons [5] as well as the circadian rhythm of
SCN individual neurons firing rate [6]. Moreover, behavioral studies reported that lithium lengthens
the circadian period in mammals [7-10].

Among several putative therapeutic molecular targets of lithium [11], the inhibition of the
serine/threonine kinase glycogen synthase kinase-3 (GSK3) has been proposed to underlie several of
its effects on circadian rhythms [12]. Two isoforms of GSK3 a and B are expressed throughout the
brain [13]. GSK3 isoforms are believed to be constitutively active and can be inhibited by the
phosphorylation of single serine residues on their regulatory amino-terminal domain [14].
Interestingly, mice with GSK3B haploinsufficiency (GSK3B*-) have been shown to phenocopy several
behavioral effects of lithium in rodents [15]. Indeed GSK3B*- mice display decreased anxiety,
reduced immobility in forced-swimming and tail suspension tests, resilience to social stress and

reduced responsiveness to amphetamine [15-19]. Recent works using animal models suggested a
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role of GSK3 in the circadian physiology. Paul et al. [20] reported that GSK3a/B knock-in mice, where
both a and [ isoforms were constitutively active as a result of an alanine substitution of their
regulatory serine residues, exhibited disrupted behavioral rhythmicity, but this circadian behavior was
unaltered in mice expressing only one activated GSK3 isoform. However, this circadian behaviour
was unaltered in mice expressing only one constitutively activated GSK3 isoform. Furthermore,
Drosophila over-expressing the GSK3 ortholog shaggy (sgg) exhibit a shorter circadian locomotor
activity period while reduced sgg expression produces a contrasting lengthened period phenotype
[21]. Altogether, these previous observations implicate GSK3 as an important intrinsic regulator of the
circadian rhythms, but, to date, no study investigated the circadian disturbances caused by GSK3
haploinsufficiency in mammals. This experiment focuses on the intrinsic circadian locomotor activity
of GSK3B*- mice to better understand the role of this GSK3 isoform in the circadian clock intrinsic

period.

In this study, respective wildtype littermates (WT, n = 5) were used as control subjects for
GSK3p*- mice (n = 5). Both groups had a C57BL/6 genetic background. All animals were males and
were about 4 months of age. Mice were genotyped at weaning by polymerase chain reaction
amplification from ear punch of genomic DNA. Before the experiment, mice were housed 4-5/cage in
a humidity-controlled room at 23 °C on a 12-hour light-dark cycle with ad libitum access to food and
water. The Université Laval Institutional Animal Care Committee approved all experimental
procedures in line with guideline from the Canadian Council on Animal Care.

To record the circadian locomotor activity, mice were housed individually in cages equipped
with a running wheel (Coulbourn Instruments, Whitehall, PA) to record their circadian running activity.
Mice were first entrained to a 12h light/12 h dark cycle (LD) for 14 days (lights on at 7:00 am and off
at 7:00 pm) and then placed under constant darkness (DD) for 14 days to allow free-running. Wheel

running activity was monitored continuously using the ClockLab software (Actimetrics, Wilmette, IL).

Actograms were generated using the 6-min bins of activity and double plotted for easier
visualisation. A representation of the activity profile over 24h was also generated for ease of
examination. The period length as well as the level of locomotor activity were calculated using batch

analysis in ClockLab software. All parameters were analysed using an independent t-test to compare
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WT and GSK3[*- mice and are presented with the standard error of the mean (SEM). All analyses
were performed using GraphPad Prism software (La Jolla, CA).

Under LD, both WT and GSK3@*- mice were well entrained to the LD cycle, with most of the
running activity occurring during the dark phase as seen on the actogram presented in figure 5.1A
and B. Under DD, the free-running period of GSK3B*- mice was significantly lengthened (23.83 £
0.05 h) when compared to the WT mice (23.54 + 0.10 h; p = 0.0374). The 24h activity profile under
LD and DD confirms those observations (figure 5.1C-F) with GSK33+*- mice being less active than WT
mice between 7:00 am and 7:00 pm under DD, representing the subjective light phase (figure 5.1F).
While apparently small, this difference in period length between WT and GSK3p*- mice resulted in
noticeable difference in activity pattern under DD condition. The lengthening in the intrinsic circadian
period in GSK3B*- mice to a value that is closer to 24h resulted in maintenance of the activity pattern
between LD and DD conditions (figure 5.1B). In contrast, WT animals that have a shorter
endogenous period, displayed a shift in onset and offset of locomotor activity (figure 5.1A) that
resulted in enhanced activity at the end of the subjective light period and in a drop in activity during
the latter half of the subjective dark phase.

When analysing the level of locomotor activity under the light and dark phases, most of the
parameters as presented in figure 5.2 were not significantly different between WT and GSK3+- mice.
For example, no difference was observed in the number of wheel revolutions per minute and per day
under LD and DD between WT and GSK3p*- mice. When analysing the activity during the different
phases under LD, the number of wheel revolutions remained not significant between WT and
GSK3*- mice during the light phase as well as during the dark phase. However, the number of wheel
revolutions of GSK3B*- mice was significantly lower (p = 0.0144) during the subjective light phase in
DD (between 7:00 am and 7:00 pm) which is in line with the lengthening of their intrinsic circadian
period. During the subjective dark phase (between 7:00 pm and 7:00 am), the number of wheel

revolutions was not significant between WT and GSK3f*- mice.
The results presented here demonstrated that the haploinsufficiency of GSK3p lengthens the

intrinsic circadian period in mice, supporting the hypothesis that GSK3p act as an intrinsic regulator of

the molecular clock. Moreover, no difference in the daily number of wheel revolutions has been
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reported, suggesting that WT and GSK3B*- mice have similar locomotor activity levels as previously
observed [22].

These observations are consistent with an implication of GSK3 expression on the circadian
locomotor activity of vertebrates. The shorter circadian locomotor activity period observed in
Drosophila over-expressing the GSK3 ortholog sgg was attributed to early nuclear translocation of the
PERIOD/TIMELESS heterodimer. On the other hand, the period was lengthened following a decrease
in sgg activity, which is compatible with our observation in mice [21]. Furthermore, GSK3p
haploinsufficiency mimicked the circadian phenotype previously observed in vertebrates following
lithium treatment. Indeed, the period of the circadian activity rhythm is lengthened following lithium
treatment in mice [7] and lithium treatment lengthened the period of free-running activity even in SCN

lesioned hamsters [9].

The studies on the molecular targets of GSK3 in circadian physiology suggest potential
mechanisms which may help understanding the circadian phenotype observed in GSK3p*- mice.
First, GSK3B directly phosphorylates PER2 and promotes its nuclear translocation. Therefore, a
decrease in the activation of GSK3B would result in a phase delay caused by the late nuclear transfer
of PER2. Alternatively, a phase advance would be caused by an increased GSK3p function [23].
Second, in cultured cells, GSK3B phosphorylates and stabilises the orphan nuclear receptor Rev-
erba known as a negative component of the circadian clock. Moreover, the rapid proteasomal
degradation of Rev-erba and the activation of the gene Bmal1 were observed following lithium
treatment of cells suggesting that Rev-erba is a biological target of GSK3p as well as lithium [24].
Finally, GSK3B phosphorylates BMAL1 and controls the amplitude of the circadian oscillation in
stabilizing this protein, which appears to be crucial to maintain the robustness of the circadian clock
[25].

In conclusion, the results presented here support an important role of GSK3 in the circadian
behavior and its regulation following lithium treatment. Further detailed studies are necessary to
uncover the mechanisms of this regulation as well as the role of this other GSK3 isoform, GSK3aq, in

the circadian rhythms. Because dysregulation of GSK3 is involved in many disorders linked with
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circadian rhythms dysfunctions, a better understanding of the modulation of circadian physiology by
GSK3 may lead to novel therapeutics for circadian disturbances.
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Figure 5.1. Representative wheel running behavior for WT and GSK3B*- mice. Example of a double-
plotted actogram for a WT mouse (A) and a GSK3p*- mouse (B) showing running activity under LD
and DD. The lights were turned on at 7:00 am (white bars) and turned off at 7:00 pm (gray bars). The
activity profile was then transferred on a schematic representation over 24h for the WT mouse under
LD (C) and DD (D) as well as for the GSK3p*- mouse under LD (E) and DD (F).
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Figure 5.2. Mean level of locomotor activity between WT and GSK3B*- mice. Number of wheel
revolutions per minute under LD and DD (A). Number of wheel revolutions per day under LD and DD
(B). Number of wheel revolutions under LD during the light phase (C) and the dark phase (D).
Number of wheel revolutions under DD during the subjective light phase (E) and the subjective dark
phase (F). The results are presented with the SEM. (*: p < 0.05)
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CHAPITRE 6 : DISCUSSION GENERALE

6.1. Récapitulation des résultats

L'objectif général de cette thése était d'investiguer les origines de certains déficits et
anomalies des fonctions rétiniennes et des rythmes circadiens qui ont été retrouvés chez les patients
atteints de maladies psychiatriques, dont le TAS et la schizophrénie, ainsi que chez des enfants a
haut risque génétique de développer une maladie psychiatrique. Les deux premiéres études avaient
pour but de comprendre I'implication dans les fonctions rétiniennes des amines reconnues pour jouer
un role potentiel dans la pathophysiologie des maladies psychiatriques, dont le TAS, c'est-a-dire la
mélatonine, la dopamine centrale et la sérotonine centrale. Plus précisément, la premiére étude
démontre que l'ingestion d’'une dose élevée de mélatonine provoque une diminution de I'amplitude
des ondes a et b de 'ERG des cones et des batonnets chez le chien. Quant & la deuxieme étude, elle
utilise des modéles animaux qui présentent un changement dans la neurotransmission
serotoninergique centrale ou dopaminergique centrale, c'est-a-dire les souris Tph2-KI, DAT-KO, D1R-
KO et D2R-KO et démontre que certains parametres de 'ERG sont modulés par une dysfonction de
la sérotonine centrale ou de la dopamine centrale de méme que par la perte du récepteur D1R. Les
résultats obtenus dans ces études corroborent certaines anomalies de 'ERG qui ont été observées
dans le TAS, ce qui permet de suggérer un modéle multifactoriel qui pourrait expliquer les anomalies
de 'ERG qui ont été rapportées dans ce trouble. Pour leur part, les deux derniéres études se
penchent sur GSK3 qui est un facteur de risque pour la schizophrénie et le trouble bipolaire afin
d’investiguer son implication dans les anomalies de I'ERG ainsi que dans les dysfonctions
circadiennes qui ont été observées chez les patients ou les enfants a risque de ces maladies. De ce
fait, la troisieme étude démontre une association entre I'amplitude des ondes de I'ERG,
particuliecrement de I'onde b, avec I'expression des deux isozymes de GSK3. Enfin, la quatriéme
étude mesure l'activité locomotrice circadienne des souris haploinsuffisantes pour GSK3B et

démontre que cette molécule est un important régulateur intrinséque de I'horloge biologique.

Ce chapitre fait une récapitulation des résultats qui découlent de chacune des études

présentées dans cette thése et discute des mécanismes moléculaires et physiologiques qui
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pourraient expliquer les anomalies des fonctions rétiniennes et de la régulation des rythmes
circadiens observées dans ces expérimentations, en plus des considérations méthodologiques
reliées a chacune de ces études.

6.1.1. Etude de I'impact de la prise de mélatonine orale sur ’ERG

L’'une des hypotheses émises pour expliquer I'étiologie du TAS est la présence d'une
dysfonction de la mélatonine [113-115, 311]. En effet, des anomalies dans la période de sécrétion de
cette hormone chez les sujets atteints du TAS ont été observées [113, 311] et des expérimentations
ont rapporté une association entre l'inhibition de la mélatonine et la rémission des symptémes
dépressifs chez des personnes avec TAS [114, 115]. En plus d’étre produite principalement par la
glande pinéale, la mélatonine est aussi sécrétée par différentes structures oculaires, dont la rétine, ce
qui nous amene a suggérer qu’elle pourrait jouer un role potentiel dans les anomalies de 'ERG qui
ont été observées chez les personnes atteintes du TAS. L'objectif de cette étude était d’évaluer
Iimpact sur 'ERG de la prise d’une forte dose orale de mélatonine sur les systémes des cones et des
batonnets et, indirectement, cette expérimentation nous informe sur comment la mélatonine pourrait
influencer 'ERG dans le TAS. L’hypothése émise était que I'ingestion d’une forte dose de mélatonine
favoriserait le systéme des batonnets et diminuerait ainsi 'amplitude des ondes a et b du systeme
des cones. Cette hypothése a été confirmée en partie puisque le résultat principal démontre que la
mélatonine provoque une diminution drastique de I'amplitude des ondes a et b du systéme des
cones. Quant au systéme des batonnets, cette expérimentation démontre qu'il est aussi affecté par la
prise d’une forte dose de mélatonine, mais d’une maniére beaucoup moins prononcée que ce qui est
observé dans le systéme des cdnes. Cette section traite des résultats obtenus dans cette
expérimentation, de ses limitations, des mécanismes physiologiques potentiels qui pourraient
expliquer les observations de I'étude et, finalement, des liens avec les anomalies de 'ERG qui ont été

observées dans le TAS.

Dans cette étude, des chiens ont été utilisés puisque leurs rythmes circadiens ressemblent
sensiblement a ceux des humains. En effet, il a été observé que les chiens sont des animaux qui sont
majoritairement actifs durant le jour et qui passent une bonne partie de la nuit & dormir [313]. De plus,
il a été démontré que la sécrétion de mélatonine chez les chiens suit un rythme qui s'apparente
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beaucoup a celui des humains, ou sa production débute en soirée pour atteindre sa sécrétion
maximale vers 2 h du matin et redescendre a son niveau basal le matin [314]. Cela dit, tout comme
chez 'numain, la mélatonine s’avere un signal de sommeil pour les chiens et cette espéce représente
ainsi un bon modéle pour étudier les effets de la mélatonine sur 'ERG afin de les transposer chez

'humain.

Tel que mentionné précédemment, le résultat principal de cette étude démontre que
lingestion d’une dose élevée de mélatonine (90 mg) durant le jour réduit grandement la réponse du
systéme des cones. En effet, on observe une diminution drastique de 'amplitude des ondes a et b du
systéme photopique de méme qu'une diminution de I'amplitude de 'ERG flicker a toutes les
fréquences testées suite a l'ingestion de mélatonine. D’ailleurs, ces résultats corroborent ce qui a été
observé chez 'humain, ou l'ingestion de 15 mg de mélatonine a provoqué une diminution d’environ
8 % de I'amplitude maximale de 'onde b des cones [315]. De plus, les observations de la présente
expérimentation vont dans le sens des résultats qui ont été rapportés dans certaines études et qui
ont démontré une association entre le niveau de mélatonine endogene et une variation circadienne
de certains paramétres de 'ERG chez I'humain [269, 316]. Les mécanismes potentiellement a
I'origine de ces observations sont discutés plus loin dans cette section.

Egalement, la présente étude est la premiére & investiguer I'impact de la mélatonine exogéne
sur le systéme des batonnets durant le jour, soit lorsqu’elle n’est physiologiquement pas présente
dans l'organisme, et démontre que ce systéme est aussi affecté par la prise d'une dose élevée de
cette hormone. En fait, on rapporte une diminution globale des amplitudes des ondes a et b suite a
Iingestion de mélatonine, mais I'amplitude maximale de ces ondes n'est pas affectée par la prise de
cette hormone. Cependant, en comparant les valeurs individuelles de chacun des parametres de
'ERG en condition scotopique (table 2.3), on constate une grande variabilité entre les sujets. Cette
variabilité est reflétée par I'écart-type élevé des moyennes pour 'amplitude maximale de I'onde a
(contréles = -306,90 + 59,35 uV; mélatonine = -230,30 + 60,42 pV) et du Vmax qui représente
I'amplitude maximale de 'onde b (contréles = 519,50 £ 70,47 uV; mélatonine = 437,60 + 103,40 pV).
De plus, chez le chien numéro 2, on remarque que lingestion de mélatonine a provoqué une
augmentation de I'amplitude maximale de I'onde a et du Vmax, ce qui va dans le sens contraire de ce

qui est observé chez les autres chiens. D’ailleurs, les différences rapportées pourraient étre
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expliquées par plusieurs facteurs. Par exemple, il y avait un stimulateur différent pour chaque ceil et
un positionnement différent de celui-ci entre les séances d’enregistrement aurait pu faire varier les
résultats. De plus, la variabilité entre les données aurait pu aussi étre causée par un placement
différent de I'électrode principale. Afin de minimiser I'effet de cette variabilité, les données rapportées
dans les tables représentent la moyenne des valeurs entre les deux yeux et aucune différence
significative n’a été décelée dans ces valeurs entre les deux yeux pour chacun des paramétres.
Cependant, malgré cela, on retrouve tout de méme une grande variabilité dans les résultats entre les

sujets, particulierement dans la condition scotopique.

Cette étude comporte aussi quelques lacunes. Premiérement, seulement sept chiens ont été
testés dans le cadre de cette expérimentation, ce qui représente un petit échantillon de sujets. En
fait, il faut garder en téte qu’en condition scotopique, une différence globale significative est observée
pour les amplitudes des ondes a (p = 0,050) et b (p = 0,044) et qu’une tendance est rapportée pour
une différence dans les valeurs de I'amplitude maximale de I'onde a (p = 0,058) et du Vmax
(p =10,069). Or, une analyse de puissance effectuée par la suite a révélé qu'avec un nombre de 15
chiens, une différence dans les valeurs de I'amplitude maximale des ondes a et b aurait pu étre
détectée avec 85 % de puissance. Deuxiémement, le protocole utilisé ne permet pas de déterminer si
les déficits de 'ERG sont le résultat d'une toxicité causée par la forte dose de mélatonine. Afin de
complémenter I'étude, il aurait été intéressant de mesurer un ERG sur les mémes chiens 24 heures
aprés la prise de mélatonine afin de vérifier si I'effet grandement négatif de cette hormone sur le
systéme des cones persiste. Dans le cas ou la diminution de 'amplitude des ondes a et b avait été
présente a ce moment et méme durant les jours suivants, une étude histologique subséquente aurait
été pertinente pour analyser l'intégrité du systeme rétinien et déceler s'il y a présence d’'une toxicité
cellulaire dans la rétine. De plus, des tests visuels auraient pu permettre de déterminer si la vision
des chiens est aussi affectée suite a l'ingestion de mélatonine malgré le fait qu'une anomalie de
'ERG ne s'accompagne pas toujours de dysfonctions visuelles. Or, dans la présente étude, un
examen ophtalmologique a été effectué aprés I'expérimentation et aucun signe clinique de toxicité n'a
été décelé (résultats non montrés). D’ailleurs, les chiens étudiés ont été utilisés pour d’autres
expérimentations [317, 318] effectuées apres plusieurs jours, voire des mois, et aucune anomalie de

I'ERG n’a été observée en condition basale.
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En écartant I'hypothése de la présence de toxicité rétinienne, on peut pencher en faveur d’'un
dysfonctionnement moléculaire dans la rétine pour expliquer les résultats observés dans cette étude.
En fait, il faut garder a l'esprit que, dans la rétine, la mélatonine et la dopamine agissent comme
antagonistes mutuels et pourraient étre a l'origine du changement entre la vision de nuit et la vision
de jour [261]. A vrai dire, de par son expression nocturne, la mélatonine pourrait &tre en mesure de
favoriser le systéme des batonnets pour la vision de nuit [263], tandis que la dopamine, dont la
production est augmentée par la lumiére, pourrait jouer en faveur du systeme des cones pour la
vision de jour [262]. Cependant, I'une des principales limitations de cette étude est qu'aucune mesure
directe ou indirecte de la dopamine ni de la mélatonine n'a été effectuée. Cela dit, il n'est pas
possible de déterminer si les phénotypes observés a I'ERG résultent directement d’'une augmentation
de la mélatonine seule ou indirectement d’'une diminution de la dopamine dans la rétine. En se
basant sur la littérature scientifique, on peut donc favoriser l'implication de ['antagonisme
mélatonine/dopamine dans la rétine pour spéculer sur les mécanismes physiologiques a l'origine des
anomalies de 'ERG rapportées dans la présente étude. D’ailleurs, en ce qui a trait a la dopamine,
une étude chez les patients dépendants a la cocaine a démontré qu'une diminution de I'amplitude de
I'onde b des cones bleus est associée a une réduction de la concentration cérébrospinale de HVA qui
est un métabolite de la dopamine [297]. De plus, il a été rapporté que la communication entre les
cones et les batonnets se fait par des jonctions électriques qui sont sous le contréle des récepteurs
dopaminergiques D2. Ces jonctions électriques sont découplées lorsque la dopamine est produite
durant le jour et couplées lorsque la dopamine est supprimée par la mélatonine durant la nuit [229].
Aussi, une étude sur le necture, qui est un type de salamandre, a démontré que les antagonistes
dopaminergiques augmentent le couplage des cellules horizontales, ce qui permet d'intégrer et de
réguler les signaux de plusieurs photorécepteurs [319]. Ce phénomeéne se ferait via les récepteurs
dopaminergiques de la famille D1 [229]. Cela suggere que, dans la présente étude chez le chien, la
diminution marquée de I'amplitude des ondes a et b des systemes des cénes et des batonnets
pourrait étre associée a la diminution probable de la dopamine causée par l'ingestion d’une forte

dose de mélatonine.
Une autre hypothése physiologique suggére que la dopamine pourrait aussi étre impliquée

dans la diminution de 'amplitude de I'onde a, et ce, via son effet sur la pompe Na*/K*-ATPase. En

fait, la pompe Na*/K*-ATPase est retrouvée dans le segment externe des photorécepteurs et elle
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permet de garder ces cellules dépolarisées dans lobscurité [229]. L’hyperpolarisation des
photorécepteurs, qui est reflétée par 'onde a de 'ERG, est provoquée par l'inhibition de cette pompe.
Chez le rat, il a été démontré que la dopamine inhibe la pompe Na*/K*-ATPase des batonnets via les
récepteurs de type D4R [320]. Cela dit, il a été spéculé par la suite que la dopamine favoriserait
'hyperpolarisation des batonnets [229]. A la lumiére de ces résultats, on peut suggérer que
lingestion d’'une dose élevée de mélatonine ménerait & une diminution de la dopamine rétinienne et
ainsi a une réduction de l'inhibition de la pompe Na*/K*-ATPase. Cela provoquerait une diminution de
I'hyperpolarisation des batonnets qui pourrait se traduire par une réduction globale des amplitudes de
I'onde a en condition scotopique, telle que rapportée dans la présente étude. Cependant, I'effet de la
dopamine sur la pompe Na*/K*-ATPase a été étudiée seulement chez le rat, qui est une espece
nocturne, et son effet sur les cdnes demeure encore inconnu. Or, puisque la pompe Na*/K*-ATPase
se retrouve sur tous les photorécepteurs y compris les cones [321, 322, il est possible de spéculer
qu’une diminution de la production de dopamine rétinienne pourrait aussi réduire l'inhibition de cette
pompe sur les cones et ainsi diminuer I'hyperpolarisation des cones. Cela pourrait expliquer la
réduction globale des amplitudes de I'onde a observée en condition photopique dans la présente
étude.

Ce phénomeéne pourrait aussi avoir un impact indirect sur 'amplitude de I'onde b de 'ERG.
En fait, si 'nyperpolarisation des photorécepteurs est diminuée (suite a la réduction de 'inhibition de
la pompe Na*/K*-ATPase causée par une baisse de dopamine rétinienne), la dépolarisation
subséquente des cellules bipolaires rétiniennes pourrait elle aussi étre diminuée. De plus, en tenant
compte que I'amplitude de l'onde b de 'ERG est dépendante de 'amplitude de I'onde a (parce que
I'amplitude de 'onde b est mesurée a partir de 'amplitude maximale de I'onde a), on peut suggérer
qu’une réduction de I'amplitude de I'onde a ménerait a une diminution de 'amplitude de I'onde b. En
d'autres termes, la diminution de la dopamine rétinienne provoquerait une réduction de
I'hyperpolarisation des photorécepteurs (par la réduction de l'inhibition de la pompe Na*/K*-ATPase),
ce qui diminuerait le signal électrique envoyé aux cellules bipolaires et qui se traduirait par une
diminution de 'amplitude de I'onde b, telle qu’observée dans la présente étude. Afin de valider ces
hypotheses, il serait intéressant d’étudier I'effet de la dopamine et de la mélatonine sur la pompe

Na*/K*-ATPase des cdnes et des batonnets chez le chien ainsi que chez d’autres espéces diurnes.

160



Par ailleurs, la sérotonine, qui est le précurseur de la mélatonine, est reconnue pour jouer un
réle dans la vasoconstriction des vaisseaux sanguins [238, 239]. Or, il a été rapporté que la
mélatonine joue aussi un role semblable [323] et il a été démontré, chez I'humain, que le récepteur
de la mélatonine MT1 est exprimé dans le réseau vasculaire de la rétine [324]. De plus, une étude a
rapporté qu'il est possible de déceler une perte des fonctions rétiniennes résultant d’une ischémie
grace a 'ERG puisque I'amplitude de 'onde b des cones et des batonnets est diminuée suite a une
occlusion de la veine rétinienne centrale [325]. Dans un méme ordre d’idées, il a aussi été démontré,
chez 'humain, que la dopamine augmente le diamétre des vaisseaux sanguins de la rétine [326].
Selon ces résultats, il est possible de spéculer que la dose élevée de mélatonine pourrait avoir
provoqué une vasoconstriction des vaisseaux sanguins de la rétine, ce qui pourrait étre a l'origine de
la diminution de I'amplitude de 'onde b des cones et des batonnets observée dans la présente étude.
Dans le but de valider cette hypothése, il serait pertinent d’analyser l'intégrité du systeme vasculaire

de la rétine des chiens suite a la prise d’une forte dose de mélatonine.

Les principales anomalies de 'ERG qui ont été rapportées lors de la phase dépressive du
TAS sont une diminution de la sensibilité des batonnets (logK), une diminution de I'amplitude de
'onde b des cones et une augmentation de la latence de I'onde b des cones [38]. Or, les résultats
présentés ici déemontrent que l'ingestion de la mélatonine n’affecte pas la sensibilité rétinienne
(daprés le paramétre du logK) ni la latence des ondes, et ce, dans les conditions photopique et
scotopique. Cela dit, la présente étude suggére qu'un dysfonctionnement de la mélatonine pourrait
expliquer partiellement les anomalies de 'ERG observées chez les personnes atteintes du TAS
puisqu’elle démontre que 'augmentation de mélatonine dans I'organisme peut, entre autres, diminuer
I'amplitude de I'onde b des cbnes, ce qui corrobore I'une des anomalies de 'ERG qui a été retrouvée
dans le TAS. Dailleurs, tel que mentionné précédemment, certaines observations suggérent
l'implication de la mélatonine dans I'étiologie du TAS [113-115, 311], mais il faut garder en téte que
I'hypothese de la mélatonine dans le TAS demeure controversée puisque certaines études n'ont pas
été en mesure de répliquer les résultats qui découlent de ces expérimentations [116, 117]. Or, des
études ont démontré une association entre la sécrétion de mélatonine endogene et la variation
circadienne des parametres de 'ERG [316], ce qui supporte I'hypothése qu'un débalancement de la
sécrétion de mélatonine dans le TAS pourrait étre en partie impliqué dans les anomalies de 'ERG qui

ont été observées dans ce trouble. Par exemple, une étude portant sur la période de sécrétion de
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mélatonine selon le chronotype a rapporté des résultats sur I'impact de la mélatonine endogéne sur
'ERG qui vont dans le sens des observations de la présente étude [316]. En fait, il a été démontré
que les types du soir ont une concentration de mélatonine salivaire plus élevée le matin en
comparaison avec les types du matin, alors que la situation opposée est observée le soir. Ce
déphasage de la sécrétion de mélatonine le matin a été associé a une diminution de I'amplitude des
ondes a et b du systeme des cones et des batonnets ainsi qu’a une diminution de la sensibilité des
batonnets le matin. De plus, une corrélation négative a été observée entre la concentration de
mélatonine salivaire et 'amplitude de 'ERG des cones ainsi que de la réponse mixte des cones et
des batonnets. En somme, les résultats qui ont été rapportés chez 'lhumain suite a un déphasage de
la sécrétion de mélatonine endogéne corroborent partiellement les observations démontrées dans la
présente étude. Cela supporte I'hypothése que la mélatonine pourrait étre en partie impliquée dans

les anomalies de 'ERG qui ont été retrouvées chez les sujets atteints du TAS.

Bref, a la lumiére des résultats observés dans la présente étude, il est possible de suggérer
que les déficits de 'ERG qui ont été rapportés chez les sujets atteints du TAS durant la phase
dépressive pourraient étre expliqués partiellement par un dysfonctionnement de la mélatonine, mais
d’autres mécanismes entrent inévitablement en jeu dans ces anomalies de 'ERG. En plus de
limplication de la mélatonine, d’autres hypothéses ont été émises afin de comprendre I'étiologie du
TAS, dont une diminution de la neurotransmission de la sérotonine centrale et une augmentation de
la neurotransmission de la dopamine centrale. Il est intéressant de constater que ces deux
neurotransmetteurs sont directement reliés a la mélatonine puisque la sérotonine est son précurseur
et que la dopamine est son antagoniste dans la rétine. Les résultats présentés ici ont permis de
spéculer sur l'implication de la dopamine rétinienne dans le phénotype de 'ERG observé suite a
lingestion d’'une forte dose de mélatonine, mais I'effet d’'une augmentation de la neurotransmission
dopaminergique centrale sur lTERG demeure toujours inconnu. De plus, les données de la présente
étude ne permettent pas d’émettre des hypothéses sur l'implication de la sérotonine dans 'ERG
puisque c’est une dose de mélatonine exogéne qui a été utilisée dans cette expérimentation. Cela dit,
dans le but de valider ces hypothéses dans le TAS et dans les autres maladies ainsi que pour mieux
comprendre I'implication de ces monoamines centrales dans 'ERG, de plus amples expérimentations

étaient de mise avec des modéles animaux différents comme des souris génétiquement modifiées.
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6.1.2. Etude de I'implication de la sérotonine et de la dopamine centrale sur 'ERG

De nombreuses études suggérent I'implication de la sérotonine centrale [85, 86, 95-98] et de
la dopamine centrale [119, 158] dans I'étiologie des maladies psychiatriques, dont le TAS. Il a aussi
été démontré que plusieurs drogues utilisées en psychiatrie exercent leur mode d’action via les
récepteurs dopaminergiques de type D1R et D2R [52, 62] et que certains de ces composés
influencent les paramétres de 'ERG [230-235, 242, 300-303]. L'objectif de cette étude était d’'évaluer
si les anomalies de 'ERG observées chez les patients atteints de maladies psychiatriques peuvent
étre associees a des changements sérotoninergiques ou dopaminergiques centraux ou a des
altérations de la neurotransmission rétinienne de ces monoamines. L’hypothése émise était qu'une
diminution de la sérotonine centrale et une augmentation de la dopamine centrale affecteraient 'lERG
d’'une maniére semblable a ce qui a été retrouve chez les personnes atteintes du TAS, sachant qu'un
débalancement au niveau de la neurotransmission de ces monoamines centrales pourrait étre
potentiellement impliqué dans cette maladie. Pour ce faire, quatre modéles animaux qui présentent
des dysfonctions de la neurotransmission sérotoninergique ou dopaminergique ont été utilisés, c'est-
a-dire les souris Tph2-KI, DAT-KO, D1R-KO et D2R-KO.

Implication de la sérotonine centrale sur 'ERG

Tout d'abord, les souris Tph2-KI ont été utilisées afin d'évaluer I'impact d’'une diminution de la
sérotonine centrale sur 'ERG. Il faut garder en téte que la présence de dysfonctions de la
neurotransmission sérotoninergique centrale demeure I'une des hypothéses les plus étudiées pour
expliquer I'apparition de symptomes dépressifs, comme ceux observés dans le TAS. A titre
d’exemple, il a été démontré que les antidépresseurs qui agissent sur la neurotransmission de la
sérotonine sont efficaces pour contrer les symptomes dépressifs du TAS [85, 86, 95-97]. De plus, il a
été observe que le niveau de sérotonine centrale est réduit lorsque la luminosité extérieure diminue,
ce qui pourrait expliquer I'apparition des symptdémes dépressifs du TAS a I'hiver [104]. Cela dit, les
souris Tph2-KI représentent un modéle animal de choix pour déterminer si une dysfonction
serotoninergique centrale peut moduler 'ERG puisqu’une diminution marquée d’environ 80 % du
contenu tissulaire en sérotonine a été décrite dans le systéme nerveux central de ces souris [48].

Dailleurs, la présente étude reproduit ce résultat sur la diminution du contenu tissulaire en sérotonine
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dans le striatum et ne rapporte aucun changement dans le contenu tissulaire en sérotonine dans la
rétine des souris Tph2-KI (figure 3.4). Ces résultats peuvent étre expliqués par le fait que c’est Tph1
qui prédomine dans la rétine, tandis que Tph2 est retrouvée principalement dans le cerveau [327].
Cela confirme que la souris Tph2-KI représente un bon modéle animal pour étudier I'impact sur 'ERG
d’'une diminution de la neurotransmission sérotoninergique centrale et non rétinienne. Cette section
fait un rappel du résultat obtenu a 'ERG avec les souris Tph2-KI et discute des mécanismes
potentiels qui pourraient étre a l'origine de ce résultat, et ce, en lien avec les anomalies de 'ERG qui

ont été retrouvées dans le TAS.

Puisque le polymorphisme de Tph2 retrouvé chez les souris Tph2-Kl est associé a la
dépression [47], I'hypothese émise au départ était que ces souris allaient présenter les mémes
anomalies de 'ERG qui ont été observées chez les personnes atteintes du TAS lors de la période
dépressive, c’est-a-dire une diminution de la sensibilité du systéme des batonnets, une diminution de
'amplitude de l'onde b des cones et une augmentation de la latence de l'onde b des cones.
Cependant, cette hypothése a été confirmée partiellement puisque la présente étude rapporte
seulement une augmentation de la latence de l'onde b des cbnes chez les souris Tph2-Kl en
comparaison avec les souris WT, et ce, a presque toutes les intensités lumineuses utilisées (figure
3.2). Cela suggére qu'une diminution de la sérotonine centrale pourrait étre a l'origine de
I'augmentation de la latence de I'onde b des cdnes qui a été observée chez les personnes atteintes
du TAS durant la phase dépressive [128].

Cette étude est la premiére a démontrer qu'une diminution de la neurotransmission
sérotoninergique centrale augmente la latence de I'onde b des cones. Jusqu'alors, il était connu que
seule la sérotonine rétinienne pouvait influencer 'lERG d’aprés ce qui a été démontré dans certaines
études pharmacologiques [231, 242]. Cependant, il est difficile de tirer des conclusions claires de ces
études puisqu’elles ont utilisé différentes doses d’agents pharmacologiques sur des espéces variées.
En résumé, une étude a rapporté que la déplétion de sérotonine rétinienne chez le pigeon provoque
une augmentation de I'amplitude de I'onde b ainsi qu'une diminution de la latence de 'onde b des
cones et des batonnets [242]. Cependant, il a été démontré que le chat répond d’une maniere
différente puisque l'injection intravitréale de sérotonine méne a une augmentation de I'amplitude de

I'onde b en condition scotopique, et ce, sans modifier la latence des ondes [231].
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Au niveau de la rétine, des études ont rapporté que la sérotonine est impliquée dans la
fréquence de décharge des cellules ganglionnaires, I'adaptation a la lumiére et la vasoconstriction.
En effet, au niveau des neurones de la rétine, il a été démontré que les cellules ganglionnaires sont
la principale cible de la sérotonine rétinienne puisque celle-ci augmente la décharge des cellules
ganglionnaires a centre OFF et diminue la décharge des cellules ganglionnaires a centre ON chez le
chat. Il a d'ailleurs été suggéré que ces mécanismes permettraient une meilleure adaptation a la
lumiére [241]. De plus, il a été observé que la sérotonine favorise la vasoconstriction dans la rétine
chez les bovins [238] et les singes [239] en plus de provoquer de I'ischémie rétinienne chez les rats
[240]. Drailleurs, chez 'humain, il a été rapporté que l'application topique d’'un antagoniste du
récepteur 5-HT2r dans les artéres ciliaires postérieures augmente le flot sanguin [328]. Cet effet de la
sérotonine sur la vasoconstriction des vaisseaux sanguins pourrait d’ailleurs étre a l'origine des
anomalies de 'ERG qui ont été observées dans les études pharmacologiques préalablement citées
[231, 242] puisqu’il a été rapporté que I'amplitude de l'onde b peut étre influencée par la

vasoconstriction des vaisseaux sanguins [329)].

Il faut se rappeler que, dans les deux études pharmacologiques citées précédemment qui
portent sur l'impact de la sérotonine sur 'ERG [231, 242], c'est I'expression de la sérotonine
rétinienne qui a été altérée directement et qui a provoqué des changements dans I'amplitude de
'onde b de 'ERG. Or, tel que préalablement mentionné, c'est Tph1 qui est responsable de la
synthese de la sérotonine dans la rétine [327]. Cela dit, chez les souris Tph2-Kl, il est normal que le
contenu tissulaire en sérotonine dans la rétine demeure inchangé et cela suggére que C'est la
diminution de la sérotonine centrale qui serait @ l'origine de I'augmentation de la latence de I'onde b
des cones observée chez ces souris. Parmi les mécanismes potentiels qui pourraient expliquer ce
phénoméne, on peut penser qu'il pourrait y avoir une diminution de I'apport en sérotonine dans la
rétine qui proviendrait directement du cerveau via les axones rétinopétals [236]. Cependant, le fait
que le contenu tissulaire en sérotonine dans la rétine des souris Tph2-Kl est inchangé révéle que
cette hypothése est peu probable. Par contre, on peut suspecter qu'il pourrait y avoir une légere
variation sérotoninergique dans la rétine et que sa détection irait alors au-dela des limites des
méthodes existantes. Egalement, 'anomalie de 'ERG chez les souris Tph2-K pourrait étre modulée
par des changements physiologiques périphériques. A ce jour, les phénotypes qui ont été observés

chez ces souris sont principalement comportementaux, émotionnels et cognitifs, mais des études ont
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démontré que les souris Tph2-KI présentent une réduction de la prolactine plasmatique en réponse a
I'administration de fenfluramine, ainsi qu'une diminution de la température corporelle suite a
I'administration d’un agoniste des récepteurs 5-HT1a [329]. Cela dit, il pourrait y avoir un mécanisme
périphérique toujours inconnu qui serait a l'origine de 'augmentation de la latence de I'onde b des
cones chez les souris Tph2-KI. Bref, afin d'investiguer ces modéles, il serait intéressant de
caractériser les changements périphériques, comme des dysfonctions hormonales, chez les souris
Tph2-Kl qui pourraient avoir un impact indirect sur 'ERG et, plus particuliérement, sur la latence de

I'onde b des cones.

Il faut aussi garder en téte que la sérotonine est le précurseur de la mélatonine. Ainsi, un
changement au niveau de I'expression de Tph (1 ou 2), qui est 'enzyme limitante de la synthése de
la sérotonine, pourrait mener a un dysfonctionnement de ces molécules. Or, il importe de spécifier
que cest lisoforme Tph1 qui est exprimé dans la glande pinéale et qui est donc impliqué dans la
synthese de la mélatonine centrale [330]. Cela dit, la sécrétion de la mélatonine chez les souris Tph2-
KI ne serait pas altérée par leur polymorphisme, donc on peut suggérer que I'anomalie de 'ERG
observée chez les souris Tph2-KI ne serait pas associée a un changement au niveau de la sécrétion
de cette hormone. Cependant, il faut tenir compte que des dysfonctions circadiennes ont été
rapportées chez les souris Tph2-Kl. En effet, nous avons observé que les souris Tph2-KI se
synchronisent plus lentement & un cycle lumiere/noirceur inversé que les souris WT (résultats non
montrés). De plus, il a été démontré que les souris Tph2-KI présentent des anomalies du sommeil a
ondes lentes [331]. Tout compte fait, on peut suspecter que la sécrétion normale de mélatonine chez
ces souris pourrait étre altérée par ces dysfonctions circadiennes, ce qui pourrait étre a l'origine de

leur anomalie observée a 'ERG.

Somme toute, afin de confirmer les résultats obtenus avec les souris Tph2-KI, il serait
intéressant de mesurer les fonctions rétiniennes chez des patients qui portent la méme mutation
génétique de Tph2 [47] et de comparer les résultats entre 'humain et I'animal. De plus, dans le but
de mieux comprendre I'implication des isoformes de Tph dans I'ERG, il serait profitable d’étudier
'ERG d’autres modéles animaux comme les souris knockout pour Tph1 et/ou Tph2 [332]. Puisque
cest Tph1 qui est exprimée dans la rétine et dans la glande pinéale [327], les souris Tph1-KO

permettraient de déterminer I'impact d’'une diminution de la sérotonine et/ou de la mélatonine dans la
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rétine et dans le cerveau sur 'ERG. Pour sa part, I'étude des souris Tph2-KO serait un complément a
la présente expérimentation pour confirmer si une diminution de la sérotonine centrale affecte 'ERG.

Enfin, il serait intéressant d’évaluer si 'injection de 5-HTP peut normaliser lERG des souris Tph2-KI.

En somme, les résultats obtenus sur les souris Tph2-KI démontrent qu’une diminution de la
neurotransmission sérotoninergique centrale affecte 'ERG, et ce, méme si le contenu tissulaire en
sérotonine dans la rétine demeure inchangé. A la lumiére de ces observations, il est possible de
suggérer qu'une diminution de I'expression de la sérotonine centrale serait partiellement responsable
des anomalies de 'ERG qui ont été retrouvées chez les personnes atteintes du TAS puisque seule la
latence de I'onde b des cdnes est augmentée lorsque la sérotonine centrale est réduite. Cela dit, il
est évident que d’autres mécanismes et d’autres molécules entrent en jeu dans les anomalies de
'ERG qui ont été observées durant la phase dépressive du TAS et que ceux-ci pourraient étre reliés

au systeme dopaminergique.

Implication de la dopamine centrale sur 'ERG

Afin d'investiguer I'implication d’une augmentation de la neurotransmission de la dopamine
centrale sur 'ERG, le deuxiéme modeéle animal utilisé dans cette étude est la souris DAT-KO qui
s'avére un modéle d’hyperdopaminergie centrale constante [58]. En fait, il a été suggéré qu'une
augmentation de l'activité dopaminergique centrale pourrait étre impliquée dans certaines maladies
psychiatriques, dont le TAS. Par exemple, il a été observé que les personnes atteintes du TAS ont
une plus grande fréquence de clignements oculaires [120, 121] et une diminution de la sécrétion de
prolactine [124, 125], ce qui s'avére des indices d’une hyperfonction dopaminergique centrale [122,
123]. De plus, une diminution de la disponibilité du transporteur de la dopamine a été observée dans
le striatum gauche des personnes atteintes du TAS [119]. Cette section fait un résumé du résultat
obtenu a 'ERG chez les souris DAT-KO en lien avec ce qui a été rapporté chez les personnes
atteintes du TAS et discute des mécanismes qui pourraient potentiellement étre a l'origine de ces

observations.

A la lumiére des expérimentations précédentes sur les souris DAT-KO [57, 58], celles-ci

s'avérent un modéle de choix pour l'étude de [limplication d'une augmentation de la
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neurotransmission dopaminergique centrale en lien avec le TAS. En effet, en raison de I'absence du
DAT chez ces souris, il y a une inhibition de la recapture de la dopamine dans le neurone
présynaptique, donc la dopamine s’accumule dans la fente synaptique. D'ailleurs, dans le striatum, il
a été rapporté que le niveau de dopamine extracellulaire est augmenté de cinq fois, tandis que le
contenu tissulaire en dopamine est diminué d’environ 95 % par rapport a celui des souris WT [333,
334]. Or, malgré la présence d'un changement drastique de la concentration de dopamine
extracellulaire centrale chez ces souris, la présente étude ne rapporte aucun changement dans le
contenu tissulaire en dopamine dans la rétine (figure 3.4). En tenant compte que le contenu tissulaire
en dopamine refléte le niveau de stockage intraneuronal et est associé au niveau de la dopamine
extracellulaire [334], on peut en déduire que si le contenu tissulaire en dopamine est inchangé dans
la rétine des souris DAT-KO, le niveau de dopamine extracellulaire rétinien est lui aussi inchangé
chez ces souris. Comme les souris DAT-KO sont un modéle d’hyperdopaminergie, c'est
I'augmentation de la concentration de la dopamine extracellulaire dans le striatum qui est rapportée
dans la présente étude. Cela dit, les souris DAT-KO représentent un outil pour investiguer I'impact
d’une augmentation de la neurotransmission dopaminergique centrale sur 'ERG telle que suggérée
dans le TAS.

A partir de I'étude sur leffet positif d’'un antagoniste dopaminergique sur la sensibilité
rétinienne chez le chat [230], 'hypothése émise au départ était que les souris DAT-KO présenteraient
une diminution de la sensibilité de 'lERG des batonnets. En effet, la présente étude démontre que la
seule anomalie de 'ERG observée chez les souris DAT-KO est une diminution de la sensibilité du
systéme des batonnets (de 0,16 unités log) telle que mesurée avec le paramétre du logK qui est
dérivé des amplitudes de 'onde b (figure 3.5). Ce qui est intéressant ici, c’est qu’une réduction de la
sensibilité des batonnets de 0,13 unités log a été rapportée chez les personnes atteintes du TAS
[128]. Cela suggére que la diminution de la sensibilité des batonnets qui a été observée durant la
période dépressive chez les personnes atteintes du TAS pourrait étre causée par une augmentation
de la neurotransmission dopaminergique centrale, ce qui va dans le sens des hypothéses
précédemment émises. Or, la présente expérimentation est la premiere & démontrer que la dopamine
centrale a un impact négatif sur la sensibilité des batonnets mesurée a partir de 'onde b de 'ERG,
mais des études pharmacologiques ont rapporté qu’'une dysfonction dopaminergique rétinienne peut

aussi moduler 'amplitude de I'onde b de 'ERG. A titre d’exemple, il a été démontré au moyen d’une
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fonction logarithmique que l'application de fluphenazine, qui est un antagoniste dopaminergique,
dans des yeux perfusés de chat provoque une augmentation de la sensibilité des batonnets [230]. De
plus, toujours chez le chat, il a été rapporté que la destruction des cellules dopaminergiques de la
rétine par la neurotoxine 6-hydroxydopamine (6-OHDA) méne & l'augmentation de 'amplitude de
'onde b dans les conditions scotopique, mésopique et photopique [231]. Cependant, dans cette
derniere étude, une seule intensité lumineuse a été utilisée dans chacune des conditions, ce qui ne
permet pas d’analyser la dynamique de l'impact d’une déplétion de dopamine rétinienne sur 'ERG.
Or, si plus d’intensités lumineuses avaient été utilisées, on peut suspecter que le parametre du logK
aurait peut-étre été altéré. A la lumiére de ces résultats pharmacologiques, on peut conclure que la

dopamine rétinienne provoque un impact négatif sur 'amplitude de 'onde b de 'ERG.

Ces observations sur la diminution de I'amplitude de 'onde b de 'ERG par la dopamine
rétinienne reflétent bien les réles physiologiques de ce neurotransmetteur dans la rétine. En effet, 'un
des principaux roles de la dopamine rétinienne est de découpler les jonctions entre les cellules
horizontales [229]. D’ailleurs, il est connu que I'organisation synaptique du systéme des batonnets est
tres divergente par rapport a celle du systeme des cones puisque les cellules bipolaires des
batonnets regoivent les afférences des cellules horizontales [41]. Cela dit, on peut suggérer que
Ialtération par la dopamine de I'amplification du signal des batonnets par les cellules horizontales
pourrait se traduire par une diminution de I'amplitude de I'onde b des batonnets. De plus, il faut
garder en téte que I'onde b de 'ERG refléte particulierement I'activité des cellules bipolaires et une
étude électrophysiologique a rapporté un effet négatif de la dopamine sur ce type de cellules
rétiniennes. En fait, chez des yeux perfusés de roussette, qui est un type de poisson, il a été
démontré que l'application de petites quantités de dopamine provoque une hyperpolarisation des
cellules bipolaires ON des batonnets et réduit ainsi leur réponse a des stimulations lumineuses. Cet
effet de la dopamine a d’ailleurs été associé a une diminution de I'amplitude de I'onde b de 'ERG des
batonnets chez cette espéce. Les auteurs de cette étude ont donc suggéré qu'il existerait une voie
sélective dopaminergique qui agirait directement sur les cellules bipolaires ON des batonnets et qui

pourrait affecter la sensibilité du systeéme scotopique de la rétine [335].

II faut cependant tenir compte que les résultats qui ont été observés dans les

expérimentations pharmacologiques précédemment citées sont le fruit d'une dysfonction
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dopaminergique directement dans la rétine. Or, la diminution de la sensibilité du systéme des
batonnets chez les souris DAT-KO provient d'un changement dans la dopamine centrale puisque le
contenu tissulaire en dopamine dans la rétine de ces souris est inchangé. L'hypothése la plus
plausible pour expliquer ce changement de 'ERG chez ces souris implique une variation périphérique
de la prolactine. En fait, il a été démontré que les souris DAT-KO présentent un dysfonctionnement
de I'hypophyse qui provoque une diminution de la sécrétion de prolactine par cette glande [336]. La
prolactine est aussi synthétisée par la rétine, ce qui suggére un role de cette hormone dans la
physiologie rétinienne [337]. D’ailleurs, il a été rapporté que, chez les femmes enceintes, la présence
d’'un niveau de prolactine élevé dans le sang est associée a une augmentation de 'amplitude de
I'onde b de 'ERG [338]. Cependant, le role de la prolactine dans la rétine demeure nébuleux et de
plus amples études sont de mise afin de déterminer si la prolactine peut moduler les parametres de
'ERG comme la sensibilité rétinienne. En tenant compte de ce changement hormonal chez les souris
DAT-KO, il se pourrait donc que la diminution de la sensibilité des batonnets soit simplement causée
par un dysfonctionnement de 'hypophyse et ainsi par une diminution de la sécrétion de prolactine qui
découle de leur mutation génétique. Or, ce qui est intéressant ici c’'est qu'une diminution de la
prolactine a aussi été rapportée chez les personnes atteintes du TAS [124, 125]. |l faut considérer le
fait que la dopamine régule négativement cette hormone [123], donc il est possible de spéculer
qu'une augmentation de lactivitt dopaminergique centrale dans le TAS serait associée a une
réduction de la production de prolactine qui provoquerait une diminution de la sensibilité du systéme
des batonnets semblable a celle qui a été observée a 'ERG chez les patients atteints de ce trouble.
Afin de valider cette hypothése, il serait intéressant d'injecter de la prolactine aux souris DAT-KO et
de vérifier si cela normalise 'ERG.

A ce jour, le traitement de choix pour le TAS est la luminothérapie et il a été¢ démontré que
'ERG des personnes atteintes du TAS se normalise suite a un traitement de quatre semaines de
luminothérapie [128]. Or, il faut garder en téte qu'il a été rapporté que la production de dopamine
dans la rétine est augmentée a la lumiére [339] et, considérant I'impact négatif de la dopamine
rétinienne (et centrale) sur 'ERG, il serait contradictoire de spéculer que l'effet normalisateur et
thérapeutique de la luminothérapie passerait par la dopamine rétinienne. Cependant, étant donné
que la rétine est en constante interaction avec le cerveau, on peut suggérer que la luminothérapie

pourrait non pas avoir un effet rétinien sur la dopamine, mais bien central, et ce, indirectement via
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I'augmentation de la sérotonine centrale. En fait, il a été démontré que, dans le systéme limbique, la
seérotonine et la dopamine agissent comme antagonistes [340]. De plus, il a été rapporté que le
niveau de sérotonine centrale est plus élevé lors des jours ensoleillés en comparaison avec les jours
plus sombres [104]. Cela dit, on peut spéculer que la réduction de la photopériode a I'automne
diminuerait le niveau de sérotonine centrale et favoriserait ainsi I'apparition des symptémes
dépressifs caractéristiques du TAS. Pour sa part, la luminothérapie stimulerait la production de
sérotonine afin de contrer ces symptémes. En d’autres termes, une augmentation de la production de
sérotonine centrale par la luminothérapie pourrait diminuer 'expression de la dopamine centrale et

ainsi normaliser la sensibilité du systéme des batonnets.

Enfin, puisque les souris DAT-KO sont souvent utilisées comme un modéle animal du TDAH,
il pourrait étre intéressant de mesurer un ERG chez des personnes atteintes de ce trouble. D’ailleurs,
la luminothérapie a été proposée comme traitement chez des adultes atteints du TDAH et il a été
démontré que cette thérapie mene a 'amélioration des symptomes de ce trouble [341]. Cette étude a
aussi révélé que la luminothérapie avance la phase circadienne des sujets atteints du TDAH, dont
40 % d’entre eux étaient des types du soir. A la lumiére de ces résultats, il est possible de spéculer
qu’en plus d’engendrer un réalignement de la phase circadienne, la luminothérapie pourrait exercer
son effet thérapeutique en augmentant la production de sérotonine centrale qui, a son tour, inhiberait
la dopamine centrale. Somme toute, si un résultat d'ERG semblable a celui des souris DAT-KO était
retrouvé chez ces personnes, cela pourrait représenter une signature biologique de ce trouble en
plus de renforcer les présentes observations qui démontrent que les anomalies de 'ERG sont des

biomarqueurs des dysfonctions monoaminergiques centrales.

Finalement, I'étude de 'ERG des souris DAT-KO démontre qu’une augmentation de la
dopamine extracellulaire centrale affecte IERG, et ce, méme s'il n’y a aucun changement dans le
contenu tissulaire en dopamine dans la rétine. Ces observations suggérent que la diminution de la
sensibilité du systeme des batonnets qui a été rapportée chez les personnes atteintes du TAS durant
la phase dépressive pourrait étre associée a une augmentation de la neurotransmission
dopaminergique centrale. Cependant, le phénotype de 'ERG observé chez les souris DAT-KO
permet d’expliquer partiellement les anomalies de 'ERG qui ont été rapportées dans le TAS, ce qui

favorise I'élaboration d'un modéle multifactoriel du TAS qui sera discuté a la toute fin de cette section.
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Implication des récepteurs dopaminergiques D1R et D2R sur 'ERG

En tenant compte que la dopamine semble impliquée dans [I'étiologie des maladies
psychiatriques et que plusieurs médicaments utilisés en psychiatrie agissent sur les récepteurs
dopaminergiques D1R et D2R [62, 65], le but de cette expérimentation était d’étudier I'implication de
ces récepteurs dans 'ERG. Pour ce faire, les souris D1R-KO et D2R-KO ont été utilisées afin de
déterminer si les anomalies de 'ERG qui ont été rapportées dans les maladies psychiatriques
peuvent étre a 'origine d’'une diminution de la biodisponibilité de ces récepteurs de la dopamine dans
la rétine. L’hypothese de départ était que les souris D1R-KO et D2R-KO présenteraient une
diminution de 'amplitude de I'onde b des cones et des batonnets puisqu'il a été démontré que des
antagonistes de D1R [232, 233, 312] et D2R [233-235] provoquent ces phénotypes a 'ERG. Or, cette
hypothese a été confirmée partiellement et les résultats de cette étude sont discutés dans cette

section.

Au moment ou les expérimentations sur les souris D1R-KO étaient en cours, un article a été
publié sur limplication du récepteur D1R dans le systeme scotopique seulement [342]. En résumé,
cette publication a démontré que les souris D1R-KO présentent une diminution de I'amplitude de
I'onde b des batonnets, ce qui corrobore I'un des résultats présentés dans cette étude. D’ailleurs, les
auteurs de cette publication ont relaté que la réponse scotopique des cellules bipolaires est favorisée
par des courants chlore via les récepteurs GABAc, et ce, sous le contrle des récepteurs
dopaminergiques D1R. Or, aucune mesure sur le systéme des cones n'a été présentée dans cette
publication.

En plus de reproduire le résultat d'une diminution de I'amplitude de I'onde b des batonnets
chez les souris D1R-KO [342], la présente étude démontre que le systéme des cbnes est aussi
affecté par I'absence du récepteur D1R. En effet, on rapporte la présence d’'une diminution de
I'amplitude de I'onde b et une augmentation de la latence de I'onde b des cones chez les souris D1R-
KO. Drailleurs, ces résultats ont été reproduits récemment par une autre équipe et les auteurs de
cette publication ont aussi démontré la présence d’une diminution de I'amplitude des potentiels
oscillatoires (OPs) en condition photopique [343]. Or, dans la présente thése, seule la contribution

relative des OPs a 'amplitude de 'onde b est rapportée et aucun changement n’est constaté chez les
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souris D1R-KO. Cependant, pour parvenir a ce résultat, lamplitude des OPs a été mesurée et il a été
démontré que celle-ci est diminuée en condition photopique et scotopique (résultats non montrés).
Considérant que 'amplitude de I'onde b ainsi que celle des OPs sont toutes les deux réduites chez
les souris D1R-KO, il va de soi que la contribution relative des OPs a 'amplitude de 'onde b demeure
inchangée chez ces souris, ce qui va dans le sens des résultats publiés dernierement [343]. Les
données obtenues avec les souris D1R-KO corroborent aussi ce qui a été démontré dans certaines
études pharmacologiques. En fait, chez 'humain, il a été rapporté que le blocage des récepteurs D1
provoque une diminution de 'amplitude de 'onde b et des OPs du systéme des batonnets [233]. De
plus, chez le poisson rouge, il a été observé qu'un antagoniste du récepteur D1R, réduit I'amplitude
de l'onde b des cones [312], tandis que, chez le lapin, c’est plutdt 'amplitude de I'onde b des cones

et des batonnets qui a été diminuée par le blocage du récepteur D1R [232].

A la lumiére de ces résultats, on peut conclure que la perte du récepteur D1R, & la fois dans
le cerveau et dans la rétine, affecte plusieurs parametres de 'ERG comme I'amplitude de I'onde b
des cbnes et des batonnets de méme que la latence de 'onde b des cones. D’ailleurs, pour faire un
lien avec les anomalies de 'ERG observées chez les patients atteints de maladies psychiatriques, il a
été démontré que certains de ces paramétres de I'ERG sont aussi changés durant la phase
dépressive du TAS, comme une diminution de 'amplitude de I'onde b des cones et une augmentation
de la latence de 'onde b des cones [128]. Cependant, en tenant compte que la souris D1R-KO est un
modéle animal qui s'apparente moins au TAS, il est peu probable qu’'une diminution de la
biodisponibilité de D1R dans la rétine et dans le cerveau soit a l'origine des anomalies de 'ERG dans
le TAS. Or, la diminution de I'amplitude de I'onde b des batonnets se rapproche plus de ce qui a été
observé chez les enfants a haut risque de développer une maladie psychiatrique (HRs) [283]. En fait,
la présente étude rapporte une diminution de 'amplitude de 'onde b des batonnets de 20 % chez les
souris D1R-KO, tandis qu'il a été observé que ce paramétre est diminué de 23 % chez les HRs.
Dailleurs, une étude a démontré qu’un changement de la signalisation par le récepteur D1R dans le
cortex préfrontal est associé a des déficits de la mémoire de travail chez les patients atteints de
schizophrénie [344], et des altérations dans la mémoire épisodique verbale et visuelle ont aussi été
observées chez les HRs [345]. Cela dit, un dysfonctionnement de la signalisation dopaminergique par
D1R pourrait expliquer le déficit des batonnets observé chez les HRs plutét que les anomalies

rapportées chez les personnes atteintes du TAS. Cependant, cette hypothése demeure incompléte
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puisqu’'aucune anomalie du systeme des cOnes n'a été observée chez les HRs, contrairement a ce

qui a été démontré chez les souris D1R-KO.

La souris D2R-KO représente le dernier modéle animal utilisé dans le cadre de cette étude
dans le but d’étudier 'implication du récepteur dopaminergique D2R dans 'ERG. En fait, 'hypothese
émise au départ était que les souris D2R présenteraient une diminution de I'amplitude de I'onde b
des systémes des cones et des batonnets puisqu'il a été rapporté que des agents pharmacologiques
qui agissent comme antagonistes du récepteur D2R diminuent 'amplitude de l'onde b de ces
systémes [233-235]. Cependant, dans la présente étude, aucune différence n’est observée entre les
souris D2R-KO et WT pour chacun des paramétres de 'ERG. Or, la seule différence de 'ERG
rapportée chez ces souris se trouve au niveau de la contribution relative des OPs a 'amplitude de
I'onde b des cones, ou cette contribution est plus élevée chez les souris D2R-KO. Malgré leur origine
toujours nébuleuse, il a été suggéré que les OPs refletent I'activité des cellules amacrines et
bipolaires de la rétine [277]. Considérant le fait que les cellules amacrines sont les principales
cellules dopaminergiques de la rétine, les résultats présentés ici suggerent que leur activité pourrait
étre régulée en partie par le récepteur D2R. Toutefois, puisqu’aucun changement dans les OPs n’a
été observé chez les patients atteints de maladies psychiatriques [282, 346], la biodisponibilité de
D2R dans la rétine ne semble donc pas étre a l'origine des anomalies de 'ERG retrouvées dans les

autres troubles mentaux.

Contrairement aux résultats observés chez les souris Tph2-Kl et DAT-KO qui présentent une
dysfonction monoaminergique centrale, les observations rapportées chez les souris D1R-KO et D2R-
KO sont le fruit d’une altération des récepteurs dopaminergiques a la fois dans la rétine et dans le
cerveau. Or, d'aprés les résultats présentés dans cette étude, on observe que les anomalies de
'ERG qui ont été observées chez les personnes atteintes du TAS s’apparentent d’avantage a un
reflet d’'une dysfonction sérotoninergique centrale et/ou dopaminergique centrale qu’a une altération
dans la biodisponibilité rétinienne des récepteurs dopaminergiques D1R et D2R. Cependant, les
résultats présentés ici permettent de bien analyser I'impact isolé sur 'ERG de la perte de I'un de ces
récepteurs et, ainsi, de mieux décrire leur implication dans la physiologie rétinienne contrairement a
la plupart des études pharmacologiques qui utilisent une ou plusieurs drogues qui présentent une

affinité pour ces deux récepteurs.
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Avantages et limites de cette étude

Au cours des derniéres années, de nombreuses expérimentations pharmacologiques ont
permis de mieux comprendre limplication des monoamines dans la physiologie rétinienne.
Cependant, la variété des especes étudiées et des doses de médicaments utilisées ont souvent
mené a des résultats contradictoires. L'avantage d'utiliser des modéles animaux pour ce type d’étude
repose sur le fait que les observations reflétent les conséquences d’'une dysfonction ciblée d’'un géne
d’intérét et non pas de changements aigus causés par un agent pharmacologique. Aussi, considérant
le fait que les drogues agissent rarement sur une seule molécule [304], les modéles animaux ont
donc plus de chances de refléter impact direct qui découle des changements fonctionnels de la
molécule d'intérét. Egalement, les modéles animaux se rapprochent plus de ce qui est retrouvé chez
les patients, c'est-a-dire qu'il se produit des changements compensatoires dans leur organisme pour

s'adapter a l'altération de la fonction d’'un géne [347].

Cependant, il ne faut pas négliger le fait qu'il s'agit d’'une étude translationnelle, c'est-a-dire
que les résultats obtenus chez la souris sont extrapolés chez I'humain. Il importe aussi de spécifier
que, contrairement aux humains, les souris sont des animaux nocturnes et que, pour cette espéce, la
lumiére est un signal négatif qui provoque de la peur et de lanxiété [348]. Cela dit, il serait
inapproprié de tester les hypothéses de luminothérapie sur les souris puisque 'ERG pourrait alors
refléter un débalancement des neurotransmetteurs centraux causé par la peur et I'anxiété de I'animal.
De plus, le systéme nerveux central humain est beaucoup plus complexe que celui de la souris et les
mécanismes physiologiques pourraient différer d'une structure a l'autre ainsi que d’une espéce a
l'autre. Or, bien que plusieurs aspects biologiques doivent étre pris en compte dans les approches
translationnelles, les modéles animaux restent indispensables @ une meilleure compréhension des

mécanismes impliqués dans les maladies psychiatriques.

Ces affirmations sont a considérer dans l'analyse des résultats de toutes les études
présentées dans cette thése. Somme toute, cette étude est la premiére a démontrer que 'ERG peut
refléter une dysfonction sérotoninergique ou dopaminergique centrale, ce qui suggére que les
anomalies de 'ERG qui ont été retrouvées dans le TAS pourraient étre partiellement causées par des

changements dans I'expression de ces monoamines dans le cerveau. De plus, cette étude renforce
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I'hypothese que les anomalies de 'ERG pourraient servir de biomarqueurs pour investiguer la
neurotransmission du cerveau et ainsi devenir un outil de choix pour I'étude des maladies

psychiatriques.

Le modéle multifactoriel du TAS

Les anomalies de 'ERG qui ont été observées dans le TAS sont une diminution de la
sensibilité des batonnets, une réduction de 'amplitude maximale de l'onde b des cones et une
augmentation de la latence de I'onde b des cones. Or, ce qui est intéressant ici, c'est que ces
anomalies de 'ERG ont toutes été reproduites dans les expérimentations présentés jusqu’ici dans
cette these. En effet, cette these démontre que : i) I'ingestion de la mélatonine diminue 'amplitude de
I'onde b des cones chez le chien, ii) la diminution de la sérotonine centrale augmente la latence de
'onde b des cones chez les souris Tph2-KI et iii) laugmentation de la dopamine extracellulaire
centrale diminue la sensibilité du systéme des batonnets chez les souris DAT-KO. En somme, ces
observations suggérent fortement que les anomalies de 'ERG qui ont été observées dans le TAS ont
une origine multifactorielle qui impliquerait a la fois la mélatonine, la sérotonine centrale et la

dopamine centrale telle que résumée dans la figure 6.1.
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Figure 6.1. Résumé du modéle multifactoriel du TAS ainsi que des mécanismes potentiels qui
pourraient étre a l'origine des anomalies de 'ERG observées chez les personnes atteintes de ce
trouble. Les fleches en pointillé représentent des hypothéses a vérifier.

6.1.3. Etude de I'implication de GSK3 sur PERG

Derniérement, chez les HRs, un nouvel endophénotype a été observé et celui-ci consiste en
une diminution du Vmax des batonnets, en plus de la présence de tendances pour une diminution de
I'amplitude de I'onde a des cones et une augmentation de la latence de 'onde b des batonnets [283].
Egalement, il a été démontré que les patients atteints de schizophrénie présentent aussi une
diminution de I'amplitude de I'onde b des batonnets [281], en plus d'une diminution de I'amplitude de
'onde a des cdnes et des batonnets [202]. Dans la troisiéme étude présentée dans cette these,
I'objectif était de déterminer si ces anomalies de 'ERG peuvent étre associées a I'expression d'un
facteur de risque pour la schizophrénie et/ou le trouble bipolaire, c'est-a-dire I'expression de GSK3. |l
faut garder en téte que plusieurs études ont démontré une suractivation de GSK3 chez les patients
atteints de schizophrénie et du trouble bipolaire [17, 138, 141] et que certaines drogues utilisées en
psychiatrie, dont le lithium, agissent directement sur cette protéine en [linhibant [77]. Cela dit,
I'hypothese de départ était qu'une augmentation de I'expression de GSK3 chez la souris provoquerait
les mémes anomalies de 'ERG que celles qui ont été observées chez les patients atteints de
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schizophreénie et cette hypothése a été confirmée en partie. Cette section fait un résumeé des résultats
obtenus et présente des mécanismes physiologiques potentiels qui pourraient étre a l'origine de ces

observations et qui portent sur le métabolisme du glucose et de la vascularisation rétinienne.

Cette étude est la premiére a démontrer une association entre I'expression des deux
isozymes de GSK3 et 'amplitude de I'onde b de I'ERG, et ce, grace a trois modéles animaux
différents. Tout d’abord, il y a les souris prpGSK3[ qui sont un modele animal qui s’apparente aux
maladies psychiatriques puisque ces souris surexpriment GSK3B dans les neurones de différentes
structures cérébrales de méme que dans la rétine (figure 4.2). Le principal résultat de cette étude
démontre que les souris prpGSK3B présentent la méme anomalie de 'ERG que celle qui a été
rapportée chez les HRs, c'est-a-dire une diminution de I'amplitude de I'onde b des batonnets [283].
De plus, les mémes tendances que celles qui ont été observées chez les HRs sont retrouvées chez
les souris prpGSK3pB, cest-a-dire une diminution de 'amplitude de I'onde a des cones et une
augmentation de la latence de I'onde b des batonnets [283]. Ces observations permettent de
suggerer qu'il pourrait y avoir une surexpression de GSK3p chez les HRs avant méme que la maladie
se développe. Le fait que les souris GSK3B*- (qui ont une diminution de I'expression de GSK3 et qui
s'avérent ainsi un modéle animal contraire aux souris prpGSK3p) présentent une augmentation de
I'amplitude de I'onde b des batonnets (figure 4.5) confirme une association entre ce paramétre de
'ERG et I'expression de GSK3p.

La présente étude rapporte aussi une implication de GSK3a dans la modulation de
I'amplitude de 'onde b des cones et des batonnets, telle qu'observée avec les souris GSK30-KO. Or,
cela démontre que cet isozyme de GSK3 est le seul qui peut influencer I'amplitude de I'onde a des
cones (figure 4.7). Ce résultat est trés intéressant puisqu’'une tendance pour une diminution de
I'amplitude de 'onde a des cdnes a été rapportée chez les HRs [283] et des études sur 'lERG dans la
schizophrénie ont aussi démontré la présence d’'une réduction de ce parametre chez les patients
[202, 281]. Considérant qu'une surexpression de GSK3a a été observée dans les lymphocytes
périphériques de patients atteints de schizophrénie [141], on peut suggérer que cet isozyme serait

impliqué dans la diminution de I'amplitude de I'onde a des cdnes chez ces patients.
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Cette étude sur les fonctions rétiniennes des souris qui présentent un dysfonctionnement de
I'un ou l'autre des isozymes de GSK3 révéle que cette protéine est impliquée dans la modulation de
certains paramétres de 'ERG. Cependant, les mécanismes physiologiques sous-jacents aux
présentes observations demeurent spéculatifs et tres peu d’études ont investigué le role et la
localisation de GSK3 dans la rétine. L'une des hypotheses plausibles passerait par le glycogene qui
représente une ressource énergétique pour les cellules [349]. En effet, il a été démontré que GSK3
inhibe la glycogéne synthase (GS) qui est une enzyme de synthése qui convertit le glucose en
glycogéne. Cela dit, une inhibition de GSK3 provoque une stimulation de la synthése du glycogéne,
donc une augmentation de la réserve d’énergie des cellules. En ce qui concemne 'ERG, aucune
étude n'a démontré, a ce jour, une association entre le niveau de glycogéne dans la rétine et
I'amplitude des ondes de 'ERG, mais une expérimentation sur le chat a rapporté que I'amplitude de
I'onde b est augmentée lorsque le niveau de glucose plasmatique est élevé [350]. Il a d'ailleurs été
démontré derniérement que GSK3 et GS sont exprimées dans les cellules de Miller ainsi que dans
les couches plexiformes interne et externe de la rétine chez le rat [351]. A la lumiére de ces résultats
et considérant que les cellules de Miller contribuent a I'amplitude de 'onde b de 'ERG, on peut
suggerer qu'une augmentation de la synthése du glycogéne causée par l'inhibition de GSK3 dans les
cellules de la rétine pourrait étre associée a 'augmentation de 'amplitude de 'onde b de 'ERG
observée chez les souris GSK3B*- et GSK3a-KO. La situation contraire pourrait aussi s'appliquer aux
souris prpGSK3p ou une surexpression de GSK3p dans les neurones de la rétine provoquerait une
réduction de la synthése du glycogéne et menerait conséquemment a une diminution de I'amplitude
de l'onde b. Afin de confirmer cette hypothése, il serait intéressant de mesurer la concentration de
glycogene rétinien des modéles animaux ici présentés pour vérifier si celle-ci est changée par les

altérations d’expression de GSKa3.

D’ailleurs, en ce qui concerne le métabolisme du glucose, on peut faire un lien direct avec le
diabéte. En fait, des études ont démontré que l'incidence du diabéte de type 2 est d’environ trois fois
plus élevée chez les patients atteints de schizophrénie en comparaison avec la population en général
[352, 353]. Tel que cité précédemment, une surexpression de GSK3 a été observée chez les patients
atteints de schizophrénie [17, 138, 141] et il a été rapporté que I'expression des isozymes de GSK3
est aussi élevée chez les personnes diabétiques [354]. Dailleurs, il a été démontré que GSK3

interfere avec la signalisation de l'insuline en supprimant l'action du substrat 1 du récepteur de
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Iinsuline, ce qui supporte 'implication de GSK3 dans le diabéte [354]. Dans un méme ordre d'idées, il
est connu que les personnes atteintes du diabéte risquent de développer une rétinopathie diabétique.
Cette atteinte rétinienne se caractérise, entre autres, par une augmentation de la néovascularisation,
une perméabilisation des vaisseaux sanguins et une ischémie [355]. Il a aussi été démontré que les
personnes atteintes de schizophrénie présentent des anomalies de la microvascularisation
rétinienne, dont des veinules plus larges qui reflétent une réduction de 'alimentation en oxygéne
dans la rétine [356]. Par ailleurs, il semble y avoir une association entre I'expression de GSK3 et
lintégrité du systéme vasculaire rétinien puisqu'une étude a rapporté que, dans un modele de
rétinopathie ischémique, linhibition de GSK3B restaure considérablement lintégrité du réseau
vasculaire de la rétine en plus de réduire grandement I'hypoxie [357]. De plus, tel que cité
précédemment, il a été observé que 'amplitude de 'onde b des cones et des batonnets est diminuée
dans un modéle ischémique suite a une occlusion de la veine rétinienne centrale [325]. Cela dit, il est
possible de suggérer que l'inhibition de GSK3B améliorerait I'intégrité du réseau vasculaire de la
rétine, ce qui pourrait provoquer une augmentation de 'amplitude de I'onde b, tel qu'observé chez les
souris GSK3p*-. La figure 6.2 fait un résumé des mécanismes physiologiques qui ont été spéculés
pour expliquer I'association entre I'expression de GSK3 et 'amplitude de 'onde b de 'ERG.

T Glycogéne

l GSK3a/B T Amplitude de 'onde b

T intégrité du systeme
vasculaire rétinien

Figure 6.2. Résumé des mécanismes physiologiques qui pourraient étre a l'origine de 'augmentation
de I'amplitude de I'onde b observée chez les souris GSK3B*- et GSK3a-KO. En ce qui concerne
I'hypothese du glycogéne, le modéle contraire peut s'appliquer aux souris prpGSK3p chez qui une
augmentation de GSK3[ neuronale provoque une diminution de 'amplitude de 'onde b de 'ERG des
batonnets.

Afin de vérifier ces hypothéses chez I'animal, certaines expérimentations pourraient étre
effectuées. Tout d’abord, pour valider si les anomalies de 'ERG observées chez les modéles
animaux utilisés dans la présente étude étaient associées a un changement anatomique causé par
leur mutation géneétique, il serait intéressant d’analyser le nombre de neurones rétiniens ainsi que

lintégrité du réseau vasculaire de la rétine de ces souris. De plus, il serait profitable d’effectuer une
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étude avec des inhibiteurs de GSK3, comme le lithium, afin de valider si linhibition pharmacologique
de cette protéine provoque des anomalies de 'lERG semblables a ce qui est observé chez les souris
GSK3p*- et GSK30-KO. En plus des expérimentations chez I'animal, I'élaboration d’une étude
corrélative entre I'expression des isozymes de GSK3 et 'amplitude de I'onde b de 'ERG chez
I'humain pourrait devenir un complément inestimable pour confirmer les résultats rapportés dans la
présente étude. En effet, il serait intéressant d'étudier une cohorte de patients atteints de
schizophrénie, d’enfants a haut risque de développer une maladie psychiatrique et des sujets
contréles, et de mesurer a la fois leur ERG et I'expression des isozymes de GSK3 ainsi que d’autres
molécules qui y sont reliées comme Akt1, la forme phosphorylée de GSK3, le glucose ainsi que le
glycogéne, et ce, dans le but de corréler I'expression de ces molécules avec les changements dans

les paramétres de 'ERG.

Somme toute, les résultats de la présente étude démontrent que certains parametres de
'ERG, dont 'amplitude de I'onde b des batonnets, sont associés a I'expression de I'un ou l'autre des
isozymes de GSK3 chez la souris. A la lumiére des données rapportées dans les études précédentes
de cette thése, il semble que la dopamine centrale, la sérotonine centrale, la mélatonine et GSK3,
bien qu'elles soient toutes reliées directement ou indirectement, modulent les paramétres de 'ERG
différemment. Par exemple, la voie de signalisation Akt/GSK3 passe par le récepteur dopaminergique
D2R et aucun changement de 'ERG n’est décelé chez les souris D2R-KO. Or, une altération de
I'expression de GSK3, qui se trouve en aval de D2R dans la cascade de signalisation, peut influencer
I'amplitude de 'onde b des cones ou des batonnets de 'ERG. De plus, chez les souris Tph2-Kl, il a
été démontré que la diminution de I'expression de sérotonine centrale est accompagnée d'une
augmentation de I'expression de GSK3p [48]. Cependant, aucune anomalie de 'ERG n’est commune
aux souris Tph2-KI et aux souris prpGSK3p, suggérant ainsi que les changements des paramétres
de 'ERG observés chez ces modéles animaux seraient indépendants et qu'ils résulteraient

respectivement d’'une dysfonction dans la sérotonine centrale et dans GSK3[3 neuronale.

En résumé, la présente étude rapporte que I'expression de GSK3 peut moduler certains
paramétres de 'ERG. Le résultat principal de cette expérimentation démontre que les souris
prpGSK3 (qui ont une surexpression de GSK3[ neuronale) présentent le méme phénotype a 'ERG

que ce qui a été rapporté chez les HRs, c'est-a-dire une diminution de I'amplitude de 'onde b des
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batonnets. Cette observation renforce I'hypothése que GSK3B est un facteur de risque pour la
schizophrénie et le trouble bipolaire, et que cette molécule pourrait étre surexprimée avant méme le
début de la maladie et, ainsi, étre a l'origine du déficit du systéme des batonnets qui a été observé
chez les HRs. A la lumiére de ce résultat, on peut conclure que 'ERG est un outil permettant de
révéler la présence d’un facteur de risque, comme une surexpression de GSK3, et pourrait alors

devenir un biomarqueur servant a prédire un pronostic pour la schizophrénie et le trouble bipolaire.
6.1.4. Etude de I'implication de GSK3 dans I’horloge biologique

La voie dite « non visuelle » de la rétine permet de réguler 'horloge biologique, et des études
ont démontré la présence de dysfonctions circadiennes chez les patients atteints de maladies
psychiatriques [188, 189]. De plus, il a été rapporté que le stabilisateur d’humeur lithium qui est
couramment utilisé en psychiatrie module les rythmes circadiens [191-194]. De ce fait, l'inhibition
directe qu'il exerce sur GSK3 [77] a été suggérée comme mécanisme pour expliquer son effet sur
I'horloge biologique. La derniere étude présentée dans cette these avait pour objectif d’investiguer si
linhibition génétique de GSK3 reproduisait le phénotype circadien qui a été observe suite a la prise
de lithium chez les rongeurs, c’est-a-dire une augmentation de la période locomotrice circadienne.
Pour ce faire, 'activité locomotrice circadienne des souris haploinsuffisantes pour GSK3[ (GSK3[+-)
a été étudiée puisque leur mutation génétique reproduit I'effet direct du lithium, soit une diminution de
I'expression de GSK3p. Cette section présente un résumé des résultats en plus de discuter des
limitations de I'étude et de proposer un mécanisme biologique potentiellement a [l'origine du

phénotype circadien observé chez les souris GSK3[*-.

Le principal résultat obtenu dans cette étude confirme I'hypothése de départ et révele qu'une
diminution de I'expression de GSK3p, telle qu'observée chez les souris GSK3B*-, provoque un
rallongement de la période d’activité locomotrice circadienne. Ce résultat va dans le sens des autres
études qui ont rapporté que la période locomotrice circadienne est plus longue suite a l'inhibition
pharmacologique de GSK3p par le lithium chez les rongeurs [191-193] ou a l'inhibition génétique de
sa protéine équivalente SHAGGY chez la drosophile [358]. De plus, aucun changement dans le
niveau d’activité locomotrice chez les souris GSK33*- n'est observé.

182



La mesure de l'activité locomotrice circadienne chez les rongeurs n’est pas toujours facile.
En fait, au cours de la majorité des expériences, certains problemes récurrents sont rencontrés.
D'une part, ce ne sont pas toutes les souris qui apprennent correctement comment se servir de la
roue et qui aiment lutiliser. Les résultats de la période d’habituation, qui représente la premiére
semaine d’enregistrement, révelent souvent des problémes d'utilisation de la roue de la part de
certaines souris et les données qui en découlent ne peuvent pas étre comptabilisées pour 'analyse
puisqu’elles représentent un biais dans I'étude. D’autre part, plus les sessions d’enregistrement sont
longues, plus les cages deviennent sales et le risque que les roues se bloquent augmente. Dans des
expériences précédentes, les cages avaient été nettoyées aprés quelques semaines
d’enregistrement et cela avait provoqué des artéfacts d’activité locomotrice puisque les souris avaient
été dérangées durant la journée, soit durant leur période de repos. Cela dit, il a donc été décidé de
ne plus nettoyer les cages en milieu d’expérience, mais plutot de vérifier quotidiennement si les roues
se bloquaient et de les débloquer si c'était le cas. Somme toute, ces inconvénients font en sorte que
seulement une partie des résultats obtenus peut étre utilisée pour I'analyse. Dans le cas de la
présente étude, malgré le petit nombre de souris utilisées (n = 5), un phénotype circadien significatif
est tout de méme rapporté. Cependant, on observe une grande variabilité des mesures du niveau
d’activité locomotrice et il est probable que des différences significatives auraient pu étre décelées si
un plus grand nombre de souris avait été étudié, méme si une étude précédente a révélé un niveau

d’activité locomotrice semblable entre les souris GSK3*- et WT [74].

La présente étude est exclusivement comportementale et aucune mesure biochimique n'a
été effectuée pour analyser I'expression des composantes de I'horloge biologique chez les souris
GSK3B*-. Cependant, il est possible de spéculer sur les mécanismes a l'origine de ce phénotype
circadien grace aux études précédemment effectuées in vitro et in vivo. En fait, il a été démontré que
GSK3p phosphoryle directement la protéine PER2 afin que celle-ci entre dans le noyau cellulaire.
Cela dit, une diminution de I'expression de GSK3[ retarderait le transfert nucléaire de PER2 et
causerait ainsi un délai de phase [359]. De plus, une étude a rapporté que suite a un traitement au
lithium in vitro, il se produit une dégradation rapide de Rev-erba et une activation du géne Bmal1, ce
qui suggere que Rev-erba serait une cible moléculaire du lithium et de GSK3p [360]. Enfin, il a été
démontré que la protéine BMAL1 est aussi une cible moléculaire de GSK3p [361]. Bref, afin de mieux

comprendre le role de GSK3B dans la physiologie circadienne, il serait intéressant d’étudier
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I'expression des composantes de I'horloge biologique a différents temps circadiens chez les souris
GSK3p+*- afin de dresser un portrait des cibles moléculaires de cette protéine et de leurs patrons
d’expression. Aussi, pour complémenter les résultats de la présente étude, il serait profitable
d’étudier la période circadienne intrinseque des souris prpGSK3p pour valider si une surexpression
génétique de GSK3p provoque I'effet contraire de ce qui est observé chez les souris GSK3*-, c'est-

a-dire un raccourcissement de la période locomotrice circadienne intrinséque.

Tel que rapporté dans I'étude précédente, les souris GSK3B*- ont aussi des anomalies de
'ERG, comme une augmentation de 'amplitude de 'onde b des cones et des batonnets ainsi qu'une
augmentation de la latence de 'onde b des batonnets. Or, en tenant compte que les paramétres de
'ERG présentent un rythme circadien chez plusieurs espéces, il est possible de suspecter que les
anomalies de 'ERG observées chez les souris GSK3B*- pourraient aussi avoir une composante
circadienne étant donné que leur période intrinseque est plus longue que les souris WT. Cependant,
afin de minimiser cette probabilité, les ERGs ont tous été mesurés entre 9 h et 16 h sous des
conditions lumineuses uniformes et aucune différence dans les paramétres de 'ERG n'a été
observée entre les souris de méme génotype, et ce, peu importe le moment de I'enregistrement.
Malgreé tout, il serait intéressant de dresser le portrait des variations circadiennes de 'ERG des souris
GSK3p*- (et prpGSK3p) en mesurant les fonctions rétiniennes a divers moments de la journée dans
le but de valider la présence ou non d’'une variation circadienne des paramétres de 'ERG.

En conclusion, les résultats de la présente étude démontrent que GSK3B est une
composante importante de I'horloge biologique intrinséque et, puisque cette protéine est une cible
moléculaire du lithium, elle semble étre impliquée dans le phénotype circadien qui a été observé chez
les rongeurs suite a un traitement avec ce stabilisateur d’humeur. De plus, sachant que des
désordres circadiens ont été décrits chez des patients atteints de maladies psychiatriques, dont le
trouble bipolaire, et que GSK3B est impliquée dans ce trouble, cette protéine pourrait devenir une
cible moléculaire de prédilection pour contrer les dysfonctions circadiennes retrouvées chez les

patients atteints de cette maladie.
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6.2. Applications et voies futures

Bien que plusieurs anomalies des fonctions rétiniennes aient été décrites chez des patients
ou des enfants a risque de maladies psychiatriques depuis plusieurs années, aucune étude n’avait
investigué les origines potentielles de ces anomalies. Cette thése est d'ailleurs la premiére a décrire
des mécanismes qui pourraient expliquer la présence de ces anomalies de 'ERG, ce qui représente
une contribution scientifique hautement importante pour I'utilisation éventuelle de 'TERG comme outil
pour investiguer les maladies psychiatriques. Les observations rapportées dans cette thése
représentent des connaissances novatrices qui peuvent s'appliquer a plusieurs domaines, dont la

chronobiologie, 'ophtalmologie et la psychiatrie.
6.2.1. La mélatonine exogéne comme régulateur de I’horloge biologique

Dans plusieurs pays, la mélatonine est en vente libre dans les pharmacies a des doses
variant de 0,03 & 85 mg [42]. Bien que certaines propriétés antioxydantes lui aient été conférées
[362], la mélatonine est particuliérement utilisée pour traiter I'insomnie et contrer le décalage horaire.
Etant reconnue comme I'hormone du sommeil, 'une des pratiques courantes pour ajuster 'horloge
biologique suite @ un décalage horaire est de s’exposer a une forte lumiére le matin et d'ingérer de la
mélatonine le soir pour favoriser le sommeil. Or, les résultats présentés dans cette thése révélent
qu’une forte dose de mélatonine exogéne exerce un impact négatif considérable sur les fonctions du
systéme des cones de méme qu'une légére diminution des fonctions du systéme des béatonnets.
Toutefois, plusieurs aspects sur cette hormone demeurent inconnus, dont : i) la durée de I'effet de la
mélatonine sur le systeme rétinien, ii) la présence ou non d'un effet toxique de la mélatonine sur la

rétine et iii) les effets a long terme de la prise de mélatonine exogéne sur la rétine.

A la lumiére des résultats présentés ici, I'utilisation de la mélatonine exogéne doit se faire
avec la plus petite dose disponible sur le marché, et ce, dans des conditions de nécessité seulement.
Aprés tout, la mélatonine est déja naturellement sécrétée dans le corps et 'utilisation d’une forte dose
représente un changement physiologique drastique pour I'organisme. Bien que plusieurs études lui
aient conféré de nombreux aspects positifs [363, 364], les résultats présentés dans cette thése ne

sont pas les premiers a démontrer un impact négatif de la mélatonine exogene sur le systeme
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rétinien [315). Etant donné I'absence de supervision quant & la prise de cette hormone et
'augmentation du phénoméne d’automédication dans la société, il importe de sensibiliser la
population que la prise des composés pharmacologiques en vente libre peut aussi avoir des effets
négatifs et que certaines précautions doivent étre prises. Cela dit, puisque les effets périphériques de
la mélatonine exogéne sur 'organisme demeurent encore mal connus, il importe que la mélatonine

soit utilisée dans des situations ou cela est vraiment nécessaire, et ce, a une dose optimale.

6.2.2. Les anomalies de 'ERG comme biomarqueurs des maladies psychiatriques

Les résultats présentés dans la deuxieme étude de cette thése sont les premiers a démontrer
que 'ERG peut refléter les désordres de la neurotransmission centrale retrouvés dans les maladies
psychiatriques. Cette découverte est d’'une grande importance puisqu’il s’agit de la premiére
démonstration que 'ERG permet d’étudier indirectement les variations de la neurochimie centrale,
plus particuliérement de la sérotonine et de la dopamine. Quant a la troisieme étude présentée dans
cette thése, elle relate la premiére association entre I'expression d'un facteur de risque pour les
maladies psychiatriques, soit I'expression de GSK3, et la modulation de certains paramétres de
'ERG. Tous ensemble, ces résultats supportent le fait que les anomalies de 'ERG peuvent étre

utilisées comme signatures biologiques des maladies psychiatriques.

Cette thése est un premier pas dans la compréhension de l'origine des anomalies de 'ERG
qui ont été observées chez les patients atteints de maladies psychiatriques. Les résultats présentés
permettent de suggérer l'implication de la mélatonine, de la dopamine centrale et de la sérotonine
centrale dans les anomalies de 'ERG qui ont été observées dans le TAS, ce qui supporte les
hypotheses antérieures sur ce trouble. Aussi, I'observation qu'une augmentation de I'expression de
GSK3p chez la souris provoque la méme anomalie de 'ERG que celle qui a été observée chez les
HRs renforce I'hypothése que cette protéine serait un facteur de risque pour les maladies
psychiatriques et qu’elle serait impliquée dans la modulation de 'ERG. Par ailleurs, de plus amples
expérimentations sur la caractérisaton de IERG sur des modéles animaux de maladies
psychiatriques différents pourraient sans doute faire la lumiére sur d’autres origines potentielles des
anomalies de 'ERG qui ont été observées chez les patients atteints de troubles mentaux. Enfin, dans
le but de valider les observations sur les animaux présentées dans cette thése, il serait bénéfique de
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corréler I'expression de la dopamine centrale, de la sérotonine centrale, de la mélatonine et de GSK3
avec les changements de 'ERG qui ont été observés chez les patients atteints du TAS, de la
schizophrénie ou d’autres troubles psychiatriques.

La recherche de nouveaux biomarqueurs en psychiatrie s’avére une priorité dans ce domaine
pour aider a établir un pronostic, faciliter et complémenter le diagnostic et, finalement, mieux orienter
le choix de la thérapie. A la lumiére des résultats présentés ici et de la littérature scientifique, on peut
suggérer que les anomalies de 'ERG pourraient étre utilisées comme biomarqueurs des maladies
psychiatriques puisqu’elles permettent soit i) de prédire un pronostic grace a la diminution de
I'amplitude de I'onde b des batonnets chez les HRs et ii) de complémenter le diagnostic, car il est
possible de distinguer les personnes atteintes des personnes saines selon des changements dans
certains parametres de 'ERG. Toutefois, tel que cité précédemment, de plus amples études avec un
plus grand nombre de sujets et utilisant des protocoles standardisés sont de mise pour mieux
caractériser et valider les anomalies de 'ERG qui ont été rapportées chez les patients atteints de
maladies psychiatriques. Finalement, afin d’optimiser son utilisation dans un contexte psychiatrique,
les anomalies de 'ERG pourraient étre utilisées en complément a d’autres biomarqueurs, comme des
signatures génétiques ou protéomiques, mais des études supplémentaires sont nécessaires pour
corréler et associer ces biomarqueurs avec les troubles psychiatriques. Somme toute, d’apres les
présentes observations, 'ERG peut servir d’outil pour investiguer les changements de la
neurotransmission monoaminergique centrale ainsi que d’un indicateur de I'expression de GSK3

neuronale.

6.2.3. GSK3p comme cible thérapeutique des troubles de I'horloge biologique

De nombreuses perturbations des rythmes circadiens comprenant, entre autres, des troubles
du sommeil, des altérations de la sécrétion de certaines hormones et de la température corporelle ont
été décrites chez les patients atteints de maladies psychiatriques, dont le trouble bipolaire et la
schizophrénie [365]. De plus, il a été démontré qu’un traitement des symptémes dépressifs par la
privation de sommeil donne des résultats intéressants lorsquil est combiné a une prise

d’antidépresseurs ou de stabilisateurs d’humeur ainsi qu'a de la luminothérapie [190]. Cela dit, des
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études ont suggéré que les protéines impliquées dans la régulation de I'horloge biologique interne
joueraient un réle dans certaines maladies psychiatriques [188, 189].

Le meilleur exemple a donner est celui de GSK3p. Son implication dans la pathophysiologie
des maladies psychiatriques, particulierement du trouble bipolaire et de la schizophrénie, a été
démontrée a maintes reprises et de nombreux résultats, dont ceux présentés dans le quatrieme
article de cette thése, supportent un role de cette protéine dans la régulation des rythmes circadiens.
L'implication de GSK3p a aussi été suggérée dans le sommeil puisqu'il a été rapporté que le lithium
peut provoquer des changements dans les phases du sommeil, c’est-a-dire une diminution de la
durée du sommeil paradoxal et une augmentation de la durée du sommeil a ondes lentes [366]. Or,
plus d’études sont nécessaires pour vérifier si ces changements dans les phases du sommeil
engendrent des désordres de la consolidation de la mémoire chez les patients, comme ce qui a été
observé chez le rat suite a la prise de lithium [367]. De plus, chez les patients dépressifs, il a été
démontré que la prise de lithium combinée a une privation de sommeil débutant t6t dans la journée
(éveil de 2 h a 22 h) provoque une réponse antidépressive qui dure jusqu’a 30 jours [368]. Cela dit,
on peut suggérer que linhibition de GSK3B par le lithium pourrait avoir rallongé la période
circadienne des patients et ainsi avoir contribué a un effet accru du traitement par la privation de

sommeil.

Il va de soi qu'une hygiéne de sommeil est indispensable a une bonne qualité de vie,
particulierement pour contrer les troubles de 'humeur. D'aprés les résultats présentés dans cette
these, qui supportent les observations précédentes sur limplication de GSK3( dans I'horloge
biologique, on peut suggérer que cette protéine pourrait devenir une cible thérapeutique
pharmacologique de premier choix pour le développement de nouveaux médicaments servant a

contrer les perturbations circadiennes.
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CONCLUSION

Les données présentées dans cette these permettent de faire une association entre
I'expression de certaines molécules impliquées dans les troubles psychiatriques et la présence
d’anomalies des fonctions rétiniennes et de la régulation des rythmes circadiens chez les personnes
atteintes ou a risque de ces maladies. En plus de contribuer a I'avancement des connaissances
scientifiques dans plusieurs domaines, cette thése permet de renforcer plusieurs hypothéses émises
auparavant. Par exemple, le fait que la mélatonine module négativement les fonctions du systeme
des cones supporte I'hypothese qu'un débalancement de la sécrétion de la mélatonine serait
partiellement a l'origine des anomalies de 'ERG qui ont été observées dans le TAS. De plus, la
caractérisation des fonctions rétiniennes chez les souris Tph2-KI et DAT-KO relate la premiére
démonstration que 'ERG peut refléter les dysfonctions de la neurotransmission monoaminergique
centrale qui ont été suggérées dans le TAS. Ceci étant dit, la mesure des fonctions rétiniennes par
'ERG s’avére un miroir de la neurochimie du cerveau. Egalement, le fait que la méme anomalie de
'ERG ait été retrouvée a la fois chez les enfants a haut risque génétique de développer la
schizophrénie ou la maladie bipolaire et chez les souris prpGSK3 (qui ont une surexpression de
GSK3B neuronale) renforce I'hypothése que GSK3 est un facteur de risque pour les maladies
psychiatriques, en plus d’étre impliquée dans la modulation des fonctions rétiniennes. Enfin, les
observations sur la période circadienne allongée des souris GSK3B*- confirment un role de GSK3p
dans la régulation de I'horloge biologique interne et suggére son implication dans les effets circadiens

du lithium.

En somme, la présence d’'une association entre certaines molécules impliquées dans les
troubles psychiatriques et la modulation des paramétres de 'ERG suggere que les anomalies de
'ERG pourraient éventuellement servir de biomarqueurs pour ces maladies. Puisqu’il s’agit d’'une
technique non invasive, peu colteuse et de courte durée, 'ERG pourrait permettre d'investiguer plus
en profondeur les origines moléculaires ou neurodéveloppementales qui caractérisent les maladies
psychiatriques. Lorsque les mécanismes sous-jacents aux anomalies des fonctions rétiniennes qui
ont été observées chez les patients atteints de maladies psychiatriques seront mieux compris, 'ERG

pourrait servir d’outil complémentaire au pronostic et au diagnostic des maladies du cerveau.
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