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Dendritic remodelling of retinal ganglion cell precedes neuronal death in the injured
adult eye in vivo

Morquette B. J.!, McKinney R.A.?, Di Polo A.}
!Department of Pathology and Cell Biology and Groupe de Recherche sur le Systéme Nerveux
Central, University of Montreal; *Departement of Pharmacology and Therapeutics, McGill University

Retinal ganglion cells (RGC) are highly polarized neurons with a cell body, complex dendritic
arbours and a long axon responsible for the transmission of information from the eye to visual
centers in the brain. In spite of this complex cytoarchitecture, most studies on neuroprotection
have focused on morphological and quantitative analysis of cell bodies and axons. However,
dendrites are major determinants of how neurons integrate and process incoming information and,
as such, play a vital role in the functional properties of neuronal circuits.

Objectives: The aim of this study is to determine whether optic nerve axotomy leads to RGC
dendritic remodelling prior to cell death.

Material and Methods: Animal procedures were carried out using adult transgenic mice (2-4 months
old) expressing yellow fluorescent protein (YFP) under control of the Thy-1 promoter. YFP
transgene expression was found exclusively in RGCs. Intra-orbital trans-section of the optic nerve
(axotomy) was performed only on the left eyes to induce RGC death, and the right eyes were left
untouched and served as controls. RGC death begins at ~5 days after optic nerve axotomy, thus
we analyzed dendritic morphology at 3 days after axotomy when 100% RGCs are still alive. YFP-
positive RGCs were visualized on retinal wholemounts, images were captured using confocal
microscopy and a 3D reconstruction was generated using Bitplane (Imaris) software. The following
parameters were measured: RGC dendritic field area, total number of dendrites, total dendritic
length, number of branch orders and total number of dendrites per order.

Results: Our data demonstrate that dendritic field area, total number of branches, and number of
branch order per neuron were similar in axotomized and intact RGCs. Interestingly, however,
comparative analyses of dendritic arbours showed a significant reduction in the total dendritic
length and a diminution in the number of terminal branch at 3d after axotomy compared to intact
control RGCs.

Conclusions: Our results demonstrate that adult RGCs undergo subtle morphological dendritic
remodeling short after axonal injury and prior to neuronal death. We propose that alterations in
dendritic arbour morphology are an early morphological marker of RGCs degeneration following
optic nerve injury.



Impact de I’histoire lumineuse récente sur la fonction des batonnets chez des personnes
atteintes de trouble affectif saisonnier comparativement aux individus sains

Anne-Marie Gagné!, Marc Hébert!?
!Laboratoire de photobiologie, Centre de recherche de I'Université Laval Robert-Giffard (CRULRG),
Québec 2Unité de recherche en ophtalmologie, Centre de recherche du CHUL (CHUQ), Québec

Contexte et objectifs : Le trouble affectif saisonnier (TAS) se caractérise par une baisse de
I'humeur a I'automne et a I'hiver avec rémission au printemps et a I'été. L'origine de ce syndrome
demeure inconnue. Toutefois, nous avons démontré que les TAS montrent une baisse saisonniére
(automne-hiver) de la sensibilité rétinienne des batonnets telle que mesurée a
I"électrorétinographie (ERG) alors qu’aucune variation saisonniére de sensibilité n’est observée chez
les normaux. Or, nous avons récemment démontré que les individus sains montrent au niveau des
batonnets une modulation de I'amplitude ERG suivant différentes histoires lumineuses récentes :
aprés une exposition de 60 min a 5 lux, I'ERG des batonnets est augmenté par rapport a une
exposition de méme durée a 100 lux ou 10000 lux. Sachant que les TAS en phase dépressive
présentent une sensibilité anormale des batonnets, nous les avons soumis au méme protocole afin
de vérifier si ce mécanisme d’ « ajustement » de la fonction rétinienne en fonction de I'histoire
lumineuse serait aussi altéré.

Méthodes : Lors de sessions distinctes, 12 TAS et 11 sujets sains appariés, ont été exposés a 3
conditions d’exposition lumineuse de 60 min (5, 100, 10 000 lux), suivie a chaque fois d'un ERG.
Les participants ont été testés avec ce protocole une fois a I'automne et une fois a I'été.

Résultats : Participants contréles : Chez les participants, une réponse maximale des batonnets est
observée suivant la condition 5 lux (P<0,0001) alors que les conditions 100 et 10 000 lux
démontrent des valeurs similaires, mais diminuées par rapport a la condition 5 lux. TAS : Chez les
patients, aucune augmentation significative de la réponse des batonnets n’est observée apres
I'exposition a 5 lux mais on note une diminution significative de la réponse ERG suivant la
condition 10 000 lux (P<0,0001) comparativement aux conditions 100 et 5 lux. Le patron
d’ajustement rétinien distinct entre les groupes a été maintenu entre les saisons.

Conclusions : Le patron d’ajustement rétinien des batonnets chez les TAS difféere de fagon
marquée de celui des sujets sains. Nous avons donc découvert une nouvelle anomalie de la
réponse rétinienne chez les TAS. Comme ce patron ne varie pas de facon saisonniére, il pourrait
servir de marqueur de la maladie. En découvrant l'origine de cet ajustement anormale de la
fonction des batonnets, nous serions éventuellement en mesure de découvrir |'origine du
syndrome.



Modulation du débit sanguin rétinien chez le rat diabétique par le récepteur B; des
kinines

Pouliot M*?, Couture R?, Vaucher E*
'Ecole d’optométrie, 2 Département de Physiologie, Université de Montréal

Introduction : Les changements pathologiques de la microcirculation rétinienne dans le diabéte
sont causés par le stress oxydatif et les processus inflammatoires engendrés par I’'hyperglycémie.
De récentes études suggérent que le récepteur B; des kinines (RB;) est surexprimé dans le cerveau
et le lit vasculaire de la rétine chez des rats diabétiques de type 1 et que l'activation de ce
récepteur in vitro entraine une dilatation des vaisseaux sanguins rétiniens. L'objectif de cette étude
était de déterminer le role du RB; dans la régulation du débit sanguin rétinien et cérébral dans le
diabéte de type 1.

Méthodes : Le diabete a été induit chez les rats males Wistar par une injection i.p. de STZ (65
mg/kg). Quatre jours suivants l'induction du diabéte, I'antagoniste B; SSR240612 (Sanofi-Aventis)
a été administré par gavage (10 mg/kg) 3 heures avant la mesure du débit sanguin. Le débit
sanguin rétinien et cérébral a été évalué chez I'animal éveillé suite a l'injection i.v. du traceur N-
isopropyl-p-*C-iodoamphetamine (**C-IMP, 100 uCi/kg). Les rats ont été sacrifiés 2 minutes aprés
I'injection de *C-IMP, le cerveau a été congelé et les rétines disséquées. Le cerveau, coupé en
sections de 20 ym et la rétine montée a plat sur une lame, ont été exposés sur des films a rayons
X. Le débit sanguin a ensuite été mesuré par autoradiographie quantitative.

Résultats : Une diminution non significative du débit sanguin rétinien a été constatée chez les rats
diabétiques en comparaison aux témoins (80+11 vs 92+18 ml/100g/min). De plus, le débit
sanguin rétinien était significativement plus faible chez les rats diabétiques traités avec
I'antagoniste B; (72+9 ml/100g/min) que chez les contrbles (p=0.037). Le débit sanguin cérébral
n’était pas altéré chez les rats diabétiques ni changé par le traitement avec I'antagoniste B;.

Conclusion : Le RB; aurait un r6le protecteur pour les vaisseaux sanguins rétiniens puisqu’il
prévient une forte diminution du débit sanguin rétinien chez les rats diabétiques. Toutefois, le RB;
n’‘a pas d’effet sur le débit sanguin cérébral qui semble moins affecté par le diabéete.

Supporté par le Réseau FRSQ de recherche en Santé de la Vision et les IRSC.



Evaluation de la sensibilité au contraste suite au pelage de la membrane limitante
interne avec utilisation du vert indocyanine ou du bleu trypan chez des patients avec
trou maculaire.

Claudine Bellerive?, Marc Hébert!?, Benoit Cing-Mars!, Mélissa Louis!, Marcelle Giasson?, Yvon
Tardif!, Gilles Lalonde!, Kathy Francis®.

!Département d’ophtalmologie, Faculté de Médecine, Université Laval, Québec; 2Unité de recherche
en ophtalmologie, Centre de recherche du CHUL (CHUQ), Québec.

Contexte et objectifs : Le trou maculaire idiopathique est une maladie qui survient surtout chez
les femmes agées de 60 a 70 ans. L'examen au fond ceil révele une absence de tissus rétiniens
centrés a la région fovéolaire, produisant typiquement une baisse de l'acuité visuelle et de la
sensibilité au contraste, des distorsions visuelles et un scotome central avec préservation du champ
visuel périphérique. Notre objectif était de déterminer si la chirurgie du trou maculaire,
indépendamment du colorant utilisé, améliorait la sensibilité au contraste des sujets, soit une
mesure plus représentative de la capacité visuelle du patient que I'acuité visuelle.

Méthodes : Une étude prospective et randomisée a été réalisée. Les trous maculaires ont été
traités par une vitrectomie pars plana avec tamponnement. La cohorte a été divisée en 2 groupes.
Pour le premier groupe, le colorant vert indocyanine a été utilisé pour faciliter la visualisation de la
membrane limitante interne et pour le second groupe, le colorant bleu trypan a été utilisé. Au
cours de la visite préopératoire et des 4 visites du suivi (6 semaines, 3, 6 et 12 mois
postopératoire), la sensibilité au contraste a été évaluée a I'aide de I’'Optec 6500.

Résultats et discussion : La fermeture du trou maculaire a été observée chez 100% des sujets.
Dans les 2 groupes, une amélioration significative de la sensibilité au contraste a été observée au
cours des visites pour la fréquence spatiale 6, soit la fréquence a laquelle les gens sont le plus
sensibles (p=0.0112). A cette fréquence, la sensibilité au contraste a augmenté de 0.96 unités log
dans le groupe vert et de 0.38 unités log dans le groupe bleu, et ce dés le 3° mois postopératoire,
soit respectivement a 0.31 et 0.35 unités log de la normale. 1 an postopératoire, la moyenne
globale de la sensibilité au contraste était de 1.2498 unités log dans le groupe vert et de 1.3280
unités log dans le groupe bleu, la normale étant de 1.5682 unités log. Dans le groupe bleu, on a
aussi retrouvé un gain moyen de 15 lettres aprés 6 mois, comparativement a 10 pour le groupe
vert indocyanine, la différence entre les 2 groupes étant non significative.

Conclusions : La chirurgie du trou maculaire semble avoir un impact bénéfique sur la sensibilité
au contraste des patients et ce, indépendamment du type de colorant. Au cours de cette opération,
le colorant bleu trypan pourrait étre une alternative efficace, sécuritaire et moins dispendieuse au
vert indocyanine.



Rétinopathie induite par la lumiére: Influence de la composition spectrale.

Loreline Robbe, Anna Polosa, Jarred Garfinkle, Wenwen Liu, Pierre Lachapelle.

Département d’ophtalmologie, Université McGill- HOopital de Montréal pour enfants.

Objectif de I’étude : L'exposition a un environnement lumineux intense, pendant la période de
maturation rétinienne, produit une rétinopathie sévére nommeée rétinopathie induite par la lumiére
(RIL). La sévérité est toutefois moindre que celle qui caractérise la forme adulte de la RIL. Le but

du projet était de déterminer la susceptibilité spectrale de la RIL.

Méthode: Des souris albinos juvéniles (N= 48 divisées en 4 groupes de 12 animaux) ont été
exposées avec leur méere de P20 a P28 a une lumiére intense (2000 Lux), blanche, rouge (660nm),
verte (500nm) ou bleue (400nm). Les résultats furent comparés a ceux obtenus d'un groupe
témoin (N=12) élevé dans |'environnement lumineux de I'animalerie (100 lux) ainsi qu’a un groupe

de rats adultes élevés en ambiance lumineux intense (blanche et bleu).

Résultats: A P30, les courtes longueurs d’ondes ont un effet plus délétére sur la physiologie
rétinienne de la souris albinos juvénile, avec une diminution d’environ 50% des ERGs (lumiére
verte et bleue), comparé a 27% (lumiéres blanche et rouge). Ces différences spectrales ne sont
pas observées chez le rat adulte. A P60, les ERGs obtenus de rats exposés a la lumiére rouge sont

d’amplitudes supérieures aux témoins.

Conclusion : La composition spectrale de la lumiére ambiante semble donc influencer le cours de
la RIL. Alors que l'effet délétere prononcé, noté suite a I’'exposition aux courtes longueurs d’onde,
correspond a nos attentes, l'effet bénéfique du rouge fut inattendu. Il nous reste a déterminer si
I'effet fonctionnel observé s'accompagne aussi de changements morphologiques notables.

Supporté par réseau vision et IRSC.



Evidence suggesting an acute followed by a chronic phase in juvenile Light-Induced
Retinopathy (LIR).

W. Liu, A. Polosa, L Robbe,]. Racine, E. Zimak, S. Joly, P. Lachapelle.
Ophthalmology/Neurology-Neurosurgery, McGill Univ/Montreal Children's Hosp, Montreal, QC,
Canada.

Purpose: We have previously reported that juvenile Sprague-Dawley (SD) rats exposed to a bight
luminous environment, after eye opening, will develop a condition known as light-induced
retinopathy; the severity of which is remarkably less compared to adult rats exposed to the same
environment. The purpose of our study was to further our understanding about the
pathophysiological process of this unique animal model.

Methods: Juvenile SD rats were exposed from P14 to P28 to a bright light (12D: 12L; 10 000 lux).
Scotopic (intensity: 0.6 log cd.m™.sec) and photopic (intensity: 0.9 log cd.m™.sec; background: 30
cd.m™) ERG were recorded at P30, P35, P40, P45, P50, P55, P60.

Results: (Values are in uVolts). In normal rats, the amplitude of the mixed rod-cone a-wave
matured as follows: 321.15+27.68 pV (P30), 327.89+61.40 pV (P40), 276.51+41.12V (P45),
236.30+46.95 pV (P60) compared to significantly (P<0.05) smaller responses from exposed rats
[28.48+4.87 pV (P30), 46.43+£14.26 pV (P40), 32.60+4.23 pV (P45), 46.03£14.29 uVv (P60)]. A
similar pattern was also observed with the mixed rod-cone b-wave, rod Vmax and photopic cone b-
wave, albeit not as pronounced as that observed with the a-wave.

Conclusions: Our results thus suggest that the juvenile form of the LIR degenerative process
proceeds in two distinct steps namely, an initial (rapid) acute phase which is followed by a (slower)
chronic phase. We believe that the initial phase most probably reflect a (reversible) photostasis
phenomenon while the more severe and permanent phototoxic effects characterize the later
chronic phase. It remains however to be determined if these functional changes are accompanied
by measurable modification of the retinal cytoarchitecture. Supported by CIHR and FRSQ Vision
Network.



La liaison membranaire des protéines de la famille « EF-Hand >»

Philippe Calvez, Julie Boucher, Christian Salesse.
Unité de recherche en ophtalmologie, Centre de recherche du CHUL (CHUQ), Département
d’ophtalmologie, Faculté de médecine, Université Laval.

Contexte et objectifs : La recoverine (REC), la calmyrine (CIB) et la protéine activatrice de la
guanylate cyclase (GCAP) sont des protéines des photorécepteurs de la famille des « EF-Hand ».
Ces protéines sont acylées du c6té N-terminal, généralement par un groupement myristoyl. Cette
chaine grasse module la liaison membranaire des protéines « EF-Hand » ; en effet, 'extrusion du
myristoyl met en jeu un mécanisme de changement conformationnel calcium dépendant bien
identifié. Cependant, les parametres responsables de la liaison de ces protéines aux membranes
sont encore mal connus. Nous proposons donc de déterminer l'effet du calcium, de l'insaturation
des phospholipides sur I'adsorption membranaire de la REC, la CIB et la GCAP acylées et non
acylées.

Méthodes : Les protéines seront surexprimées en utilisant une souche d'E. coli transformée avec
un vecteur codant la N-myristoyl transférase et un vecteur d'expression pour la REC, la CIB ou la
GCAP, dans un milieu de culture enrichi en sels d'acides gras. Aprés purification sur colonne, nous
procéderons a des mesures de pression maximale d'insertion par la technique des monocouches.
L'adsorption sera confirmée par ellipsométrie, microscopie et spectroscopie de fluorescence et
spectroscopie infrarouge PM-IRRAS (en modulation de polarisation). La spectroscopie PM-IRRAS
sera particulierement utile car elle permettra de déterminer le degré d'organisation de la REC, la
CIB et la GCAP dans ce modéle membranaire.

Résultats anticipés : Il est connu que plus la pression latérale des monocouches est élevée et se
rapproche des valeurs postulées pour les membranes biologiques, plus il est difficile aux protéines
de s’y associer. Les phospholipides polyinsaturés devraient permettre la liaison membranaire de la
REC, la CIB et la GCAP jusqu’a des pressions latérales élevées. Ces résultats pourraient pour la
premiére fois permettre de justifier la proportion inhabituelle en acide gras polyinsaturés dans les
photorécepteurs et auraient un impact majeur sur notre compréhension du réle de ces
phospholipides dans ces membranes cellulaires.



Altération de I'intégration binoculaire chez I'anisométrope artificiel

Lefebvre, L.}, Saint-Amour, D. %3

!Centre de recherche, CHU Sainte-Justine

2 Centre de Recherche en Neuropsychologie et Cognition, Département de psychologie de
I'Université de Montréal

3 Département d’ophtalmologie de I'Université de Montréal

Purpose: To better understand how one eye can suppress the other eye under anisometropic
conditions, pattern-reversal visual evoked potential (VEP) was examined in 8 normal observers for
whom artificial anisometropia (moderate myopia) was induced by converging lenses.

Methods: Reversal checkerboards (4 reversals/s) were presented at a contrast of 96% and a
spatial frequency of 2 cycles per degree according to 3 conditions: no refractive error, refractive
error (+3.25 D) in both eyes and refractive error (+3.25 D) in one eye. VEP was recorded over the
occipital region from Oz. Indexes of binocular integration (binocular response subtracted from the
sum of monocular responses) were computed from the P100 latency and the N75-P100 peak-to-
peak amplitude and analyzed with repeated measures ANOVAs.

Results: As expected for latency, the comparison of monocular and binocular VEP revealed
significant differences for normal binocular viewing as well as for binocular refractive error viewing.
In both cases, these effects indicated significant binocular facilitation (the binocular response was
faster than each of the monocular response). By contrast, binocular integration is altered in the
anisometropic condition when the refractive error was applied to only one eye (p>0.05). Moreover,
this effect showed evidence of binocular suppression, i.e., the binocular response was driven by the
best eye response. VEP amplitude analysis revealed a significant difference of binocular integration
between the binocular normal viewing condition and the anisometropic condition (p<0.05).

Conclusion: Although VEP latency is a robust measure to reveal binocular interactions under
anisometropic viewing, VEP amplitude should also be taken into account because of its potential to
reveal new elements about the mechanisms underlying interocular suppression. This study
supports the notion that the binocular deficit associated with anisometropia is associated with a
suppression of the emmetropic eye over the ametropic eye.



Neuronal regulation of retinal vascular growth; roles for succinate and GPR91

Przemyslaw Sapieha!, Mirna Sirinyan®!, David Hamel!, Karine Zaniolo!, Florian Sennlaub® and
Sylvain Chemtob'?

lResearch Center of CHU Sainte-Justine, Departments of Pediatrics and Pharmacology, Université
de Montréal, Montreal, Quebec Canada H3T 1C5

2INSERM, Unité 598, Institut Biomédical des Cordeliers, 75006 Paris, France

BACKGROUND: Microvascular degeneration following ischemia is a major contributor to pathologies
such as retinopathy of prematurity (ROP) and diabetic retinopathy, making adequate re-
vascularization paramount for restoration of tissue integrity. Although VEGF has dominated the
spotlight in this process, a number of other cellular elements may orchestrate this process. As
vascular supply is tightly coupled to tissue energy consumption, a role for metabolic intermediates,
especially from the Krebs cycle such as succinate, in angiogenesis is conceivable. Given the recent
identification of a specific G-protein coupled receptor for succinate (GPR91) and our detection of
this receptor on retinal ganglion cells (RGCs), we investigated the propensity of these
neurons to regulate vessel growth via GPR91 and succinate.

METHODS: Succinate levels were assayed by GC-MS in ischemic retinas. GPR91 expression was
examined in retina (Western blot and immunohistochemistry). The RGC-5 cell line served as an ex-
vivo model of RGCs. Neuronal ability to promote vessel sprouting was determined in aortic rings
cultured in RGC-5 conditioned media (+/- succinate). Angiogenic factor levels (VEGF, Angiopoietins
1 & 2 and Thrombospondin-1) were assessed by real-time PCR and Western blot in neurons
exposed to succinate. In vivo analysis included assessing retinal vascular growth following GPR91
inhibition both during development and during an oxygen induced retinopathy model of ROP.

RESULTS: GPR91 was mostly localized on RGCs in vivo. Succinate accumulated in the hypoxic
retina. GPR91 was robustly expressed in RGCs. Aortic rings treated with conditioned media from
RGCs primed with succinate showed a significant increase in vessel sprouting as compared to those
from GPR91 deficient (siRNA-GPR91) neurons. In line with these findings, we observed an increase
in production of VEGF and Angiopoietins 1 & 2 and a suppression of the anti-angiogenic
thrombospondin-1, following exposure to succinate. Downregulation of GPR91 in rat pup retinas
(using siRNA GPR91) both hindered developmental angiogenesis and blocked the excessive
vasoproliferation associated with oxygen-induced retinopathy.

CONCLUSION: Our data point to a mechanism where in a time of energy mismatch, neurons,
prompted by succinate, release pro-angiogenic factors; in this context, succinate appears to exert
robust regulation of numerous major angiogenic factors. Findings provide a novel therapeutic
target for modulating excessive revascularization such as in ischemic retinopathies like ROP and of
diabetes.



