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Résumé

Les avancées technologiques rendent maintenant possible d’étudier I'impact de génes
spécifiques sur les corrélats cérébraux des psychopathologies. En rapport avec ce nouveau
champ de recherche, la présente thése décrit I’'impact du 5S-HTTLPR et du rs4675690 —
deux polymorphismes semblant jouer un role dans le trouble dépressif majeur - sur les

corrélats neuronaux de I’expérience subjective de la tristesse chez les enfants.

Apres une mise en contexte (Chapitre 1), les deux études incluses dans cette thése seront
décrites (Chapitre 2 et 3). Ces études d’imagerie par résonance magnétique fonctionnelle
visaient a comparer les patrons d’activation — durant un état temporaire de tristesse - chez
des enfants de 8 ans porteurs d’alleles différents. La tristesse était induite grice au
visionnement passif d’extraits d’un film triste. Les résultats suggerent que les deux
polymorphismes ont un impact sur les activations cérébrales associées a la tristesse.
Spécifiquement, les enfants porteurs des alleles associés a un plus grand risque de
développer un trouble dépressif majeur, soit les porteurs de 1’alléle court du S-HTTLPR et
les individus homozygotes pour I’alléle T du rs4675690, ont présenté¢ des activations
cérébrales altérées dans des régions qui sont impliquées dans la tristesse normale et
pathologique. Le Chapitre 4 présente la mise en perspective des résultats dans le cadre de la

littérature actuelle.

Mots-clés : Dépression, génétique, imagerie par résonance magnétique fonctionnelle,

enfants, 5-HT, CREB
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Abstract

Recent technological advances allow us to study the impact of genes on the specific
cerebral correlates of psychopathologies. In accordance with this new specific area of
research, the present thesis describes the impact of the S-HTTLPR and the rs4675690 - two
polymorphisms who seem to play a role in major depressive disorder - on the neural

correlates of the subjective experience of sadness in children.

Following a review of the literature (Chapter 1), the two studies included in this thesis will
be described (Chapter 2 and 3). These functional magnetic resonance imaging studies
aimed to compare the activation pattern — during a transient state of sadness - in children of
8 years old carriers of different alleles. Sadness was induced by the passive viewing of sad
film extracts. The results suggest that both polymorphisms have an impact on the cerebral
activation associated with sadness. Specifically, children who were carriers of the allele
associated with greater risk to develop major depressive disorder - carriers of the short
allele of the 5S-HTTLPR and homozygote for the T allele of the rs4675690) - showed
altered cerebral activations in regions known to be implicated in normal and pathological

sadness. Chapter 4 present an integration of the result to the current literature.

Keywords : Depression, genetic, functional magnetic resonance imaging, children, 5-HT,

CREB
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1. Position du probléme

Le trouble dépressif majeur (TDM) est une des maladies les plus fréquentes avec une
prévalence de 10% dans la population générale (Ustun et al., 1995). Chez I’enfant et
I’adolescent, un trouble de I’humeur a un impact négatif sur la croissance, le
développement, les performances scolaires et les relations sociales (Bhatia & Bhatia, 2007).
La tristesse étant I’émotion principalement affectée dans le trouble dépressif (APA, 1994),
I’¢tude des corrélats neuronaux associés a cette émotion est primordiale dans la

compréhension du TDM.

En vertu des avancements en biologie moléculaire, certains polymorphismes génétiques ont
été reliés aux troubles de I’humeur tels que le TDM et aux troubles anxieux. Certaines
variations de ces polymorphismes auraient un impact sur les activations cérébrales chez les

adultes lors de taches impliquant les émotions.

Dans ce contexte, cette thése vise a déterminer si les différents patrons d’activations
cérébrales observés chez ’adulte en association a deux polymorphismes, soit le 5S-HTTLPR
et le rs4675690 (un polymorphisme situé¢ prés du géne CREBI codant pour le cAMP
response element binding protein [CREB]), sont présents a I’enfance. L’objectif général de
la présente thése est d’évaluer si des patrons d’activations atypiques durant un état de
tristesse sont présents avant le développement du TDM. La présence de tels patrons

pourrait indiquer que ces polymorphismes sont des facteurs de susceptibilité au TDM.



2. Fondement théoriques et neurobiologiques de la tristesse

2.a. Le processus émotionnel

Une activation physiologique, une évaluation cognitive (consciente ou inconsciente), une
expérience subjective, une expression de 1’état affectif (p. ex. modification physiologique)
et un comportement dirigé vers un but représentent les composantes majeures d’une
émotion (Plutchik, 1984). Classiquement, deux grandes théories ont influencé notre
compréhension des émotions, soit la théorie de James et Lange ainsi que la théorie de

Cannon et Bard.

Dans la théorie de James et Lange (James, 1981), des modifications physiologiques (tel que
dans les visceres), suivant la perception d’un déclencheur, provoquent une émotion. Les
changements corporels constituent 1’émotion. Donc, « On est triste parce que I’on pleure
plutot que 1’on pleure parce que I’on est triste ». Les objections principales a cette théorie
s’appuient sur le manque de spécificit¢ des modifications physiologiques. En effet, des
modifications similaires (par exemple, transpiration, rythme cardiaque) peuvent étre

associées a plusieurs émotions différentes (par exemple, la peur et la colere).

Selon la théorie de Cannon et Bard (Cannon, 1927), I’expérience émotionnelle subjective
survient simultanément aux réponses physiologiques. Cette théorie stipule que la perception
d’un stimulus génére un état affectif et des modifications physiologiques (expression de

I’émotion), mais que les changements physiologiques des visceéres ne sont pas assez précis
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pour fournir I’information complexe qui permettrait les distinctions fines de 1’expérience
émotionnelle. Certaines critiques sont survenues suite a cette théorie. Principalement,

certaines émotions auraient une réponse autonome distincte, par exemple la peur et la

colére.

Selon la théorie différentielle des émotions (differential emotion theory [DET]), le moi et la
vie mentale se basent sur I’établissement de schémas affectifs/cognitifs stables et établis tot
dans le développement. Pour la DET, le développement émotionnel référe au processus par
lequel le systéme émotionnel atteint une complexité grandissante de liens fonctionnels avec
les autres sous-systéemes de I’individu (physiologique, perceptuel, cognitif et le systeme des
actions) (Izard, 1994). Les émotions primaires seraient constituées de trois composantes
distinctes; la neuroévaluative, I’expressive et I’expérientielle. La DET stipule que ces trois
composantes auraient une base biologique et fonctionnelle établie pratiquement a partir de
la naissance (Izard, 1992). Donc, les corrélats neuronaux sous-jacents aux émotions
primaires devraient étre stables entre ’enfance et la vie adulte (Levesque et al., 2003).
Selon le DET, I’expérience émotionnelle résulte directement de la composante

neuroévaluative ( Izard, 1992).

Les théories des émotions actuelles considérent que 1’expérience subjective d’une émotion
est un processus conscient (Lane, 2000) pour lequel une valeur émotionnelle est associée a

une situation marquante particuliere (Cote et al., 2007). Suite a la présentation d’un
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stimulus émotionnel, 1’évaluation et 1’identification de la valeur émotionnelle de ce
stimulus se produisent de facon consciente ou inconsciente (Lazarus, 1991). Les régions
associatives hétéromodales du cerveau qui intégrent les différents signaux provenant des
modalités sensorielles ont un effet médiateur sur le processus émotionnel. L’évaluation
d’une situation chargée émotionnellement implique 1’interprétation de stimuli externes
(visuels, auditifs, somatosensoriels, etc.) et de sensations internes (changements dans les
viscéres) causés pas la situation marquante. Les inputs provenant de ces stimuli et
sensations convergent dans le cortex préfrontal (PFC) (M. N. Mesulam, 2000), ou une
signification est accordée a la situation marquante. Par la suite, I’expérience subjective de

I’émotion survient (Damasio et al., 2000; R. Lane, 2000).

Il existe une grande variabilité interindividuelle dans I’expérience émotionnelle. Davidson
et collegues (Davidson, 1998, 2000) ont suggéreé le terme « style affectif » afin de décrire
ces différences dans les réponses émotionnelles. Ils ont décrit le style affectif en
caractéristiques spécifiques de la réactivité émotionnelle et de la réponse affective. Les
parametres spécifiques du style affectif peuvent étre mesurés objectivement et incluent : a)
le seuil de réponse b) I’ampleur de la réponse, c) le temps nécessaire a I’atteinte du sommet
de la réponse, d) la fonction de rétablissement de la réponse et e) la durée de la réponse. Les
trois derniers parameétres réfeérent aux différents aspects de la chronométrie affective.
Davidson et coll. (Davidson, 1998, 2000) ont proposé que les variables de la chronométrie

sont importantes dans la compréhension des différences individuelles qui rendent
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vulnérables aux psychopathologies. Certains troubles de 1’humeur et troubles anxieux
pourraient étre spécifiquement associés a un échec a éteindre assez rapidement la réponse
émotionnelle ou a un début de réponse anormalement tot qui résulte en contournement des
contraintes régulatrices normales. Les paramétres spécifiques décrits gouvernent un
processus complexe qui, en parallele avec les dispositions de 1’humeur et les autres

caractéristiques de I’individu, reflétent le style affectif.

2.b. La tristesse
La tristesse peut étre définie en terme de caractéristiques qui ont été¢ décrites par Power et
Dalgleish (Power & Dalgleish, 2008);

1. I y aI’évaluation d’une perte ou d’un échec dans lequel I’objet ou I’objectif perdu
varie en importance et en type; il peut s’agir d’une personne, d’un lieu, d’une
ambition qui n’a pas €ét¢ atteinte ou d’un objet ayant une valeur personnelle. Il peut
aussi s’agir de la perte d’un idéal ou d’une valeur morale. La focalisation de la
tristesse est donc 1’évaluation de la perte d’un ou de plusieurs objets/objectifs dans
un ou plusieurs domaines.

2. La perte n’est pas nécessairement permanente, elle peut étre une séparation
temporaire d’un étre, d’un objet ou d’un endroit aimé.

3. La perte peut étre celle que subit une autre personne significative pour soi (par

exemple, lorsque son propre enfant échoue a un examen, est malade ou blessé). La
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perte peut étre commune plutdt que personnelle, comme la perte d’un chef d’Ftat,
d’une vedette ou 1’échec de 1’équipe nationale de football a la coupe du monde.

4. La fenétre temporelle de la perte peut varier (i.e., passé, présent ou futur).
Quelqu’un peut se remémorer un événement et se sentir triste a propos de la perte
de I’enfance ou des jours d’école, tout comme quelqu'un peut se sentir triste par
rapport a une perte actuelle. De plus, la perte peut étre imaginaire, ne pas encore
s’étre produite (par exemple, imaginer la future perte d’un parent) ou se produire
seulement dans un réve. De facon générale, la tristesse est rétrospective
comparativement a 1I’anxiété qui est généralement dirigée vers le futur (prospective).

5. L’expérience phénoménologique de la tristesse différe considérablement en
intensité et en durée. La tristesse peut étre 1égere et durer quelques secondes, (par
exemple, lors de la mention d’un nom avec une valence émotionnelle triste dans une
conversation) ou elle peut durer plusieurs minutes (par exemple, lorsqu’un héros
décede a la fin d’'un roman) ou méme des heures (par exemple, lors du bris d’un
objet décoratif préféré). Elle peut aussi durer toute la vie comme dans le cas de la
perte d’un parent ou d’un enfant. L’intensité de la tristesse peut étre signalée avec

des larmes ou des pleurs (Rottenberg, Gross, Wilhelm, Najmi, & Gotlib, 2002).

La tristesse est une émotion primaire (Plutchik, 1994) qui se produit dans la population

normale. Elle peut aussi étre distinguée des douleurs associées au deuil (Ekman, 1994).
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La tristesse a une fonction sociale étant donné qu’elle permet a I’individu d’émettre des
demandes émotionnelles aux autres et donc de renforcer les liens sociaux. Elle méne a
I’altruisme par lequel les autres ressentent de la sympathie ou de la pitié¢ (Izard, 1993). La
tristesse a aussi une fonction individuelle, car elle permet a I’individu de focaliser sur lui-
méme pour réévaluer ses priorités et réévaluer les buts et réles importants en lumiére de

I’expérience d’une perte ou de la possibilité d’une perte (Power & Dalgleish, 2008).

2.c. Induction expérimentale de la tristesse

Un paradigme d’activation émotionnelle a pour but de produire une altération temporaire de
I’humeur en exposant le sujet a un inducteur émotionnel (par exemple, le visionnement
d’un extrait de film chargé émotionnellement). L’induction émotionnelle peut aussi se faire
en demandant au sujet de se rappeler un événement de vie stocké en mémoire épisodique et

relié a I’émotion étudi¢e (Beauregard et al., 1998).

Les méthodes d’induction auraient un impact sur les différentes régions cérébrales activées.
En effet, une induction externe (par exemple, le visionnement d’un extrait de film) et
interne (par exemple, le rappel d’un souvenir a valence émotive) d’'une méme émotion
génere des activations cérébrales différentes (Ketter et al., 1993; Reiman et al., 1993). Par
contre, une méthode d’induction interne comme le rappel d’un événement personnel a
caractére émotionnel, une tiche de reconnaissance ou d’évaluation de 1’intensité de

I’émotion impliquerait non seulement le systeme émotionnel, mais ajouterait une
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composante cognitive. Le visionnement passif d’un stimulus émotionnel entrainerait une

moins grande demande cognitive (Phan, Wager, Taylor, & Liberzon, 2002).

L’induction émotionnelle par le rappel génére fréquemment plus d’une émotion (George et
al., 1995). En ce sens, le visionnement passif d’un extrait de film valide représente une

méthode plus fiable pour I’induction d’une émotion spécifique.

2.d. Le trouble dépressif majeur

Selon le Manuel diagnostique et statistique des troubles mentaux (DSM-IV-TR), le
diagnostic d’un épisode dépressif majeur nécessite la présence de cinq symptomes parmi
une liste de neuf pour une période d’au moins deux semaines (voir ci-dessous). L’un de ces
symptomes doit &tre une humeur dépressive ou une perte d’intérét et/ou de plaisir.
L humeur dépressive est décrite comme un sentiment de tristesse ou de vide qui dure toute

la journée et qui est vécu a tous les jours.

Le diagnostic de TDM nécessite la présence d’un épisode dépressif majeur qui n’est pas
mieux expliqué par un trouble schizo-affectif et n’est pas surajouté a une schizophrénie, un
trouble schizophréniforme, un trouble délirant ou un trouble psychotique non-spécifi¢. De
plus, il doit n’y avoir jamais eu d’¢pisode maniaque, d’épisode mixte ou d’épisode
hypomaniaque. Afin de diagnostiquer un TDM récurrent, il doit y avoir la présence d’au

moins deux épisodes dépressifs majeurs (DSM-IV-TR).
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Les études de neuroimagerie, de pathophysiologies et d’analyse de I1ésions ont démontré
que les circuits impliqués dans la modulation des aspects normaux du comportement
émotionnel sont aussi impliqués dans la pathophysiologie des troubles de I’humeur. Ces
circuits neuronaux impliquent le cortex préfrontal médian (MPFC), I’amygdale,
I’hippocampe et les régions ventro-médiales des noyaux gris centraux (putamen et noyau
caudé¢). Des anomalies dans I’activité neurophysiologique et dans le volume de maticre
grise ont été observées dans ces régions chez des individus souffrant d’épisodes dépressifs

récurrents (Drevets, Price, & Furey, 2008).

Une meéta-analyse des études de la connectivité fonctionnelle dans le TDM a mené a
I’¢laboration d’un modele (Seminowicz et al., 2004). Ce modele s’appuie sur des
anomalies de connectivité¢ dans I’hippocampe, le MPFC, le cortex orbitofrontal, le cortex
cingulaire rostroantérieur (rACC), le cortex cingulaire antérieur subgénual (sACC), le
thalamus antérieur droit et le cortex préfrontal latéral gauche. Cependant, ces anomalies ne
peuvent pas étre interprétées comme facteurs causaux étant donné que les sujets dans les
¢tudes répertoriées étaient adultes, qu’ils étaient malades depuis plusieurs années et qu’ils

présentaient une prise prolongée d’antidépresseurs (Seminowicz, et al., 2004).

2.e. Régions cérébrales impliquées dans la tristesse
Cette section vise a décrire les régions cérébrales qui ont été associées a la tristesse (ainsi

qu’au TDM). Les deux études contenues dans cette these utilisent les régions décrites ici
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comme régions d’intérét pour 1’investigation des patrons d’activations cérébrales durant un

état temporaire de tristesse.

Cortex préfrontal médian. Une activation du MPFC a été¢ démontrée dans plusieurs
é¢tudes de neuroimagerie chez des adultes normaux en association avec la tristesse
(Beauregard, et al., 1998; Damasio, et al., 2000; George, Ketter, Parekh, Herscovitch, &
Post, 1996; George, et al., 1995; R. D. Lane, Reiman, Ahern, Schwartz, & Davidson,
1997a; Reiman et al., 1997). Lévesque et collégues (Levesque, et al., 2003) ont aussi
démontré une activation du MPFC chez des fillettes lors d’une tiche passive d’induction
externe de tristesse. Beauregard et collegues (Beauregard, et al., 1998) ont démontré une
plus grande activation du MPFC chez des sujets dépressifs adultes que chez des sujets

normaux lors du visionnement passif d’un extrait de film triste.

Cette région du cortex préfrontal a aussi été associée a d’autres émotions positives (par
exemple, la joie) et négatives (par exemple, le dégoiit) (George, et al., 1996; Lane, et al.,
1997a; Reiman, et al., 1997; Teasdale et al., 1999). Les études chez les primates démontrent
des connexions réciproques entre le MPFC et des régions associatives de haut niveau, dont
le gyrus cingulaire (Pandya, Van Hoesen, & Mesulam, 1981). Le MPFC est le centre de
convergence des inputs limbiques et il participerait a ’intégration de 1’émotion avec la
cognition (Mesulam, 1985). Supportant I’hypothése du role du MPFC dans la

métacognition, Lane et collegues (Lane et al., 1997b) ont trouvé une activation du MPFC
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lorsque les sujets devaient porter attention a leur état émotionnel interne, mais pas lorsqu’ils
devaient porter attention aux caractéristiques non-affectives d’une photo. Les études
d’atteintes sélectives du MPFC suggérent son implication dans le monitorage conscient de
I’¢état affectif de I’individu (Damasio, et al., 2000). Le MPFC serait donc impliqué dans les

aspects cognitifs du processus émotionnel (Drevets & Raichle, 1998).

Cortex cingulaire anterieur (ACC). La division dite « affective » de ’ACC a été
associée au fonctionnement émotionnel de fagon consistante. Cette région de I’ACC, qui est
composée du ACC subgenual (BA25, 32) et du ACC pregenual ou rostral (BA24)
(Devinsky, Morrell, & Vogt, 1995), posseéde des connexions étendues avec 1’amygdale

(Devinsky, et al., 1995; Paus, Koski, Caramanos, & Westbury, 1998).

George et collegues (George, et al., 1995) ont rapporté une activation bilatérale de I’ ACC
pregenual chez des femmes lors d’une induction interne de tristesse par le rappel.
Beauregard et collegues (Beauregard, et al., 1998) ont démontré une augmentation de
I’activation du MPFC et de ’ACC subgenual chez des sujets dépressifs par opposition a
des sujets normaux. Ils ont suggéré que ces résultats pourraient indiquer la présence d’un
fonctionnement anormal de [’activité frontale. Plus précisément, chez les individus
dépressifs, les structures limbiques seraient relativement déconnectées des influences

préfrontales inhibitrices, résultant en une modulation affective altérée.
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Chez le singe, ’ACC serait une région critique dans I’attribution de la signification
émotionnelle aux stimuli sensoriels (Gabriel, Orona, Foster, & Lambert, 1982). Tout
comme pour le MPFC, il a été postulé que ’ACC subgenual participe a I’expérience
consciente de I’émotion (Reiman, et al., 1997), a la régulation émotionnelle (Reiman, et al.,
1997) et qu’il est impliqué dans le circuit neuronal sous-jacent a la pathophysiologie de la

dépression unipolaire (Drevets et al., 1992).

Pole temporal antérieur (PTA). Une activation bilatérale du PTA a été observée en
association a la tristesse chez les adultes (Damasio, et al., 2000) et chez les adolescentes

(Levesque, et al., 2003).

Une activation du PTA a aussi ét¢ démontrée chez des adultes normaux pendant de
I’anxiété anticipatoire normale (Chua, Krams, Toni, Passingham, & Dolan, 1999; Reiman,
Fusselman, Fox, & Raichle, 1989), de la colére et de 1’anxiété (Damasio, et al., 2000;
Dougherty et al., 1999). Cette région paralimbique recoit des projections des régions
sensorielles unimodales et hétéromodales, ainsi que des régions limbiques. Le PTA serait
associ¢ a Dattribution de la valeur émotionnelle a 1’expérience subjective de 1’individu
(Mesulam, 1985). Le PTA aurait aussi un réle dans ’examen du contenu émotionnel des

visages (George et al., 1993).
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Insula. La tristesse a été associée a une activation de I’insula, lors du rappel
d’éveénements autobiographiques (Damasio, et al., 2000; George, et al., 1995). Une telle
activation a aussi ét¢ démontrée dans le cadre d’études de tomographie par émission de
positrons (TEP) (Liotti et al., 2000; Mayberg et al., 1999). Eugeéne et collégues (Eugene et
al., 2003) ont démontré une activation de 1’insula associée au visionnement d’un extrait de

film triste.

L’insula a aussi ét¢ impliquée dans 1’expérience de la colere, de la peur et du bonheur
(Damasio, et al., 2000). L’insula antérieure a été associée a I’anxiété anticipatoire normale
(Reiman, et al., 1989) et a la phobie simple (Rauch et al., 1995). Ces résultats suggerent une

implication générale de ’insula dans les émotions.

Amygdale. Une augmentation de I’activité de ’amygdale a été associée a la tristesse
(R. D. Lane, et al., 1997a). Dans une autre étude, le visionnement d’un extrait de film triste
a induit une activation de I’amygdale chez des femmes et des fillettes (Levesque, et al.,
2003). Par ailleurs, plusieurs études sur le TDM ont montré une hyperactivation de
I’amygdale en réponse a des stimuli chargés émotionnellement (Najib, Lorberbaum, Kose,

Bohning, & George, 2004).

Une augmentation de I’activation de I’amygdale a aussi été associée a la peur, a la joie et au

dégout (Beauregard, et al., 1998; Furmark, Fischer, Wik, Larsson, & Fredrikson, 1997;



21

Lane, et al., 1997a). Cette structure est donc impliquée dans les états émotionnels négatifs
et positifs (Eugene, et al., 2003). L’amygdale aurait un réle dans la reconnaissance et
I’induction d’une émotion a partir d’'un stimulus visuel (Reiman, et al., 1997; Whalen,
1998). Compte tenu de ses projections avec des régions corticales associées a pratiquement
tous les niveaux du processus visuel dans le cortex occipital, ’amygdale est idéalement
située pour moduler I’input visuel en fonction de la signification émotionnelle du stimulus.
Selon Davis et Whalen (Davis & Whalen, 2001), I’amygdale jouerait un réle clé dans la
modulation de la vigilance et de D’attention pour I’information possédant une valence
émotionnelle, et elle serait donc plutdt activée durant la phase d’induction de 1’émotion
(Buchel, Morris, Dolan, & Friston, 1998; Davidson & Irwin, 1999; Dolan et al., 1996;

LaBar, Gatenby, Gore, LeDoux, & Phelps, 1998).

L’amygdale serait aussi impliquée dans la production de I’état émotionnel (Phillips,
Drevets, Rauch, & Lane, 2003). A ce sujet, des 1ésions amygdalaires chez le singe résultent
en une baisse des réponses autonomiques durant des situations provoquant de I’anxiété

(Bagshaw, Kimble, & Probram, 1965)

Noyaux gris centraux. Lane et collegues (Lane, et al., 1997a) ont observé une
activation du noyau caudé¢ en association avec la tristesse. Une activation du noyau caudé a
été observée chez des individus normaux et dépressifs lors de I’induction de tristesse par le

visionnement passif d’un extrait de film (Beauregard, et al., 1998). Les individus dépressifs
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montrent une activation anormalement élevée du noyau caudé¢ en réponse a la présentation

de visages tristes (Garrett & Maddock, 2001).

Le putamen serait impliqué dans le traitement des stimuli négatifs et des expressions
faciales aversives (Phillips, et al., 2003). Une plus grande activation du putamen gauche a
été observée chez des sujets dépressifs, comparativement a des sujets normaux, durant le

visionnement de visages tristes (Surguladze et al., 2005).

Cortex orbitofrontal latéral (LOFC). Cette région du cortex préfrontal serait activée
chez des adultes sains durant I’induction de tristesse (Beauregard, et al., 1998; Damasio, et
al., 2000; George, et al., 1995). Cette aire corticale a aussi €té associée a des pensées tristes
et de la tristesse chez des sujets souffrant d’un TDM (Brody, Barsom, Bota, & Saxena,
2001). Il semble donc que cette région soit impliquée dans la tristesse normale et
pathologique. Grace a ses inputs sensoriels et limbiques, le LOFC pourrait jouer un réle
dans intégration de I’information viscerosensorielle avec 1’information signalant des

modifications dans 1’état émotionnel du sujet.

3. L’imagerie génétique
Un gene est une unité d’information héréditaire située sur les chromosomes et composé
acide désoxyribonucléique (ADN). Un polymorphisme génétique constitue les formes

possibles d’un gene (allele) a un locus donné a I’intérieur d’une population. Les deux
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¢tudes présentées dans cette these utilisent un protocole d’imagerie génétique, c’est-a-dire
qu’elles examinent les différences au niveau des activations cérébrales selon les différentes
formes alléliques d’un polymorphisme donné. Ces études reposent sur une approche
d’association par génes candidats. Dans cette approche, des polymorphismes - qui selon la
littérature influenceraient le développement et le fonctionnement émotionnel - sont étudiés
afin évaluer leur impact fonctionnel sur un endophénotype (i.e., une caractéristique
biologique ou comportementale qui refléte un systéeme biologique discret). Un
endophénotype valide doit étre associé a une pathologie a travers la population générale et
étre mesurable objectivement (Mitterschiffthaler, Ettinger, Mehta, Mataix-Cols, &

Williams, 2006).

Les protocoles d’imagerie génétique offrent une nouvelle perspective pour 1’étude des
facteurs de vulnérabilité aux troubles mentaux. Etant donné que 70% du génome humain
est exprimé dans le cerveau (Lander et al., 2001; Venter et al., 2001), il est probable que
plusieurs polymorphismes influencent les processus neuronaux et sont impliqués dans la

régulation des comportements affectifs (Viding, Williamson, & Hariri, 2006).

Les études de jumeaux ont révélé des facteurs d’héritabilit¢ de 40 a 70% dans le
tempérament, les traits de personnalité¢ et divers comportements (Plomin, Owen, &
McGuffin, 1994). Les genes ne peuvent donc pas expliquer entierement le comportement

humain. Cependant, les variations dans la séquence génétique contribuent certainement a
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une importante partie de la variance dans les phénoménes comportementaux complexes.
Concernant les troubles psychiatriques, la génétique constitue le seul facteur de risque
constant a travers les populations humaines et le facteur de susceptibilité le plus important

(Moldin & Gottesman, 1997).

Les protocoles d’imagerie génétique utilisent des techniques d’imagerie cérébrale telles que
I’IRMf ou la TEP. Ces techniques permettent d’éviter plusieurs problémes qui caractérisent
les méthodes classiques d’évaluation (évaluation clinique, questionnaire de personnalité et
batterie neuropsychologique, test papier-crayon); la grande variabilité¢ interindividuelle
dans les comportements associés aux troubles mentaux et la subjectivité dans 1’évaluation
des comportements qui impliquent que des échantillons de centaines de participants doivent
étre utilisés (Glatt & Freimer, 2002). De plus, I’effet des genes ne se situe pas directement
au niveau du comportement. Plutot, les genes exercent une influence médiatrice sur le
comportement par leur effet au niveau neurobiologique (Viding, et al., 2006). L’impact des
polymorphismes apparait plus robuste sur 1’activation de régions cérébrales associées aux
émotions que sur 1’expérience émotionnelle subjective (Hariri & Weinberger, 2003). Les
protocoles d’imagerie génétique permettent donc d’étudier la contribution des génes aux
corrélats neurobiologiques des émotions et de mieux comprendre leur impact dans la

variabilité des comportements affectifs.
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Hariri et Weinberger ont décrit trois principes de base de 1’imagerie génétique (Hariri &

Weinberger, 2003) :

1-Sélection d’un géne candidat : Idéalement, des études effectuées en paralléle doivent
démontrer I’impact du polymorphisme sélectionné sur le comportement, 1’affectivité ou la
susceptibilité a une pathologie. Afin d’établir un paradigme de recherche pertinent, il est
préférable que des études aient démontré les différents effets des alleles au niveau
cellulaire, et que leur impact sur les régions cérébrales ait été décrit. Ainsi, les protocoles
d’imagerie permettent d’étudier I’impact d’un géne sur le traitement de 1’information dans
des populations saines et pathologiques. Sans quoi, il faut non seulement étre prudent dans

le design expérimental, mais aussi dans 1’interprétation des résultats.

2-Controle des facteurs non-génétiques : Méme si 1’effet d’un gene unique est plus grand au
niveau du fonctionnement cérébral qu’au niveau des phénotypes comportementaux, son
impact reste relativement limité. De plus, la variance phénotypique, les facteurs
environnementaux (maladie, blessure, etc.), I’age, le quotient intellectuel et le genre
peuvent diminuer de fagon importante 1’effet potentiel d’un géne. Hariri et Weinberger

suggerent donc d’équilibrer les groupes étudiés en fonction des facteurs confondants.

3-Sélection de la tache : Di a I’effet restreint d’un gene unique, il est préférable de choisir

un paradigme bien caractérisé dans la littérature qui a démontré une grande efficacité dans
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I’activation de régions cérébrales circonscrites ou de circuits neuronaux, et qui produit un

signal robuste chez tous les individus (avec une certaine variabilité interindividuelle).

4. Description des génes candidats

Le polymorphisme situé¢ dans le promoteur du géne codant pour le transporteur de la 5-HT
(5-HTTLPR pour serotonin-transporter-linked-polymorphic region, SLC6A4) a eu une
grande popularité dans les études d’imagerie génétique. Ce polymorphisme a fait I’objet de
plus de 300 études examinant son role dans divers troubles psychiatriques et leurs
phénotypes (Wendland, 2006). La fonction principale du transporteur de la sérotonine (5-
HTT) est de retirer la sérotonine (5-HT) de la synapse et de la retourner dans le neurone
présynaptique ou elle peut étre dégradée ou réutilisée (Karg, Burmeister, Shedden, & Sen,
2011). Il existe typiquement deux variations alléliques du 5-HTTLPR, soit la variation
courte (allele S) comprenant 14 copies de la répétition de 20-23 paires de bases, et la
variation longue (allele L) comprenant 16 copies (Heils et al., 1996; Lesch et al., 1996). Le
polymorphisme affecte la vitesse de transcription du géne de fagon a ce que I’allele S ait
une transcription du 5-HTT moins efficace que 1’allele L (Karg, et al, 2011). Des
anomalies dans le systeme sérotoninergique ont été observées chez les individus souffrant
de troubles de I’humeur et de trouble anxieux. Il est a noter que le traitement de ces
pathologies implique une manipulation pharmacologique du systéme sérotoninergique
(Ballenger, 1999; Blier & de Montigny, 1999). Il est important de noter que la présence

d’anomalie génétique associées a des déficits du systéme sérotoninergique ne signifie pas
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automatiquement qu’il y aura la présence de trouble de I’humeur. Le 5-HTTLPR est un
polymorpshime candidat en tant que facteur génétique influengant la régulation des niveaux
de 5-HT. Ce polymorphisme pourrait expliquer, du moins en partie, les différences
interindividuelles de tempérament et de vulnérabilité aux troubles de I’humeur (von dem
Hagen, Passamonti, Nutland, Sambrook, & Calder, 2011). A travers I’étude des corrélats
neuronaux associés a une émotion problématique dans le TDM, le S-HTTLPR constitue un
polymorphisme de choix pour une étude d’imagerie génétique. Par ailleurs, d’autres

polymorphisme génétique ont été associé au trouble de ’humeur, tel que le CREBI.

L’adénosine monophosphate cyclique (AMPc ou de I’anglais c¢AMP) agit en tant
qu’intermédiaire dans I’action des hormones et des neurotransmetteurs. CREB (pour cAMP
response element binding protein) est un facteur de transcription cellulaire qui agit
directement sur I’ADN par sa fixation aux €éléments de réponses nommés CRE (pour cAMP
response element) induisant la transcription de certains genes. Il est un ¢lément de réponse
crucial dans les cascades moléculaires impliquant le cAMP (Albert, Jonhson, Lewis, &
Raff, 2004). Les études de clinicopathologie ont rapporté une altération de 1’expression du
CREB dans le cortex temporal de patients souffrant d’'un TDM, dans I’hippocampe et le
noyau accumbens dans les modeles animaux du TDM, et dans le cerveau de rongeurs
exposés a un traitement chronique d’antidépresseur (Nestler et al., 2002; Rossby & Sulser,

1997).
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Plusieurs groupes ont tenté d’étudier le potentiel du CREBI, le géne humain codant pour
CREB, dans 1’étiologie du TDM. Des polymorphismes qui causerait une altération de
I’expression de géne CREBI ou qui encoderait pour le CREB pourraient influencer le
risque de développer un TDM (Zubenko et al., 2002). Le gene CREBI est donc un autre
bon candidat pour étudier I’étiologie et la pathologie du TDM. Notamment, le rs4675690
est un polymorphisme a un seul nucléotide (ou single nucleotide polymorphism [SNP])
situ¢ au 5’ de CREB, ayant un role dans les comportements suicidaires chez des patients
TDM (Perlis, Purcell, Fava, et al., 2007). Le rs4675690 est aussi associé a I’expression de

la colére (Perlis, Purcell, Fagerness, et al., 2007).

5. Objectifs de recherche et hypothéses spécifiques

Objectifs de recherche. Le but général des deux études proposées est d’accroitre la
compréhension de 1’étiologie et de la pathophysiologie du TDM en étudiant comment deux
polymorphismes génétiques sont associés a ’activation des corrélats neuronaux de la
tristesse durant 1’enfance. Globalement, ces études visent a déterminer si les variations
génétiques causant une susceptibilité aux troubles de I’humeur sont associées a des patrons
d’activation cérébraux différents chez les enfants, tel qu’il I’a été observé chez les adultes.
Spécifiquement, le but de la premicre étude est d’observer si des différences significatives
sont présentes au plan des activations cérébrales - lors de 1’expérience subjective de la
tristesse - entre des sujets porteurs de 1’allele S et des sujets homozygotes pour I’allele L du

S5-HTTLPR. La deuxieme étude utilise le méme protocole afin de déterminer si des patrons
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d’activations cérébrales différents sont observables entre les sujets homozygotes pour

chacun des deux alléles (C et T) du RS4675690 un géne codant situé¢ pres du CREBI.

Hypotheses spécifiques. Basées sur les connaissances des activations cérébrales associées
aux différentes variations alléliques chez les adultes lors de protocoles utilisant des stimuli

émotionnels, les hypothéses spécifiques suivantes sont proposées:

Etude 1. Les activations cérébrales des régions d’intéréts (ROIs) (cortex préfrontal médian,
aires de Brodmann [AB] 9, 10, cortex cingulaire antérieur rostro-dorsal [AB 24,32], PTA
[AB 21, 28], insula [BA 13, 14], cortex orbitofrontal latéral [BA 47], amygdale, noyau
caudé et putamen) lors du visionnement passif d’un extrait de film triste seront plus grandes
chez les porteurs de 1’alléle S que pour les porteurs homozygotes de ’allele L du gene 5-

HTTLPR.

Etude 2. Les activations cérébrales des ROIs (cortex préfrontal médian, aires de Brodmann
[AB] 9, 10, cortex cingulaire antérieur rostro-dorsal [AB 24,32], PTA [AB 21, 28], insula
[BA 13, 14], cortex orbitofrontal latéral [BA 47], amygdale, noyau caudé et putamen) lors
du visionnement passif d’un extrait de film triste seront plus grandes chez les porteurs
homozygotes de 1’allele T que pour les porteurs homozygotes de I’allele C pour le

polymorphisme rs4675690.
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Abstract
Healthy adults carrying the short (S) allele of the human serotonin transporter gene linked

polymorphism (5-HTTLPR) show increased amygdala activation during visual processing
of emotionally negative stimuli compared to healthy adults homozygous for the long (L)
allele. To determine whether abnormal brain responses during negative emotion appear
early in life in S allele carriers, functional magnetic resonance imaging (fMRI) was used to
measure brain activity during a transient state of sadness in children carrying the S allele (S
group) or homozygous for the L allele (L group). Blood-oxygen-level dependent (BOLD)
signal changes were measured while subjects viewed blocks of neutral film excerpts and
sad-film excerpts. During the sad condition (relative to the neutral condition), there was
significantly greater activation in the S group compared to the L group in brain regions
known to be involved in normal sadness and major depression. Given that the S-HTTLPR
polymorphism has been associated with mood disorders, it is plausible that the abnormal
pattern of regional brain activity detected here, in children carrying the S allele in response
to the sad stimuli, increases susceptibility to emotional dysregulation and depressive

symptoms.

Keywords: 5-HTTLPR polymorphism, sadness, children, brain, fMRI
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The serotonin (5-HT) transporter (5-HTT) plays a central role in 5-HT neurotransmission
by determining the duration and intensity of the 5-HT communication with its pre- and
postsynaptic receptors, and anomalies in emotional processing may be linked to 5-HTT
dysfunction (Hariri & Holmes, 2006). The fact that drug-free patients with mood and
anxiety disorders exhibit significant reductions in brain 5-HTT binding relative to healthy

controls (Malison et al., 1998) is consistent with this view.

A relatively common genetic polymorphism in the human 5-HTT gene (SLC6A44) located in
the transcriptional control region on chromosome 17ql1.1-q12 was identified more than a
decade ago (Heils et al., 1996). The 5-HTT gene linked polymorphic region (or 5-
HTTLPR) is frequently defined by two variable nucleotide tandem repeat elements, a short
(S) allele and a long (L) allele. In humans, having one or two copies of the short, °S,” allelic
variant of this polymorphism is associated with significantly lesser 5-HTT binding in brain
(Heinz et al., 2000). Moreover, individuals with either one or two copies of the S allele
have a higher probability of developing depressive symptoms as compared to those who are

homozygous for the L allele (Lau et al., 2009; Schinka, Busch, & Robichaux-Keene, 2004).

In a seminal study (Hariri et al., 2005), functional magnetic resonance imaging (fMRI) was
used to evaluate, in a small sample of healthy adult volunteers carrying the S or L allele,
neural activation during perceptual processing of fearful and angry human facial

expressions. This task consistently engages the amygdala, a brain region crucially involved
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in emotional arousal and reactivity. During the task, S allele carriers showed nearly five-
fold greater amygdala activity than L homozygotes. This finding was replicated in a larger
cohort of healthy adults (Hariri et al., 2002). Along the same lines, healthy adult carriers of
the S allele were found to exhibit more robust activation of the amygdala during the
presentation of emotionally negative pictures (Heinz, et al., 2000). Additionally, another
fMRI study carried out in healthy adults revealed a weaker functional connectivity between
the anterior cingulate cortex (ACC) - a prefrontal area playing a pivotal role in various
aspects of emotion - and the amygdala in S-allele carriers relative to L-allele homozygotes

during presentation of angry and fearful faces (Pezawas et al., 2005).

Collectively, the findings of these neuroimaging studies indicate that relative loss of 5-HTT
gene function negatively affects the brain systems mediating emotional processing. A
dysfunction of these systems could provide a putative neural substrate for the emotional

vulnerability associated with genetic variation in the 5-HTT (Hariri & Holmes, 2006).

In keeping with what has been found in adults, it has been recently demonstrated that that
infants insecurely attached to their caregiver and homozygous for the s-variant of the 5-
HTTLPR genotype develop a high level of negative emotionality and fear (Pauli-Pott,
Friedel, Hinney, & Hebebrand, 2009). Furthermore, healthy adolescents with at least one
copy of the S allele show stronger amygdala responses to fearful faces than healthy

adolescents without this allele (Lau, et al., 2009). These findings suggests that the abnormal



36

brain responses to emotionally negative stimuli may appear relatively early in life in S

allele carriers.

To tackle this important issue, we used fMRI to measure brain activity, during a transient
state of sadness, in children carrying the S allele and children homozygous for the L allele.
This primary emotion was selected given that it is the prevailing mood in major depressive
disorder (MDD), and that the 5-HTTLPR polymorphism appears to exert a certain effect on
susceptibility to depression (Kiyohara & Yoshimasu, 2010). We predicted that the sad state
would be correlated with greater activation of brain regions mediating sadness in the S

allele carriers relative to the L allele carriers.

Within a prospective twin cohort study (Ouellet-Morin et al., 2008), 438 children of
Caucasian ancestry were scanned when they were 8 years and 4 months of age. The study
protocol was approved by the ethics review boards of Sainte-Justine Hospital and CHUM-
Notre-Dame Hospital. Written informed consent was obtained from parents of all subjects
as well as written assent from all subjects. In this cohort, 90 children were genotyped for
the 5-HTTLPR polymorphism. They were divided into two equal groups on the basis of
their 5- HTTLPR genotype: children homozygous for the L allele (L group, n=24, 14 girls,
10 boys) and children with either one or two copies of the S allele (S group, n=24, S/S=17,
S/L=7, 11 girls, 13 boys). Subjects were unrelated (within and between groups). Subjects

with head movements greater than 3mm in the MRI scanner were excluded from this study.
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Participants were assessed using the Dominic-R Interactive (Valla, Bergeron, & Smolla,
2000). This self-answered, computerized, DSM-IV-based instrument designed to measure
mental health in children 6-11 years of age has been used in epidemiologic samples in
clinical and research settings (Rousseau, Drapeau, Lacroix, Bagilishya, & Heusch, 2005)
(see supplementary material). Both groups scored below the clinical cut-off scores on all
mental disorders assessed with the Dominic-R (depression, separation anxiety, generalized
anxiety, specific phobias, attention-deficit hyperactivity disorder, conduct problems,
oppositional-defiant disorder). The depression scores were minimal and not statistically
different between groups (S group: mean=3.74, SD=2.30; L group: mean=5.35, SD=3.27)

(p=0.081).

Blood-oxygen-level dependent (BOLD) signal changes were measured while subjects
viewed five blocks of neutral film excerpts (Control condition) followed by five blocks of
sad-film excerpts (Experimental condition) (see supplementary material). As subjective
emotional responses persist on average 32 s after presentation of aversive pictures (Garrett
& Maddock, 2001), this design was used to avoid contamination of the neutral stimuli by
the sad stimuli. The sad excerpts, depicting a young boy witnessing the tragic death of his
father, were extracted from the film The Champ (1979), used in several studies of sadness
induction (Eugene et al., 2003; Levesque et al., 2003). The neutral excerpts consisted of a

news interview. Each block lasted 39 s and was separated by 15-s resting periods during
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which subjects viewed a white cross on a black screen. After scanning, subjects identified
the primary emotions (happiness, anger, sadness, fear, surprise, disgust) they felt during the
sad and neutral excerpts using a visual analog scale. If a subject identified sadness, he/she
was asked to rate its degree (sad, very sad, extremely sad, saddest ever). All subjects

identified sadness as the primary emotion felt.

Echoplanar images (EPI) were acquired on a 1.5-Tesla system (Magnetom Vision, Siemens
Electric, Erlangen, Germany). Twenty-eight slices (5 mm thick) were acquired every 2.65s
in an inclined axial plane, aligned with the anterior commissure-posterior axis. These T2*-
weighted functional images were acquired using EPI pulse sequence (time repetition [TR]
= 0.8 ms, time-echo [TE] = 54ms, flip = 90°, field of view [FOV] = 215mm, matrix = 64 x
64, voxel size = 3.36 mm x 3,36mm x 5Smm). Following functional scanning, high
resolution data were acquired via T1-weighted three dimensional volume acquisition
obtained using a gradient echo pulse sequence (TR = 9.7 ms, TE=4 ms, flip = 12°, FOV =

250mm, matrix= 256 x 256, voxel size = 0.94 mm").

Data were analyzed using Statistical Parametric Mapping software (SPMS5; Wellcome
Department of Cognitive Neurology, London, UK). Images for all subjects were realigned
to correct for artifacts due to small head movements. The images for all subjects were then
spatially normalized into an MRI stereotactic space (Montreal Neurological Institute [MNI]

template) using this masked mean image. The MNI template was used since Burgund and
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colleagues (Burgund et al., 2002) have shown that even if there are some small anatomical
differences between the brain’s structures and sulci of adults (age range: 18-30) compared
with those of children (age range: 7-8), such minimal differences do not compromise the
usefulness of an adult stereotactic space for children. Images were also convolved in space
with a three-dimensional isotropic gaussian kernel (12 mm full width half maximum
[FWHM]) to improve the signal-to-noise ratio and to accommodate for residual variations

in functional neuroanatomy.

The time series of the images were convolved with the delayed box-car function which
approximates the activation patterns. Effects at each and every voxel were estimated using
the general linear model. Voxel values for the contrasts of interest yielded a statistical
parametric map of the ¢ statistic (SPM ¢), subsequently transformed to the unit normal
distribution, (SPM Z). A “fixed-effects model” was implemented to contrast the brain
activity associated with the viewing of the sad film excerpts and that associated with the
viewing of the emotionally neutral film excerpts (Sad-Neutral). This “fixed-effects model”
produced individual contrast images, which were used as raw data for the implementation
of a “random-effects model” used for group analysis. One-sample t-test were performed for
both groups to determine brain activity for the sad minus neutral contrast A two-sample t-
test was performed to compare brain activity observed in the S and L groups (Sad minus
Neutral contrast). An a priori search strategy was used and a small volume correction was

performed in the following brain regions of interest (ROIs): ACC (Brodmann areas [BA]



40

24 and 32), ventrolateral prefrontal cortex (VLPFC) (BA 47), anterior temporal pole (BA
21 and 38), insula, caudate nucleus, putamen, and amygdala. Theses regions have been
consistently activated in previous neuroimaging studies of sadness (Beauregard, Lévesque,
& Paquette, 2004). The search volume corresponding to the ROIs was defined by creating
a inclusive mask in the MARINA program (Bender Institute of Neuroimaging) and using
the small volume correction and image volume functions in SPMS5. For this a priori search,
a corrected probability threshold for multiple comparisons of P < 0.05 corrected was used.
Only clusters showing a spatial extent of at least 10 contiguous voxels were kept for image

analysis.

The viewing of the sad film excerpts induced a transient state of sadness in all subjects. The
mean level of reported sadness was not statistically different (p=0.236) in the L group
(mean: 2.75, S.D.: 1.16; range 1-4) compared to the S group (mean: 3.18, S.D.: 0.95; range
1-4). In addition, the viewing of the sad film excerpts did not produce other significant
change of the emotional state than sadness, and the viewing of the neutral film excerpts did

not generate any marked alteration of the emotional state.

In the L group, the Sad minus Neutral contrast revealed a significant bilateral activation in
the anterior temporal pole (BA 38) (Table 1). In the S group, the Sad minus Neutral
contrast produced significant loci of activation in the left putamen, left insula, and anterior

temporal pole (BA 38), bilaterally (Table 1).
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[Insert Table 1 about here]

Moreover, during the sad condition (relative to the neutral condition), there was
significantly greater activation in the S group compared to the L group in the right putamen
(effect size = 0.57), right caudate nucleus (effect size = 0.73), right rostro-ventral ACC (BA
32) (effect size = 0.64), left caudate nucleus (effect size = 0.51) and left putamen (effect
size = 0.52). No brain region was significantly more activated in the L group than in the S
group (Table 1, Figure 1). A whole-brain analysis (using a p< 0.001 threshold) did not

reveal significant activation in other brain areas.

[Insert Figure 1 about here]

The present results indicate that transient sadness is mediated by distinct patterns of
regional brain activation in children carrying the S allele compared to children homozygous
for the L allele. The effect size of the regional activations found in the comparison between
groups indicates that the S allele exerts a moderate impact on the neural correlates of
sadness during childhood. Our findings also suggest that the S-HTTLPR S allele results
early in life in functional alterations affecting brain regions known to be implicated in the
experiential and physiological aspects of emotion in general, and sadness in particular.

About this question, clinical and brain imaging data indicate that the rostro-ventral
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subdivision of the ACC plays an important role in the interoceptive/exteroceptive detection
of emotional signals during sadness (Lane, Fink, Chau, & Dolan, 1997). With regard to the
caudate nucleus, this crucial component of the motor systems has been shown to respond to
emotionally negative pictures (Carretie et al., 2009). It has been suggested that this
structure might be implicated in the linkage between visceromotor and somatomotor
activity in the context of emotional arousal (Lane et al., 2009). As for the putamen, there is
evidence that this region of the dorsal striatum is implicated the processing of aversive

stimuli and negative facial expressions (Phillips, Drevets, Rauch, & Lane, 2003).

It has been speculated that serotoninergic genes are implicated in the pathogenesis of
depression via their influence on neural activity during emotion processing (Dannlowski et
al., 2007). Regarding this issue, the present findings suggest that the S-HTTLPR genotype
affects the functioning of cerebral structures involved in major depression (Koolschijn, van
Haren, Lensvelt-Mulders, Hulshoff Pol, & Kahn, 2009). This hypothesis is supported by
various lines of evidence. For instance, attenuation of the rostro-ventral ACC response to
sad faces has been reported in individuals with MDD following antidepressant treatment
(Fu et al., 2004). Moreover, depressed individuals demonstrated a higher activation in the
left putamen during the viewing of sad faces compared to healthy controls (Surguladze et
al., 2005). Abnormal caudate activation has also been found in response to presentation of
sad facial stimuli (Garrett & Maddock, 2001). Lastly, in a recent [''CIDASB positron

emission tomography (PET) study measuring brain 5-HTT binding in a group of acutely
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depressed patients in comparison to healthy controls, the depressed patients had lowered 5-

HTT binding in the caudate nucleus, putamen, and ACC (Liotti et al., 2000).

In children carrying the S allele, enhanced activation of the putamen, caudate nucleus, and
rostro-ventral ACC in response to sad film excerpts may reflect heightened neuronal
excitability leading subsequently to BOLD signal increases in these regions. Such an
increase of neuronal excitability may arise from partial desensitization of inhibitory 5-HT
receptors following increased synaptic 5-HT. Alternatively, increased neuronal excitability
in these cerebral structures might reflect diminished 5-HTT expression and elevated
available synaptic 5-HT acting on excitatory 5-HT receptor subtypes (similar hypotheses
have previously been proposed for the enhanced amygdala activation found in healthy

adults carrying the S allele (Hariri, et al., 2002)).

Significant loci of activation were also detected in the insula and anterior temporal pole
during the sad state. The insula has been reported to be activated, in healthy subjects,
during transient sadness (Liotti, et al., 2000). This region contains a topographical
representation of inputs from visceral, olfactory, gustatory, visual, auditory and
somatosensory areas. It appears to integrate representations of external sensory experience
and internal somatic state and support a representation of somatic and visceral responses
accessible to consciousness (Critchley, Wiens, Rotshtein, Ohman, & Dolan, 2004). The

insular activation noted here may be a neural correlate of the autonomic changes associated
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with the subjective experience of sadness. With respect to the anterior temporal pole,
activation of this cortical area has been reported, in healthy adults, during normal
anticipatory anxiety (Chua, Krams, Toni, Passingham, & Dolan, 1999), script-generated
anger and anxiety and memory-driven sadness (Reiman et al., 1997). Anterior tempopolar
activation has also been measured in healthy children during the induction of sadness by
film excerpts (Levesque, et al., 2003). This paralimbic cortical region receives inputs from
unimodal and heteromodal sensory regions as well as limbic inputs. This structure has been
suggested to be part of a brain system that modulates visceral emotional responses to
emotionally evocative perceptual stimuli (Kondo, Saleem, & Price, 2005). In this context, it
i1s possible that the anterior temporopolar activations seen in this study reflected the

modulation of the visceral reactions to the sad film excerpts.

We did not genotype rs25531, which renders the L allele in La and Lg. This is the main
limitation of this study since the Lg allele is functionally equivalent to the S allele (Hu et
al., 2006; Wendland, Martin, Kruse, Lesch, & Murphy, 2006). Another limitation of this
study is the lack of positive emotional stimuli in the fMRI protocol. Given this, we cannot
conclude with certitude that the S-allele effect on brain activation to sad films has anything

to do with sadness at all, and not with general emotional content.

In summary, the results of this study demonstrate that during a sad state induced by film

excerpts, children carrying either one or two copies of the S allele, compared to children
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homozygous for the L allele, show increased activations in brain regions (putamen, caudate
nucleus, rostro-ventral ACC) known to be associated with normal sadness and major
depression. Given that the 5S-HTTLPR polymorphism has been associated with mood
disorders (Dannlowski, et al., 2007), it is plausible that the abnormal pattern of regional
brain activity detected here, in children carrying the S allele in response to the sad stimuli,

increases susceptibility to emotional dysregulation and depressive symptoms.
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.
Table caption
Group Region Brodmann area Coordinates Z-statistics Corrected P value
x y
L group L anterior temporal pole 38 36 11 29 4.23 0.001
R anterior temporal pole 38 51 5 21 3.89 0.003
S group R anterior temporal pole 38 48 18 36 383 0.003
L anterior temporal pole 38 48 3 15 3.60 0.008
Linsula 36 18 6 347 0.020
L caudate nucleus 12 8 347 0.012
L putamen 18 15 3.26 0.021
S group minus L R putamen 17 8 5 5.02 0.001
group L caudate nucleus 10 8 5 411 0.001
R caudate nucleus 14 17 2 3.64 0.006
L putamen 15 14 5 361 0.007
RACC 32 9 46 1 3.15 0.039

Table 1. Stereotaxic coordinates are derived from the human atlas of Talairach and

Tournoux (Talairach & Tournoux, 1988) and refer to medial-lateral position (x) relative to

midline (positive right), anterior—posterior position (y) relative to the anterior commissure

(positive_anterior), and superior—inferior position (z) relative to the commissural line

(positive_superior). Designation of Brodmann areas for cortical areas is also based on this

atlas. L, left; R, right : ACC: anterior cingulate cortex.
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Figure caption

S group > L group (Sad minus Neutral)

Figure 1. Images are sagittal sections of the greater regional activity in the S group vs. the L
group (sad minus neutral). Significant loci of activation were observed in (a) the right
putamen, (b) the left caudate nucleus, (c) the right caudate nucleus, (d) the left putamen and

(e) the right anterior cingulate cortex.
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Abstract

Background: CREBI has previously been implicated in mood disorders, suicide, and
antidepressant response. There is some evidence that the T allele in rs4675690, a single-
nucleotide polymorphism near the CREB1 gene, is involved in the modulation of neural
responses to negative stimuli. It is not known whether differential brain activity during

negative mood state appears early in life in T allele carriers.

Methods: Functional magnetic resonance imaging (fMRI) was used to measure brain
activity, during a transient state of sadness, in children homozygous for the T allele or the C
allele. This primary emotion was selected given that it is the prevailing mood in major
depressive disorder (MDD). Blood-oxygen-level dependent (BOLD) signal changes were
measured while subjects viewed blocks of neutral film excerpts and blocks of sad film

excerpts.

Results: There was significantly greater BOLD activation in the TT group, compared to the
CC group, in the right dorsal anterior cingulate cortex (Brodmann area [BA 24]), right
putamen, right caudate nucleus and left anterior temporal pole (BA 21), when the brain
activity associated with the viewing of the emotionally neutral film excerpts was subtracted

from that associated with the viewing of the sad film excerpts.
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Limitations: A replication study using larger samples may be required for more definitive
conclusions.

Conclusions: The different pattern of regional brain activation found here during transient
sadness - in children carrying the T allele, compared to those carrying the C allele - might

increase later in life susceptibility to emotional dysregulation and depressive symptoms.

Keywords: CREB1, rs4675690, sadness, children, brain, fMRI
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Introduction

The cyclic adenosine monophosphate (cAMP) response binding protein (CREB) plays a
key role in neuroplastic processes such as differentiation, growth and survival of neurons
(Shieh and Ghosh, 1999). Based on the hypothesis that cellular mechanisms involved in
synaptic plasticity contribute to the risk of major depressive disorder (MDD), it has been
proposed that CREB1, the gene encoding CREB, might influence the risk of developing

mood disorders (Manier et al., 2001, Zubenko et al., 2003).

Regarding this issue, chronic antidepressant treatment upregulates the cAMP signal
transduction cascade, which in turn enhances expression and function of CREBI, resulting
in neuronal sprouting and neurogenesis (Burcescu et al., 2005). In other respects, results of
postmortem brain studies have revealed reductions of CREB in the temporal cortex
(Dowlatshahi et a., 1998) and orbitofrontal cortex (Yamada et al 2003) of antidepressant-
free patients with MDD at the time of death compared to age-matched controls. In addition,
another post-mortem investigation has evidenced a reduction of CREB expression in the
prefrontal cortex and hippocampus of suicide subjects relative to nonpsychiatric controls

(Dwivedi, et al., 2003).

An association between the T allele in rs4675690 - a single-nucleotide polymorphism
near the CREBI gene - and greater effort at anger control has been reported in men with
MDD (Perlis et al., 2007a). Furthermore, a recent functional magnetic resonance imaging

(fMR]) study (Perlis et al., 2008) has shown that subjects homozygous for the T allele of
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14675690 displayed higher blood-oxygen-level dependent (BOLD) signal in the insula
(bilaterally) for angry and fearful faces compared to subjects carrying the C allele. This
finding suggests that the rs4675690 is implicated in the modulation of neural responses to

negative stimuli (Perlis et al., 2008).

It is not known whether differential brain activity during negative mood state appears
early in life in T allele carriers relative to C allele carriers. To address this question, we
used fMRI to measure brain activity, during a transient state of sadness, in children
homozygous for the T allele and children homozygous for the C allele. This primary
emotion was selected given that it is the prevailing mood in MDD. We predicted that the
sad state would be correlated with greater activation of brain regions mediating sadness in

the T allele carriers relative to the C allele carriers.

Method

Subjects

Within a prospective twin cohort study (Dubreuil et al., 2003, Ouellet-Morin et al., 2008),
438 children of Caucasian ancestry were scanned when they were 8 years and 4 months of
age. The study protocol was approved by the ethics review boards of Sainte-Justine
Hospital and Centre hospitalier de 1’Université de Montréal (CHUM) — Hopital Notre-
Dame. Written informed consent was obtained from all subjects and their parents. In this
cohort, 139 children were genotyped for rs4675690. Distribution of genotype at rs4675690

among children was 27 of 139 (19%) TT and 42 of 139 (30%) CC. Subjects with more than
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3mm (or 3°) movement in the scanner were excluded from this study. Since they were only
12 valid TT subjects, 12 subjects of CC subject were randomly selected. All subjects were

unrelated within groups and between groups.

Mental health evaluation

Subjects were assessed using the Dominic-R Interactive (Valla et al., 2000). This self-
answered, computerized, DSM-IV-based instrument designed to measure mental health in
children 6-11 years of age has been used in epidemiologic samples in clinical and research
settings (Rousseau, Drapeau, Lacroix, Bagilishya, & Heusch, 2005; Valla, Bergeron,
Berube, Gaudet, & St-Georges, 1994). The two groups scored below the clinical cut-off
scores on all mental disorders assessed with the Dominic-R (depression, separation anxiety,
generalized anxiety, specific phobias, attention-deficit hyperactivity disorder, conduct
problems, oppositional-defiant disorder). The depression scores were minimal and not
statistically different between groups (CC group: mean=5.17, SD=3.64, TT group:

mean=8.64 SD=5.07) (P=0.07).

Genotyping

The C 42647845 10 genotyping kit obtained from Applied Biosystems contained the two
flanking primers and the C- and T- specific probes labelled with VIC and FAM fluorescent
dyes, respectively. All PCR reaction were carried out using the TagManR Genotyping
Master Mix (ABI, Applied Biosystems) with 10 ng of genomic DNA in a final volume of

10 ul. The PCR reaction begins with an initial denaturation and activation at 95°C for 10
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minutes, followed by 40 cycles of 94°C for 15 seconds and 60°C for 1 minute. Genotyping
was performed using 7900HT Fast Real-Time PCR System (ABI, Applied Biosystems) and
analysis for the allelic discrimination was performed using SDS2.2.2 software, following

the instructions of the suppliers.

Experimental procedure

BOLD signal changes were measured while subjects viewed five blocks of neutral film
excerpts (Control condition) followed by five blocks of sad-film excerpts (Experimental
condition). The sad excerpts were extracted from the film The Champ (1979). Each block
lasted 39 s and was separated by 15-s resting periods. After scanning, subjects identified the
primary emotions they felt during the sad and neutral excerpts using a visual analog scale.
Subjects identified sadness as the primary emotion felt. They were asked to rate its degree

(sad, very sad, extremely sad, saddest ever).

FMRI acquisition

Echoplanar images (EPI) were acquired on a 1.5-Tesla system (Magnetom Vision, Siemens
Electric, Erlangen, Germany). Twenty-eight slices (5 mm thick) were acquired every 2.65s
in an inclined axial plane, aligned with the anterior commissure-posterior axis. These T2*-
weighted functional images were acquired using EPI pulse sequence (time repetition [TR]
= 0.8 ms, time-echo [TE] = 54ms, flip = 90°, field of view [FOV] = 215mm, matrix = 64 x
64, voxel size = 3.36 mm x 3,36mm x 5Smm). Following functional scanning, high

resolution data were acquired via Tl-weighted three dimensional volume acquisition
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obtained using a gradient echo pulse sequence (TR = 9.7 ms, TE=4 ms, flip = 12°, FOV =

250mm, matrix= 256 x 256, voxel size = 0.94 mm3).

Image analysis

Data were analyzed using Statistical Parametric Mapping software (SPMS5; Wellcome
Department of Cognitive Neurology, London, UK). Images for all subjects were realigned
to correct for artifacts and spatially normalized into an MRI stereotactic space (Montreal
Neurological Institute [MNI] template) using this masked mean image. Images were also
convolved in space with a three-dimensional isotropic gaussian kernel (12 mm full width

half maximum [FWHM]).

The time series of the images were convolved with the delayed box-car. Effects at each
and every voxel were estimated using the general linear model. Voxel values for the
contrasts of interest yielded a statistical parametric map of the ¢ statistic (SPM ¢),
subsequently transformed to the unit normal distribution, (SPM Z). A “fixed-effects model”
was implemented to contrast the brain activity associated with the viewing of the sad film
excerpts and that associated with the viewing of the emotionally neutral film excerpts (Sad
minus Neutral). Individual contrast images, were used as raw data for the implementation
of a “random-effects model” (Friston and Frackowiak, 1997) used for group analysis. A
two sample T-test was performed to compare brain activity measured in the two groups. An
a priori search strategy was used and a small volume correction was performed in the

following brain regions of interest (ROIs): anterior cingulate cortex (ACC) (Brodmann
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areas [BA] 24 and 32), medial prefrontal cortex (MPFC, BA 9 and 10), lateral orbitofrontal
cortex (LOFC) (BA 47), anterior temporal pole (ATP) (BA 21 and 38), insula, caudate
nucleus, putamen, and amygdala. Theses regions have been consistently activated in
previous neuroimaging studies of sadness. The search volumes corresponding to the ROIs
were defined by creating an inclusive mask using the MARINA program (Bender Institute
of Neuroimaging). For this a priori search, a corrected probability threshold for multiple
comparisons of P < 0.05 corrected was used. Only clusters showing a spatial extent of at

least 10 contiguous voxels were kept for image analysis.

Results

Self-report data

The viewing of the sad film excerpts induced a transient state of sadness in all subjects. The
mean level of reported sadness was not statistically different between groups (CC group:
mean=2.27, SD=1.27, TT group: mean=3.00, SD=1.05) (F=2.01, P=0.172). In addition, the
viewing of the sad film excerpts did not produce other significant change of the emotional
state than sadness, and the viewing of the neutral film excerpts did not generate any marked

alteration of the emotional state.

FMRI data
There was significantly greater BOLD activation in the TT group, compared to the CC
group, in the right dorsal ACC (BA 24), right putamen, right caudate nucleus and left ATP

(BA 21), when the brain activity associated with the viewing of the emotionally neutral
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film excerpts was subtracted from that associated with the viewing of the sad film excerpts
(Sad minus Neutral contrast). No brain region was more activated in the CC group

compared to the TT group.

[Insert Table 1 about here]

[Insert Figure 1 about here]

Discussion

This study sought to determine whether differential brain activity during negative mood
state appear early in life in T allele carriers compared to C allele carriers. To tackle this
issue, cerebral activity was measured during a transient state of sadness in children
homozygous for the T allele (TT group) and children homozygous for the C allele (CC
group). Subjects in the TT group, relative to those in the CC group, displayed greater
BOLD activation in the right dorsal ACC (BA 24), left ATP (BA 21), right putamen and
right caudate nucleus. These findings suggest that the rs4675690 polymorphism near the
CREBI gene produces early in life functional alterations affecting cerebral structures

known to be involved in sadness and MDD.

Using fMRI, Perlis and colleagues recently showed higher BOLD signal in the insula,
bilaterally, during the processing of angry and fearful faces (Perlis et al., 2008). These

researchers concluded that the CREBI is implicated in the modulation of the neural
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responses to unpleasant stimuli. The present results are consistent with this conclusion.
These results indicate that the CREB1 exerts a modulatory effect on neural activity in brain

regions involved in the processing of several kinds of emotionally negative stimuli.

An association between the T allele and greater effort at anger control has previously
been demonstrated in men suffering from MDD (Perlis et al., 2007a). Furthermore, there is
evidence that the T allele influences the risk for antidepressant treatment-emergent
suicidality in men with MDD (Perlis et al., 2007b). Given this, it is conceivable that the
different pattern of regional brain activation found here during transient sadness - in
children carrying the T allele, compared to those carrying the C allele - might increase later

in life susceptibility to emotional dysregulation and depressive symptoms.

The dorsal subdivision of the ACC has been implicated in the appraisal and expression of
negative emotions in previous functional neuroimaging studies (Etkin et al., 2011). The
greater dorsal anterior cingulate activation noted here might have reflected a stronger neural

effect of the sad film excerpts in the TT group relative to the CC group.

Activation of the ATP has been reported in healthy children during the induction of a sad
state (Lévesque et al., 2003). This paralimbic cortical region receives inputs from unimodal
and heteromodal sensory areas as well as limbic inputs. The ATP appears to be part of a
brain system involved in visceral responses to emotionally evocative perceptual stimuli

(Kondo et al., 2005). In this context, it is plausible that the higher ATP BOLD activation
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measured in TT subjects, compared to CC subjects, was related to more intense visceral

reactions during the transient state of sadness.

Both the putamen and the caudate nucleus show abnormal activation in individuals with
MDD during the viewing of sad faces ( Garrett and Maddock, 2001; Surguladze et al.,
2005). It has been hypothesized that the caudate nucleus is implicated in the linkage
between visceromotor and somatomotor activity in the context of emotional arousal (Lane
et al., 2009). In regard to the putamen, there is evidence that this region of the dorsal
striatum is involved the processing of negative stimuli and negative facial expressions
(Phillips et al., 2003). The greater loci of activation in the putamen and caudate nucleus
support the view that sad stimuli induce abnormally elevated responses in TT allele
carriers, relative to CC allele carriers, in cerebral structures playing a role in normal and

pathological sadness.
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Tables and figures

mean {50 P-value
fa T
Characteristic
Age (years) B.42(0.08) 8.43(0.10} 0.50
Tendency towards
Separation anxiety 2.71(2.02) 3.00(2.10) 0.99
Generalized anxiety 5.14(3.63) E£.54(3.33) 0.44
Depression/dysthymia 5.00{3.80) 8.00(4.71) 0.8
Opposition/ provaocation 2.50(2.68) 3.30(2.72) 0.62
Conduct disorder 1.36{2.73) 1.92(3.80) 0.B3
Inattention, hyperactivity/impulsivity 4.71{3.34) 7.38(04.27) 0.73
Inattention 2.7101.94) 3.46(2.73) 0.34
Hyperacticity 1.29(1.38) 3.08(1.66) 0.49
Impulsivity 0.71{0.95) 0.85(0.99) 0.73
Specific phobia 1.79(1.53) 2.31(2.59) 0.23
Male rf%) 5(42) 4{33)

69

Table 1. Mental health evaluation assessed with the Dominic-R. A mean comparison

analyses was conducted in SPSS 14.0.
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Signiﬁcant loci of activation during sadness (S ad minus Neutral contrast)

Group: Region Brodmann Spatial Coordinates Z-statistic Uncorrected
area extent P value
X y z
TT
RACC 24/32 59 3 37 17 2.27 0.012
LACC 24/32 76 -2 43 18 2.31 0.010
L Amygdala 13 -26 -9 -14 1.82 0.035
R ATP 21/38 92 48 5 -24 3.46 0.000
L ATP 21/38 171 -44 8 -34 4.08 0.000
R Insula 17 32 11 -13 1.90 0.026
L Insula 76 36 -12 -9 3.16 0.001
R MPFC 9/10 321 1 52 24 291 0.002
LMPFC 9/10 289 2 52 24 2.98 0.001
R LOFC 47 20 40 26 -4 2.58 0.005
LLOFC 47 126 -44 23 -4 2.96 0.002
R Putamen 96 19 3 8 2.55 0.005
L Putamen 38 -18 5 5 2.36 0.009
CcC
L Insula 15 -28 25 1 2.11 0.017
L LOFC 47 11 31 29 -2 1.81 0.035

Table 2. Stereotaxic coordinates are derived from the human atlas of Talairach and
Tournoux [35] and refer to medial-lateral position (x) relative to midline (positive right),
anterior—posterior position (y) relative to the anterior commissure (positive anterior), and
superior—inferior position (z) relative to the commissural line (positive superior).

Designation of Brodmann areas for cortical areas is also based on this atlas. L, left; R,



72

right : ATP: anterior temporal pole (BA 21/38), LOFC: lateral orbitofrantal cortex (BA 47),

ACC: anterior cingulated cortex (BA 24/32), MPFC: medial prefontral cortex (BA 9/10).

Between-group comparisons (Sad minus Neutral contrast)

Groups Region Brodmann Spatial Coordinates Z-statistic Corrected
area extent P value
X ¥y Z
TT mn CC
R Putamen 217 22 -6 -1 2.67 0.028
L ATP 21 127 -44 3 -29 3.01 0.023

RACC 24/32 209 1 29 17 3.08 0.049

R Caudate 135 19 11 14 2.7 0.046

Table 3. Stereotaxic coordinates are derived from the human atlas of Talairach and
Tournoux [35] and refer to medial-lateral position (x) relative to midline (positive right),
anterior—posterior position (y) relative to the anterior commissure (positive anterior), and
superior—inferior position (z) relative to the commissural line (positive superior).
Designation of Brodmann areas for cortical areas is also based on this atlas. L, left; R,

right : ATP: anterior temporal pole (BA21), ACC: anterior cingulated cortex (BA 24/32).
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Comparison between groups (Sad minus Neutral contrast)
TTvsCC

Figure 2. Images are coronal sections of the greater regional activity in the TT group vs. the
CC group (sad minus neutral). Significant loci of activation were observed in (a) the right
anterior cingulated cortex (BA 24/32), (b) the left anterior temporal pole (BA 21), (c) the
right putamen, (d) the right caudate.
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Discussion génerale

1. Apercu des résultats obtenus

2. Mise en perspective des résultats

3. Importance des résultats

4. Avenues futures
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1. Apercu des résultats obtenus

Le but général des deux études proposées est d’accroitre la compréhension de 1’étiologie et
de la pathophysiologie du TDM en étudiant comment deux polymorphismes génétiques
sont associés a l’activation des corrélats neuronaux de la tristesse durant 1’enfance.
Globalement, ces études visent a déterminer si les variations génétiques causant une
susceptibilité aux troubles de I’humeur sont associées a des patrons d’activation cérébraux

différents chez les enfants, tel qu’il 1I’a été observé chez les adultes.

Notre premiére étude montre que la tristesse transitoire est associée un patron d’activation
des régions cérébrales différent chez les enfants porteurs de 1’allele court (S)
comparativement aux enfants homozygotes pour 1’all¢le long (L) du S-HTTLPR. En effet,
nos résultats démontrent une augmentation de I’activation du putamen bilatéralement, du
noyau caudé bilatéralement et de I’ACC droit chez les enfants porteurs de [’allele S
comparativement aux enfants homozygotes pour ’allele L. Les tailles de I’effet du lien
entre les alleles et activations des régions indiquent que ’alleéle S a un impact modéré sur
les corrélats neuronaux de la tristesse durant I’enfance. Ces régions ont précédemment été
associées a la tristesse normale et pathologique. Les résultats suggerent donc que 1’allele S
est associé a une altération fonctionnelle affectant des régions cérébrales impliquées dans
les aspects expérientiel et physiologique des émotions, et plus particulicrement de la
tristesse. Par ailleurs, une activation élevée dans ces régions est aussi remarquée chez des

sujets dépressifs adultes lors de la présentation de stimuli tristes (Beauregard et al., 1998;
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Garrett & Maddock, 2001; Surguladze et al., 2005). Par conséquent, le patron d’activation

associ¢ a I’allele S se rapproche du patron d’activations noté dans le TDM.

Notre deuxieme étude montre que le rs4675690, un polymorphisme situé¢ prés du gene
CREBI, influence les corrélats neuronaux associés a la tristesse transitoire dans I’enfance.
Les enfants homozygotes pour 1’allele T démontrent une plus grande activation cérébrale
dans le putamen droit, le noyau caudé droit, I’ACC droit et le PTA gauche lors de
I’expérience subjective de la tristesse comparativement aux enfants homozygotes pour
I’allele C. L’allele T est donc associé a un patron d’activations cérébrales altéré dans des
régions reconnues comme étant impliquées dans les émotions. Ces régions sont associées a
la tristesse normale et pathologique. Notamment, une activation élevée du putamen, du
noyau caudé et de I’ACC a été observée chez des adultes souffrant d’'un TDM lors de la
présentation de stimuli émotionnels (Beauregard, et al., 1998; Garrett & Maddock, 2001;
Surguladze, et al., 2005). Les tailles d’effet des diverses régions activées dans la
comparaison intergroupe indiquent que la présence de deux alléles T a un impact modéré
sur les corrélats neuronaux de la tristesse durant I’enfance. Ces résultats suggerent que le
polymorphisme rs4675690 produit des modifications fonctionnelles a un jeune age. Ces
modifications affectent des structures cérébrales impliquées dans les composantes

subjective, cognitive et physiologique de la tristesse et du TDM.
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2. Mise en perspective des résultats

Le 5-HTTLPR serait relié a un niveau anormalement élevé d’anxiété (Du, Bakish, &
Hrdina, 2000; Lesch et al., 1996; Mazzanti et al., 1998), une perturbation de 1’humeur
(Caspi et al., 2003; Malison et al., 1998) et a la sévérité de la dépression, de I’anxiété et de
troubles psychiatriques variés (Eggers et al., 2003; Heinz et al., 2002; Willeit et al., 2000).
Les individus porteurs d’au moins une copie de 1’alléle S présentent une capacité réduite a
gérer le stress et une plus grande susceptibilit¢ a la dépression dans un contexte
d’éveénements de vie stressants (Caspi, Hariri, Holmes, Uher, & Moffitt, 2010; Caspi, et al.,
2003). Ces observations ne sont pas surprenantes lorsque mises dans le contexte des
résultats obtenus dans I’Etude 1. Ces résultats démontrent un patron d’activation altéré dans

des régions qui régulent les réactions émotionnelles.

Le role du polymorphisme 5-HTTLPR est primordial dans la compréhension du
debalancement chimique associ¢ au TDM et dans le mécanisme d’action des agents

pharmacologiques.

La force de I’activité de la 5-HT au niveau des récepteurs est inversement proportionnelle
au nombre de ses molécules présentes dans I’espace synaptique. Les inhibiteurs sélectifs de
la recapture de la 5-HT (ISRS) bloquent la recapture de la 5-HT - a travers ’action des
transporteurs de la 5-HT - et stimulent de fagon globale la fonction sérotoninergique. La
disponibilité et le potentiel de signalisation de la 5-HT relachée serait régulés seulement a

travers 1’action du transporteur de la 5-HT (Sibille & Lewis, 2006). Le 5-HTTLPR est donc
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un candidat pertinent pour expliquer les variations dans la réponse aux antidépresseurs. En
effet, Murphy et colleégues ont observé que les porteurs de ’alléle S ont une réponse plus

pauvre aux ISRS (Murphy, Hollander, Rodrigues, Kremer, & Schatzberg, 2004).

Chez le rat, le niveau de transporteur de la 5-HT est a son plus ¢élevé au début de la période
périnatale et se stabilise a un niveau moins élevé dans le cerveau adulte (Galineau, Kodas,
Guilloteau, Vilar, & Chalon, 2004). La 5-HT semble jouer un rdle critique dans le
développement du circuit émotionnel dans le cerveau. Méme une altération temporaire de
I’homéostasie de la 5-HT durant le développement précoce semble modifier les connexions
neuronales impliquées dans les troubles de I’humeur et causer une augmentation des
comportements reliés a 1’anxiété¢ durant 1’adge adulte (Ansorge, Zhou, Lira, Hen, &

Gingrich, 2004; Gaspar, Cases, & Maroteaux, 2003; Gross & Hen, 2004).

I1 est étonnant que les anomalies observées dans les corrélats neuronaux de la tristesse chez
les porteurs de I’allele S soient associées a une réduction génétique ancrée du
fonctionnement du 5-HTT car, paradoxalement, dans un organisme mature ’effet des
antidépresseurs ISRS serait aussi généré par une réduction de la fonction du 5-HTT. Ces
agents pharmacologiques étant responsables de la diminution de symptomes anxieux et
dépressifs, il est surprenant que dans le cas du 5S-HTTLPR, une réduction de la fonction 5-
HTT soit associée a un risque plus élevé de trouble de I’humeur (Ansorge, et al., 2004).
Etant donné que la 5-HT agit comme agent tropique modulatoire des processus

développementaux tels que la division neuronale, la différenciation, la migration et la
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synaptogénese (Gaspar, et al., 2003), Gingrich et collégues ont émis I’hypothése que les
effets divergents de la pharmacologie adulte et I’inhibition génétique de la fonction du 5-
HTT pourrait s’expliquer par des changements apparaissant durant la maturation du
cerveau a un tres jeune age (Gingrich, Ansorge, Merker, Weisstaub, & Zhou, 2003). En
inhibant temporairement le 5-HTT chez des souris tot durant le développement, ces
chercheurs ont montré que les souris affectées démontraient plus d’anomalies en termes de
comportements émotionnels (Gingrich, et al., 2003). L’effet observé imitait le phénotype
béhavioral de souris génétiquement déficientes en expression 5-HTT. Ces données
démontrent 1’effet critique de la 5-HT dans la maturation des systémes cérébraux qui
module le fonctionnement émotionnel. Dans cette perspective, 1I’impact du 5-HTTLPR
serait probablement plus important dans notre échantillon que dans la population adulte.
Ceci expliquerait pourquoi plusieurs régions limbiques semblent affectées et pourquoi les

tailles d’effet sont habituellement plus importantes dans les études chez les enfants.

Les résultats de I’Etude 1 supportent I’hypothése proposée par Sibille et collégues (Sibille
& Lewis, 2006) selon laquelle la susceptibilit¢ au TDM a I’age 1’adulte est la résultante
d’une fonction sérotoninergique altérée qui serait causée par un niveau du 5-HTT réduit
chez les porteurs de l’allele S durant un moment critique du développement. Cette
altération interférerait avec la maturation normale de certains circuits neuronaux. Des
circuits neuronaux altérés auraient un effet médiateur sur la vulnérabilité au TDM a 1’age
adulte. Comme les porteurs de 1’allele S démontrent déja des corrélats neuronaux de la

tristesse différents a I’age de 8 ans, il est possible que ces corrélats atypiques traduisent une
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maturation anormale des régions préfrontales et limbiques impliquées dans la tristesse
normale et le TDM. II se peut aussi que le rs4675690 influence le développement de ces

régions avant 1’age de 8 ans.

Le CREB aurait aussi un rdle dans 1’étiologie et la pharmacothérapie du TDM (pour revue,
voir (Blendy, 2006; Sulser, 2002). Le CREB joue un rdle central dans la transcription du
signal intracellulaire. Un niveau de CREB ¢levé chez les rongeurs a ¢été associé¢ a des
comportements reliés aux antidépresseurs, et des études chez les rongeurs et les humains
ont montré que le niveau du CREB est augmenté durant un traitement chronique par
antidépresseurs (Blendy, 2006). Des changements dans la fonction CREB ont été associés a
la pathophysiologie du TDM (Yamada, Yamamoto, Ozawa, Riederer, & Saito, 2003), le
mécanisme de traitement des antidépresseurs (Dowlatshahi, MacQueen, Wang, & Young,
1998) et les comportements suicidaires (Dwivedi et al., 2003). De plus, une étude post-
mortem récente a rapporté que les niveaux de CREB sont réduits dans le cortex de patients
dépressifs, mais augmentés dans le cortex d’individus dépressifs traités aux antidépresseurs

au moment du décés (Dowlatshahi, et al., 1998).

Il est largement accepté que des débalancements neurochimiques sous-tendent la
pathophysiologie des troubles de I’humeur. Cependant, des études récentes démontrent des
altérations structurelles se produisant en réaction au stress chez les individus souffrant du
TDM (Duman, Heninger, & Nestler, 1997; Duman, Malberg, Nakagawa, & D'Sa, 2000;

Manji, Moore, & Chen, 2000). En particulier, un stress prolongé aurait un impact sur le
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nombre et la longueur des connexions dendritiques (Reagan & McEwen, 1997; Woolley,
Gould, & McEwen, 1990). Une hypothése neurotrophique a été¢ formulée en rapport avec la
pathophysiologie des troubles de I’humeur. Selon cette hypothése, le TDM résulterait d’une

dysfonction de la plasticité neuronale (Duman, 2002a).

Il est a noter que CREB est impliqué dans cette forme de plasticit¢ (Weeber & Sweatt,
2002). Cette protéine joue probablement le role d’intégrateur central du signalement pour
un certain nombre de stimuli extracellulaires qui influencent la plasticit¢é neuronale
(Duman, 2002b). Une altération de la fonction CREB pourrait affecter négativement la
plasticité adaptative qui est nécessaire pour répondre aux stress et autres stimuli extérieurs
(Duman, 2002b). Le mécanisme d’action précis du rs4675690 étant toujours inconnu, il est
difficile de déterminer son rdle exact dans la cascade d’action du CREB. Quoi qu’il en soit,
il est concevable que les modifications au niveau des activations cérébrales observées dans

I’Etude 2 puissent s’expliquer par un impact du rs4675690 sur la plasticité neuronale.

En 2003, Caspi et ses collegues ont utilis¢é une étude longitudinale prospective afin
d’examiner la relation entre le 5-HTTLPR, le stress et la dépression. Ils ont trouvé une
interaction significative entre le S-HTTLPR et les évenements de vie stressants dans le
développement de la dépression. IIs ont aussi démontré une interaction avec la maltraitance
durant ’enfance. Comme plusieurs études n’avaient pas réussi a démontrer un impact direct
du 5-HTTLPR sur le développement d’un trouble de I’humeur, la communauté scientifique

a vu un grand potentiel dans I’interaction géne X environnement (Holden, 2003). Les
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résultats de deux récentes métaanalyses ne permettent pas de supporter 1’hypothése d’une
telle interaction (Munafo, Durrant, Lewis, & Flint, 2009; Risch et al., 2009). Cependant
plusieurs auteurs ont critiqué la méthodologie de ces études, notamment due au fait que
toutes les études n’ont pas ét€¢ incluses (5 a 14 études sur un total de 55) et a une
surreprésentation des réplications négatives (Karg, Burmeister, Shedden, & Sen, 2011).
Une métaanalyse récente a cependant réussi a démontrer que le 5S-HTTLPR a un effet
modérateur dans la relation entre le stress et la dépression avec ’alléle S associé a une
augmentation de la sensibilité au stress (Karg, et al., 2011). Les résultats des études décrites
dans ce projet pourraient expliquer le mécanisme neuronal par lequel cette interaction ce
produit. Les enfants avec un patron d’activation cérébrale altéré pourraient avoir plus de
difficulté a gérer le stress vécu dii a une altération des circuits neuronaux induite par les

polymorphismes génétiques étudiés et donc ainsi étre plus vulnérable au TDM.

Rutter et collégues ont suggéré qu’une quantité d’adversité environnementale durant le
développement est nécessaire pour que 1’individu apprennent a gérer les stresseurs et défi
de la vie de tous les jours (Rutter, Kim-Cohen, & Maughan, 2006; Rutter, Moffitt, & Caspi,
2006). Cependant, certaines expériences dépassent la gamme des stresseurs
environnementaux normaux et le fait de continuellement rencontré ces expériences, a long
terme compromet I’habileté d’un individu a répondre aux événements environnementaux de
fagon adaptée. Il est probable que le génotype d’un individu influence le canevas de

comment un individu réagit au stress et détermine sa résilience aux stresseurs chroniques.
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Etre victime d’abus & ’enfance est un facteur de risque significatif pour la dépression a
travers la vie entiere (Charney & Manji, 2004; Heim et al., 2000). Cependant, tous les
enfants abusés ne développent pas une dépression au cours de leur vie . La littérature
scientifique suggere que la probabilité de développer une dépression suite a un abus serait
influencée par des variations génétiques telles que le 5-HTTLPR (Caspi, et al., 2003;
Kaufman et al., 2004). Quatre études indépendantes ont démontré une association entre le
polymorphisme 5-HTTLPR et un risque de TDM chez des individus ayant été¢ maltraités a
I’enfance ou qui ont récemment subi un éveénement de vie stressant; chez les enfants
(Kaufman, et al., 2004), chez les adolescents (Eley et al., 2004) et chez les jeunes adultes
(Cascinu et al., 2003; Kendler, Kuhn, Vittum, Prescott, & Riley, 2005). Les résultats de
I’article appuient 1’association entre le TDM et le 5S-HTTLPR en offrant une compréhension

du mécanisme biologique sous-tendant 1’effet médiateur de I’adversité environnementale.

Les deux études faisant partie de cette thése démontrent la pertinence de conduire des
¢tudes d’imagerie génétique qui évaluent ’impact de polymorphismes spécifiques sur les
maladies mentales complexes telles que le TDM. Ces ¢études montrent que des
polymorphismes distincts comme le 5S-HTTLPR et le rs4675690 — dont les effets sont
sous-tendus par des mécanismes biologiques totalement différents - peuvent avoir un
impact assez comparable sur la variabilité interindividuelle des activations cérébrales

associées a la tristesse, et donc €tre des facteurs de susceptibilité du TDM.
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3. Importance des résultats

Le TDM, qui fait partie des quatre grandes causes de handicap et de fardeau médical a
travers le monde, est associé a des conditions médicales sérieuses et a la mortalité durant
toutes les phases de la vie (Nemeroff & Owens, 2002; Wong & Licinio, 2001). Les résultats
de nos deux études démontrent I’importance d’étudier 1I’impact des polymorphismes

génétiques durant I’enfance.

Un des apports principaux de cette thése est la démonstration d’un impact génétique sur les
corrélats neuronaux de la tristesse durant ’enfance. Jusqu’a présent, nous ignorions si la
nature atypique des corrélats neuronaux associés a la tristesse se manifestait avant ou suite
a l’apparition des symptomes dépressifs. Nos résultats suggerent que ce phénomene
apparait durant la jeune enfance. Ces résultats supportent la notion d’un impact précoce des
polymorphismes 5-HTTLPR et rs4675690 sur les régions cérébrales impliquées dans la

tristesse et le TDM.

4. Avenues futures

Des études récentes ont montré que le 5-HTTLPR contenait non pas deux mais trois alléles
(s, La et Lg) (Hu et al., 2006) et que d’un point de vue biologique, 1’allele Lg agissait de
fagon similaire a 1’alléle S (Praschak-Rieder et al., 2007). A ce sujet, Ehli et collégues
(Ehli, Hu, Lengyel-Nelson, Hudziak, & Davies, 2011) ont démontré que le polymorphisme
du 5-HTTLPR posséde plus de variations que ce qui était précédemment décrit dans la

littérature. Ehli et collégues ont trouvé trois nouvelles variations dont une plus courte que
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I’allele S (XS11) et deux plus longues que ’alleéle L (XL17 et XL 18). L’impact fonctionnel
de ces alleles sur le comportement et 1’activité cérébrale demeure pour le moment inconnu.

Ces questions feront sans doute 1’objet d’études au cours des années a venir.

Une autre approche pouvant éclairer I’impact de la génétique sur la susceptibilité au TDM
est ’étude d’interactions génétiques impliquant I’effet combiné de plusieurs genes associés
a ce trouble (Holmans et al., 2004; Kendler & Karkowski-Shuman, 1997). Utilisant une
telle approche, Kaufman et collegues (Kaufman et al., 2006) ont conduit une étude dans
laquelle ils ont étudié I’interaction du 5S-HTTLPR et du géne BDNF (un gene associé a la
dépression précoce) (Strauss et al., 2004). Ils ont trouvé qu’une interaction triple
significative de ces deux genes avec la maltraitance a I’enfance pouvait prédire le TDM.
Les enfants avec 1’allele Met du BDNF et deux copies de I’alléle S avaient les scores les
plus élevés de dépression. Il serait donc intéressant d’étudier 1’effet des interactions entre
différents polymorphismes impliqués dans le TDM sur les corrélats neuronaux de la
tristesse. Etant donné que le rs4675690 et le S-HTTLPR ont des tailles d’effets modérées
sur les différences au niveau des corrélats neuronaux de la tristesse, il est probable que les
individus possédant les deux variations génétiques aient un patron d’activation encore plus

fortement altéré en réponse a des stimuli tristes.



Conclusion

Cette thése visait a étudier, a ’aide d’un protocole d’imagerie génétique, I’impact de deux
polymorphismes génétiques impliqués dans le trouble dépressif majeur (5-HTTLPR et
rs4675690) sur les corrélats neuronaux de la tristesse durant I’enfance. Les résultats
démontrent que ces deux polymorphismes sont associés, dés I’enfance, a une altération des
activations cérébrales corrélées a I’expérience subjective de la tristesse. Ces résultats
indiquent que les enfants porteurs des alleles associés a un plus grand risque de développer
un TDM (all¢le court du 5S-HTTLPR, all¢le T du rs4675690) ont des activations cérébrales

atypiques dans les régions du cerveau sous-tendant la tristesse normale et pathologique.
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