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Liste des abréviations

ApoE: Apolipoprotéine E

AREDS: Age-related eye disease study
ASC: Apoptosis-associated speck-like protein containing CARD
ATP: Adenosine-5’-triphosphates

BBG: Brilliant blue G

BHR: Barriere hémato-rétinienne

CB: Cellules Bipolaires

CCG: Couche des cellules ganglionnaires
CEP: Carboxyethylpyrrole

CFH: Complement factor H
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CM: cellules microgliales

CMH: Complexe majeur d’histocompatibilité
CMP: Granulocyte-monocyte progenitor
CNE: Couche nucléaire externe

CNI: Couche nucléaire interne

CPE: Couche plexiforme externe

CPI: Couche plexiforme interne

DMLA: Dégénérescence maculaire liée a I'age
EPR: Epithélium pigmentaire rétinien

GA: Geographic Atrophy

GMP: Granulocyte-monocyte progenitor
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IL-1a: Interleukin-1a

IL-1p3: Interleukin-13

IL-1Ra: Interleukin-1 receptor antogonist
IL-1RACP: Interleukin-1 receptor accessory protein
IL-1R1: Interleukin-1 receptor 1

IL-1R2: Interleukin-1 receptor 2

IL-6: Interleukin-6

LPS: Lipopolysaccharides
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MB: Membrane de Bruch



MDP: Monocyte-dendritic-cell progenitor
MLA: Maculopathie liée a I'age

Mo: Monocytes

Mp: Macrophage

NF-kB: Nuclear factor- kB

NO: Nerf optique

PAMP: Pathogen associated molecular patterns
PDE: Phosphodiestérase
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TGFB: Transforming growth factor 8
TIR: Toll IL-1 receptor
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TNFa: Tumor necrosis factor a
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VEGF: Vascular endothelial growth factor



INTRODUCTION



I- Anatomie et fonction de I'ceil

L'ceil est I'organe sensoriel spécialisé dans la détection, la localisation et I la

lumiére. De par son origine embryonnaire (organe dérivant du tube neural), I ie du
systéme nerveux central (SNC) (Purves, 2001). Il permet aux étres ants de traiter
l'information lumineuse en signal électrique qui est ensuite transmis vers |

I‘ i'terleubet un segment

L'ceil est divisé morphologiquement en deux parties: un segme

postérieur. Dans cette partie, I'ceil sera décrit suivant I'axe ante

Points aveugle

Nerf Optigue

ant de I'eeil, comprenant tous les tissus situés entre la cornée et la

face postérie (Figure.1).
La cornée e iere structure traversée par la lumiére et constitue la barriere entre
l'envir ent rieur et intérieur de I'ceil. Par ailleurs, elle participe au maintien du globe

ocu otection des tissus contenus dans I'ceil. La cornée est une lame de tissu
conjonc , transparente, avasculaire et fortement innervée (riche en fibres nerveuses

nociceptives) (Zander and Weddell, 1951).



En dehors de son rble protecteur, elle joue également un réle majeur dans la réfraction de
I'ceil, participant ainsi pour 70 % au pouvoir réfractif oculaire.

La chambre antérieure qui est située entre la cornée et liris est infiltré par un liquide
transparent, I'humeur aqueuse. Ce liquide est composé essentiellement a plus de 99%
d’eau, de vitamine C, d’acide lactique, de glucose et d’une faible concentration en protéines
(De Berardinis et al., 1965). Le role premier de I'humeur aqueuse est d’apporter les
nutriments nécessaires a la cornée et au cristallin. Elle permet aussi de maintenir la forme de
I'ceil ainsi que de maintenir la pression intraoculaire par un renouvellement constant de
'humeur aqueuse grace aux proceés ciliaires. Cependant, un défaut de sa réabsorption au
niveau du canal de Schlemm peut entrainer une augmentation de la pression intraoculaire
pouvant conduire a un glaucome (McLaren, 2009).

Ensuite vient I'iris qui est une membrane circulaire et contractile, qui se trouve dans I'humeur
aqueuse entre la cornée et le cristallin. Il s’agit d’'une structure pigmentée conférant a I'eeil sa
couleur. Ce dernier est perforé en son centre, formant la pupille. La contraction ou la
dilatation de I'iris permet de contréler le degré d'illumination de la rétine par I'intermédiaire de
deux muscles antagonistes: le sphincter et le dilatateur.

Le cristallin est une capsule mince et élastique qui est responsable de la projection fine de
'image sur la rétine. Il joue le réle d’'une lentille biconvexe dont le but est de focaliser les
rayons lumineux sur la rétine. Il est composé de fibres cellulaires riches en cristallines.
L’opacification du cristallin conduit & une cataracte qui constitue la premiere cause de cécité

dans le monde (Javitt et al., 1996).

1-2 Le segment postérieur

Il est délimité en avant par la capsule postérieure du cristallin et en arriére par la sclére. Le
vitré (ou humeur vitré), qui occupe 90 % du volume de I'ceil humain, est un gel transparent,
visqueux composé a 98 % d'eau, d'acide hyaluronique, de collagénes, de
glycosaminoglycanes et d’acides aminés (Durham, 1970). Ce gel est contenu dans une
enveloppe transparente, la membrane hyaloide. Par ailleurs, le vitré se fixe au niveau du
cristallin et de la rétine ce qui permet de maintenir la forme de I'ceil en absorbant les chocs et
de garder la rétine collée contre la paroi postérieure de I'ceil.

La rétine est formée de la rétine neurale (siege de la phototransduction) et de I'épithélium
pigmentaire rétinien (EPR) (cette partie sera détaillée ci-dessous).

La membrane de Bruch (MB) est une couche acellulaire située entre 'EPR et la
choriocapillaire, qui est constitué d’'une couche centrale d’élastine bordée de chaque coté
par une zone riche en collagéne. Cette membrane est le lieu d’échanges métaboliques trés

importants depuis la choroide qui est la couche collée a la MB dans sa partie externe, et qui



est une source de nutriments et d’'oxygéne vers la rétine externe et I'épithélium pigmentaire
qui ont une activité métabolique intense.

Et enfin, la sclere, la plus externe, est la membrane conjonctive qui protege I'ceil et qui
permet le maintien de la forme oculaire. Le nerf optique regroupe la totalité des axones des
cellules ganglionnaires de I'ceil vers le tectum puis vers cortex visuel. La papille aussi
appelée tache aveugle est la région d'émergence du nerf optique dans la rétine. Elle est

dépourvue de photorécepteurs et ne peut donc capter aucun stimulus lumineux.

Astrocyte

Membrane limitante
interne

Cellule

CCG ganglionnaire
CPI Cellule amacrine
déplacée
Cellule bipolaire
Cellule de Miiller
CNI Cellule amacrine
Cellule horizontale
CPE
Membrane limitante
/ externe
CNE /
.. Cone
Batonnets
EPR

Figure 2: Anatomie de la rétine.

Coupe histologique d’une rétine humaine et schéma représentant les cellules de la rétine.
CCG: Couche des cellules ganglionnaires; CPI: Couche plexiforme interne; CNI: Couche
nucléaire interne; CPE: Couche plexiforme externe; CNE: Couche nucléaire externe; EPR:
épithélium pigmentaire rétinien.

(d'apres Junqueir’s basic histology altlas; Gray’s anatomy)

1-2-1 La rétine neurale

La rétine neurale est composée a 95 % de cellules neurales et gliales et a 5 % de vaisseaux
(Figure. 2). Elle tapisse la partie interne de I'ceil et est fixée au niveau de I'ora serrata (partie
postérieure des corps ciliaires) et au niveau du nerf optique. La lumiére qui pénétre dans
I'ceil traverse toute la couche de la rétine interne avant d’atteindre la couche nucléaire
externe (CNE) (la partie la plus externe de la rétine neurale) qui est le siege de la

phototransduction.



Les photorécepteurs (PR) dont il en existe deux types: les cbnes et les batonnets,
constituent la CNE. lls sont responsables de la transduction du stimulus lumineux en un
signal nerveux. L'information électrique est ensuite transmise aux cellules bipolaires (CB). La
transmission de cet influx a travers la rétine est modulée par les cellules horizontales et les
cellules amacrines. Les noyaux des cellules bipolaires, horizontales et amacrines participent
a la couche nucléaire interne (CNI). Et enfin I'information est transmise a la couche des
cellules ganglionnaires (CCG), dont les axones se regroupent pour former le nerf optique
(NO).

Entre ces couches cellulaires, se trouvent deux couches acellulaires, la couche plexiforme
externe (CPE) et la couche plexiforme interne (CPI). Elles contiennent les capillaires
sanguins irrigant la rétine interne. La CPE se trouve entre la CNE et la CNI qui est composée
des synapses et fibres que les CB forment avec les cellules horizontales (CH) et les PR. La
CPI est située entre la CCG et la CNI qui est composée de toutes les synapses et fibres que

les CB forment avec les cellules amacrines et les cellules ganglionnaires.

Bien que ces deux types de PR se distinguent par la forme de leurs segments externes (SE)
(conigue pour les cénes et cylindrique pour les batonnets), ils ont néanmoins une structure
similaire (Figure. 3).

Batonnets Cone
E >Disques
Segment ) |~ j— Cytoplasme N
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t
Membrane *S:x?::::
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N !
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\
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Terminai: Vésicules Terminaison
synaptique synaptique synaptique
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Figure 3: Structure de PR a cones et a batonnets.
Schéma de PR (a4 gauche) et image confocale des PR (& droite).
(Purves, 2004 et Helga kolb photoreceptors)



lls possedent tous les deux une partie distale, le SE, adjacent a I'épithélium pigmentaire et
qui contient toute la machinerie de phototransduction et des photopigments qui absorbent la
lumiére et générent des modifications de potentiel de membrane des PR. Ce segment est
continuellement renouvelé grace a un équilibre entre la phagocytose (par 'EPR) et la
croissance (au niveau du cil connecteur). Ce cil connecteur relie le SE au segment interne
(SI). Dans le SlI, on retrouve les organites (mitochondries qui sont indispensables a la
production d’énergie par la synthése d’adénosine triphosphates (ATP), I'appareil de golgi et
le réticulum endoplasmique). Les noyaux des PR conférent son épaisseur a la CNE et
I'extrémité interne des PR donne naissance aux prolongements synaptiques qui s’articulent

avec les CB ou les CH.

L’homme posséde 120 millions de batonnets (Shichi, 1999) qui sont sensibles aux basses
intensités lumineuses. Les batonnets présentent un long SE cylindrique avec de nombreux
disques (empilement de 700 a 1100 disques) enchéassés dans le cytoplasme de la cellule,
les rendant sensibles a la lumiéere (Figure. 3). lls sont responsables de la vision nocturne,

périphérique et des formes (vision scotopique).

Les cbnes représentent 5 & 10% (environ 6,5 millions) (Shichi, 1999) des cellules
photoréceptrices. Dans le cas des cbnes, les disques des cbnes sont formés par le
repliement de la membrane plasmique et ont un SE plus court que les batonnets (Figure. 3).

lls sont responsables de la vision diurne et de la vision des couleurs (vision photopique).

La phototransduction est I'ensemble des réactions aboutissant a la transformation du signal
lumineux en signal électrique par les PR grace aux photopigments contenus dans les
disques de leurs SE. Les photopigments des PR sont constitués par I'association d'une
opsine, protéine a 7 domaines transmembranaires et d'un chromophore, le 11-cis-retinal (qui
est un dérivé de la vitamine A). A l'obscurité, les PR sont maintenus en constante
dépolarisation (- 40 mV) par I'ouverture des canaux cationiques (sodiques et calciques) qui
sont dépendants de la concentration intracellulaire de GMPc (se lient aux canaux

cationiques membranaires des SE et les maintiennent ouverts). Cet état de dépolarisation



induit une libération permanente de neurotransmetteur (le glutamate) au niveau des
terminaisons synaptiques avec les CB (Purves, 2001).

Les batonnets sont des récepteurs monochromatiques qui ne contiennent qu’un seul type de
pigment visuel: la rhodopsine, qui présente un pic de sensibilité des photons a une longueur
d'onde de 496 nm. Les cdnes possédent des pigments sensibles a des longueurs d'onde
différentes permettant la vision des couleurs. Ainsi chez I'hnomme, les cones bleus ou S (10%
des cbnes) sont principalement activés par une longueur d’onde vers 420 nm, les cones
verts ou M (30% des cones) autour de 530 nm et les cones rouges ou L (60% des cones)
vers 560 nm. Cette disposition est appelée vision trichromatique.

Lorsqu'un photon arrive au niveau des PR, cela induit I'isomérisation du 11-cis-retinal en
tout-trans retinal. Cette derniére permet I'activation d’'une protéine appartenant a la famille
des protéines G, la transducine, qui a son tour va activer une phosphodiestérase (PDE)
associée a la membrane. Cette PDE va ensuite hydrolyser le GMPc (qui s'accumule en
absence de lumiére), ce qui entraine une fermeture des canaux cationiques situés au niveau
des SE. La fermeture de ces canaux mene a une hyperpolarisation membranaire des PR et

a l'arrét de libération du glutamate au niveau des synapses (Figure. 4).

f.fr'.(.(((.f.fr(
lm w\\.\

In1 '/[,

Figure 4: La phototransduction.

Schéma représentatif du mécanisme de phototransduction ayant lieu dans les
segments externes des photorécepteurs.

(modifié & partir de Leskov et al, 2000)



Un des points essentiels concernant la physiologie de la vision repose sur la distribution des
PR dans la rétine (Figure. 5). En effet, les batonnets sont majoritairement présents au niveau
de la périphérie de la rétine alors que les cdnes sont principalement situés dans la macula
(Figure. 5A). La rétine de 'homme posséde une macula (environ 2 mm de diamétre) qui est
située au centre de la rétine dans l'axe optique, proche du nerf optique et qui est
responsable de la vision fine. Au centre de la macula se trouve la fovéa (de 1 mm?) (Figure.
5B).

Elle est caractérisée par la présence d'une petite dépression au milieu, la fovéa centralis (ou
foveola) constituée exclusivement de cones (150 000 mm?) (Jonas et al., 1992) qui est le
point focal postérieur du systéme optique avec la meilleure acuité visuelle (Figure. 5B).

Au niveau de la fovéa, il existe une différence de convergence des signaux émanant des PR.
La convergence moyenne en périphérie est de 60 béatonnets sur une méme cellule
ganglionnaire, ce qui résulte en une plus grande sensibilité & la lumiere. Alors qu’au niveau
de la fovéola, le nombre de cellules ganglionnaires est quasiment similaire au nombre de
cbnes, ce qui augmente fortement le nombre d’informations détaillées recues par le cerveau
et améliore la résolution de I'image qui s’y forme. De plus, les vaisseaux sanguins et les
couches internes de la rétine (CCG, CNI) sont décalés vers la périphérie pour éviter la perte
de l'acuité visuelle liée a la traversée de ces couches. Ainsi les rayons lumineux atteignent

directement les cones (Figure. 5C).

Les CB sont principalement impliquées dans la transmission du signal provenant des PR
vers les CG et sont classées en fonction du type de PR avec lesquelles elles sont en contact
(Figure. 2 et 6). Une diminution de concentration de glutamate au niveau synaptique induit
des modifications de réponse des CB. En effet, les CB ON (normalement hyperpolarisées a
I'obscurité) se dépolarisent et libérent du glutamate tandis que les CB OFF (normalement
dépolarisées a I'obscurité) s’hyperpolarisent et diminue la quantité de glutamate libérée. Au
niveau de la fovéa, chaque CB forme une synapse avec un seul cdne (connexion directe)
alors qu'au niveau de la rétine périphérique, chaque CB peut recevoir des informations
provenant de plus de 70 batonnets. De plus, en périphérie, les PR communiquent

indirectement avec les CB via les CH (connexion indirecte).
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Figure 5: Distribution des cones et des batonnets dans la rétine humaine.

A) Graphique représentatif de la distribution spatiale des cones et des batonnets
dans la rétine.

B) Fondoscopie montrant la fovéa et la macula.

C) Schéma représentant les cellules présentes dans la fovéa. CCG: Couche des
cellules ganglionnaires; CNI: Couche nucléaire interne; CNE: Couche nucléaire
externe; EPR: épithélium pigmentaire rétinien.

(Purves, 2004 et http://visionassociatesofprospect.com/macular-degeneration.html)



Les CH permettent de moduler I'information transmise et sont connectées latéralement a
plusieurs PR et CB. Leur réle est d’inhiber I'activité des cellules avoisinantes par la libération
de l'acide y-aminobutyrique (GABA) (Yang, 2004). Cette suppression sélective de certains
signaux nerveux s’appelle linhibition latérale et son rdle général est d’augmenter I'acuité

d’un signal sensoriel.

cellules cellule e‘ cellule
CNI bipolaires{ amacrin horizontale

microglie

CPE

batonnet

’ } cone
CNE ‘ cellule de Miller

.‘

[ ]

Figure 6: Les différentes cellules de la rétine.

CCG: Couche des cellules ganglionnaires; CPI. Couche plexiforme interne;
CNI: Couche nucléaire interne; CPE: Couche plexiforme externe; CNE:
Couche nucléaire externe.

(modifié a partir de West, 2009)

Les cellules amacrines permettent de moduler l'information dans la CPI entre les CB et les
CG (Figure. 2 et 6). La majorité des cellules amacrines sont situées dans la CNI, mais une
population d’amacrines appelée amacrines déplacées réside dans la CCG.

Plus de 20 cellules amacrines différentes ont été identifiées, elles ne possédent pas d'axone
et sont des neurones principalement de type glycinergiques ou GABAergiques (Wassle et
al., 2009).
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Les CG collectent les informations visuelles qui ont traversé I'ensemble de la rétine, et les
transmettent au cerveau par le NO.

Ces cellules sont organisées en plusieurs couches chez I'humain au niveau de la macula
mais forment seulement une seule couche chez les souris.

Elles sont les premiers neurones a générer un PA au sein de la rétine. En effet, dans les
autres cellules de la rétine, la stimulation provoque des variations graduelles du potentiel de
membrane.

La réponse des CG est complémentaire de celle des CB. A l'obscurité, les CG émettent
spontanément des potentiels d'action. Ainsi, la fréquence d’émission des potentiels d'action
augmente lorsque les CB répondent par une augmentation de libération de glutamate. Le
NO sort de I'eeil et conduit le signal nerveux jusqu’aux corps genouillés latéraux, en direction

du cortex visuel.

Les cellules gliales de la rétine sont les cellules de Mdller, les astrocytes et les cellules
microgliales (CM) (Kolb, 1995). Les cellules de Miuller et les astrocytes participent au
maintien de I'homéostasie de la rétine tandis que les microglies sont des cellules

immunitaires, les macrophages résidents du SNC.

Les astrocytes sont principalement situés dans la CCG et sont en contact avec les vaisseaux
sanguins et les CG gréace a leurs longs prolongements cytoplasmiques, et ont principalement
un rbéle de soutien et de maintien des structures rétiniennes (Figure. 6) (Kimelberg and
Nedergaard, 2010). Ces cellules participent notamment a la mise en place de la barriere
hémato-rétinienne. En effet, le recouvrement des vaisseaux rétiniens par les prolongements
des astrocytes limite les échanges entre la circulation sanguine et la rétine. lls participent
notamment a la gliose, phénomeéne de cicatrisation des Iésions et interviennent aussi au
niveau des synapses pour capturer les neurotransmetteurs. lls peuvent moduler le signal au
cours de la vision, par leurs contacts au niveau des régions synaptiques en agissant sur la

dispersion et la recapture des neurotransmetteurs (Kimelberg, 2010).
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Les cellules gliales de Miiller, du fait de leur disposition radiale de part et d’autre de la rétine
neurale, jouent un réle de soutien structural pour le maintien de la rétine (Figure. 2 et 6)
(Bringmann et al., 2006). Elles régulent le taux de neurotransmetteurs au niveau des
synapses (en particulier le glutamate) mais également au niveau du métabolisme du glucose

(Winkler et al., 2000) et du recyclage des photopigments des cones.

Les microglies représentent les principales cellules immunitaires de la rétine en condition
non pathologique. Elles sont localisées en condition physiologique dans la rétine interne
(CCG, CNI, CPI et CPE) (Figure. 6 et 7) (Karlstetter et al., 2015) (Santiago et al., 2014). En
condition physiologique, les CM sont des cellules ramifiées, étoilées et sondent en
permanence leur environnement grace a leurs multiples prolongements cytoplasmiques.

Cette partie sera détaillée dans le chapitre 3-2-3.

7

CCG

CPI

CNI

CPE

CNE

SE

EPR

Figure 7: Localisation des cellules microgliales dans la rétine.
CCG: Couche des cellules ganglionnaires; CPI: Couche plexiforme interne; CNI:
Couche nucléaire interne; CPE: Couche plexiforme externe; CNE: Couche

nucléaire externe; SE: Segments externes
(adapté de Santiago, hindawi, 2014)
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1-2-2 L’épithélium pigmentaire rétinien

L'EPR est une monocouche de cellules épithéliales de forme hexagonale, trés différenciées
(Figure. 8). Les cellules qui le constituent s'étendent du NO a la périphérie jusqu’'a l'ora

serrata couvrant ainsi toute la surface de la neurorétine.

Phagocytose des SE
SE des PR S )
L__Microvillosité apicale
Phagosomes
Jonctions serrées
EPR
Jonctions adhérentes
& &
- -y ¢
Melanosomes <& 3
MB S\ LML JE] 1] aaO00 20 Mo A %! Pole basal
Choroicapillaires L="\aisseaux choroidiens

Figure 8: L'épithélium pigmentaire rétinien (EPR)

SE: Segments externes; PR: Photorécepteurs; EPR: épithélium pigmentaire
rétinien; MB: Membrane de Briich

(Carr, cell press, 2013)

L’EPR humain est constitué de 4 a 6 millions de cellules, d'une épaisseur de 10 a 20 um, les
cellules peuvent souvent étre binucléées (Forrester, 2002) et comme tout épithélium, les
cellules de I'EPR sont jointes par des jonctions serrées (zonulae occludens) et constituent la
barriere hémato-rétinienne externe.

Elles sont considérées comme des cellules post-mitotiques. Lorsqu’une cellule meurt, elle
est remplacée par hyperplasie de ses cellules voisines, les cellules adjacentes s’étalent et
comblent le vide permettant ainsi de maintenir I'étanchéité de la barriere entre la neurorétine
et la choroide. Ce phénomene conduit a une grande variation de la taille et la forme des
cellules chez les personnes agées.

De part la distribution asymétrique de ses organites et de ses protéines membranaires,

'EPR est polarisé (en un domaine apical et basolatéral). Les microvillosités (les
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pseudopodes) du péle apical enveloppent les extrémités des SE des PR, permettant leur

phagocytose. Au niveau de leur pble apical,

microfilaments organisés en zonulae occludens. On

elles sont jointives grace a un réseau de

retrouve dans cette partie les

mélanosomes qui produisent et stockent la mélanine qui donne sa couleur sombre a I'EPR et

des granules de lipofusines tandis que dans la partie basale se trouvent le noyau et les

mitochondries. La membrane basale forme des circonvolutions reposant sur une lame

basale, en contact avec la MB a travers laquelle passent les nutriments et les déchets qui

transitent entre 'EPR et la choroide.

L'EPR est un élément essentiel au maintien de I'homéostasie générale de la rétine.

participe a 90 % des apports nécessaires a la survie et au fonctionnement des PR.
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Figure 9: Les différentes fonctions de 'EPR.
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En effet, il régule le transport des nutriments et de I'O2 de la choroide vers les PR et le

transport des produits de dégradation métabolique des PR vers la choroide (Figure. 9).
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Les longues extensions membranaires, les pseudopodes sont responsables de la
phagocytose des anciens disques au niveau de la partie la plus distale du SE par 'EPR, ce
qui est essentiel pour la survie des PR.

Une autre fonction essentielle de 'EPR est le recyclage du pigment visuel. En effet, pour
permettre le renouvellement du 11-cis rétinal, le tout-trans rétinal est converti en tout-trans
rétinol dans les SE des PR. Le tout-trans rétinol est ensuite capté par les villosités des
cellules de 'EPR, et la forme tout-trans est réisomérisée en 11-cis rétinal.

Les pigments de la mélanine de 'EPR permettent de limiter les agressions causées par les
radicaux libres produits par la lumiére ou engendrés par la phagocytose des SE des PR
(Miceli et al., 1994). L'absorption de la lumiére par ces pigments permet également
d’augmenter l'acuité visuelle en empéchant la réflexion de la lumiére vers la rétine, qui
créerait des interférences avec la lumiére directe au niveau du signal transmis au cerveau.
Une autre fonction essentielle de 'EPR est I'élimination des déchets et I'approvisionnement
en nutrition de la CNE (qui n’est pas vascularisée) en jouant le role de transporteur épithélial.
Ainsi, I'EPR participe aux échanges bidirectionnels entre les PR et les vaisseaux de la
choroide, les nutriments comme le glucose, les acides gras et 'O, passent des vaisseaux

aux PR et inversement pour les déchets.

1-2-3 Les réseaux vasculaires

L'ceil est 'un des organes les plus consommateur en O, par poids de tissu et nécessite un
apport important en nutriments (Wong-Riley, 2010). La rétine est vascularisée par deux
systémes vasculaires indépendants. D'une part, le réseau vasculaire rétinien assure la
vascularisation directe des couches rétiniennes internes. D’autre part le réseau choroidien

assure la vascularisation de la rétine externe.

L’artére centrale de la rétine dérive de Il'artere ophtalmique qui elle méme dérive de la
carotide interne chez I'homme. L'artére rejoint le NO puis suit le trajet intraneural pour
émerger au niveau de la papille ou, chez I'homme, elle se subdivise en 4 branches
terminales: temporale, nasale, supérieure et inférieure. Ces artéres terminales se divisent
alors en collatérales, lesquelles se subdivisent en terminales ainsi de suite jusqu'a former un
réseau couvrant pratiguement toute la rétine.

Les vaisseaux rétiniens forment deux couches de vaisseaux: une superficielle dans la CCG

et une profonde dans la CNI (Figure. 10). La structure cellulaire du réseau vasculaire rétinien
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assure le maintien de la barriere hémato-rétinienne. Les cellules endothéliales des capillaires
forment des jonctions serrées étanches entourées par une épaisse membrane basale
limitant la diffusion passive des grosses molécules. La paroi des capillaires rétiniens est
également en contact avec les extensions des astrocytes et les cellules de Miiller. Cette
gaine gliale joue un rble de support structural et trophique des cellules vasculaires
contribuant a l'intégrité de I'étanchéité. Des péricytes disposent d’'une activité contractile et
exercent un contrdle local sur le flux sanguin (Chakravarthy and Gardiner, 1999).

La fovéa fait exception de cette organisation puisqu’au niveau de la fovéa, on ne retrouve
que la CNE. L'approvisionnent en nutriments et en O2 se fait donc par le réseau vasculaire

choroidien uniguement.

Plexus superficiel

Réseau capillaire
rétinien

Plexus profond

Capillaire
Choroide

Artéres et veines

Figure 10: Le réseau vasculaire rétinien.
Coupe histologique de rétine (a gauche) et moulage vasculaire rétinien (a droite).
(d’apres F. Sennlaub)
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La choroide est limitée en avant par la MB et adhérente a la sclere en arriéere. La
vascularisation de la choroide provient des branches courtes et longues de l'artére ciliaire
postérieure dont le rdle est d’approvisionner les PR (le dernier 1/3 de la rétine qui ne
posséde pas de réseau capillaire nourricier) en nutriments et en O2 (par la choriocapillaire)
(Figure. 10). La choriocapillaire présente des fenestrations (Bernstein and Hollenberg, 1965),
en regard de la membrane de Bruch, ce qui explique sa perméabilité élevée et le maintien,
entre autres, d'une concentration élevée de glucose dans I'EPR, le passage de protéines
impliqguées dans la formation de la vitamine A et la distribution vers la rétine (Bill et al., 1980).
Le débit choroidien est estimé a 800 ml/min, qui est I'un des plus important de I'organisme.
Bien que le réseau capillaire rétinien et le systéme vasculaire choroidien soient bien

dissociés dans 'espace, ils sont complémentaires dans leur fonction.
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lI- DMLA

2-1 Généralités

La dégénérescence maculaire liée a I'age (DMLA) est la premiére cause de cécité légale
irréversible dans les pays industrialisés chez les personnes agées de plus de 50 ans
(Friedman et al., 2004); (Klein et al., 2007). Il s’agit d'une pathologie neuro-dégénérative qui
touche spécifiguement la rétine centrale au niveau de la macula. La prévalence augmente
exponentiellement avec I'age (Klein et al., 1997).

La DMLA est une maladie complexe, multifactorielle associée a des facteurs
environnementaux et génétiques méme si 'dge avancé demeure le facteur le plus important.
Cette pathologie évolue progressivement pendant plusieurs années avant que les premiers
symptomes apparaissent. Les patients ne sont souvent dépistés qu’a un stade avancé, ou
lorsque la perte visuelle est déja irréversible. L’identification des facteurs et une meilleure
compréhension des mécanismes responsables du basculement entre MLA et DMLA

permettraient d’apporter un traitement avant I'apparition de Iésions irréversibles.

Figure 11: Fonds d’ceil des différents stades de la DMLA.

A) Sujet sain. OD: papille optique; M: macula; F: fovéa.

B) Patient atteint de MLA avec des drusen soft (fleche).

C) Patient atteint de DMLA néovasculaire avec une hémorragie sous-rétinienne (fléche
pleine), des exsudats (fleche discontinue) et des drusen soft.

D) Patient atteint de DMLA atrophique avec une dégénérescence des PR, de 'EPR et du
choriocapillaire dans la zone atrophique (fleche).

(Swaroop, Annu Rev Genomics Hum Genet, 2009)

La forme précoce de la maladie appelée Maculopathie liée a I'dge (MLA) est caractérisée par
la présence de dépbts blanchatres, les drusen softs (ou larges drusen), situés entre 'EPR et

la MB et des anomalies de pigmentation de I'EPR (Figure. 11B). Les premiers symptémes
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peuvent étre 'augmentation du besoin de la lumiére lors de la lecture, une baisse de la
perception des contrastes et I'apparition de métamorphopsies qui sont des déformations de
image percue (déformation des lignes droites qui paraissent tordues) (Figure. 12A)
(Soubrane, 2007). Un grand nombre de patients qui présente une MLA vont évoluer vers une
forme plus avancée de la maladie, la DMLA. Elle se manifeste par une baisse de I'acuité
visuelle, une vision déformée (métamorphopsies) et l'apparition d'une tache centrale
(scotome) (Figure. 12B) causée par une perte des PR au niveau de la macula. On distingue
deux formes avancées: la forme humide, néovasculaire ou encore exsudative présentant des
néovascularisations choroidiennes (Figure. 11C et 13C) et la forme séche ou atrophique
caractérisée par une dégénérescence progressive de I'EPR et des PR au niveau de la
macula (Figure. 11D et 13D). Cette pathologie affecte grandement la qualité de vie et limite

les activités quotidiennes comme la lecture ou la conduite.

and
L1

Figure 12: Vision évolutive d'un patient atteint de DMLA.

A) Grille d’Amsler permettant de détecter une métamorphopsies.

B) Représentation de la perte de la vision centrale (droite) chez les patients atteints d’'une
DMLA avancée.

(Chen, JCI, 2007)
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Figure 13: Représentation schématique des différentes formes de la DMLA.

A) Rétine saine.

B) Rétine représentant une MLA. Accumulation de drusen, une altération de 'EPR et
une accumulation des PM dans I'espace sous-rétinien.

C) Rétine représentant une DMLA néovasculaire. Altération de la MB par la présence
de néovaisseaux choroidiens, exsudats sous-rétiniens qui s’accumulent dans
I'espace sous-rétinien et accumulation de PM dans I'espace sous-rétinien. CNV: néo-

vaisseaux choroidiens.

D) Rétine représentant une DMLA atrophique. Dégénérescence des PR et de 'EPR,
altération de la MB et accumulation importante de PM dans les zones atrophiques.

PM: Phagocytes mononucléés.

(Adapté de Van Lookeren Campagne, J pathol, 2014)
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2-2 Epidémiologie

Aux Etats-Unis, la forme précoce (MLA) affecte environ 7 % des personnes agées de moins
de 55 ans jusqu’a atteindre 25 % chez les personnes de plus de 75 ans (Friedman et al.,
2004).

Pour les stades avancés (la forme humide et atrophique), la prévalence est de moins de 0,5
% chez les personnes de moins de 55 ans et atteint jusqu’a 8 % chez les personnes de plus
de 75 ans (Friedman et al., 2004).

30 % des patients atteints d’'une MLA vont évoluer vers une forme avancée de la DMLA dont
55% vers la forme néovasculaire et 45 % vers la forme atrophique. La présence d'une MLA a
un ou deux yeux n’'entraine pas forcément une DMLA méme si le risque est fortement

augmenté par rapport aux sujets sains (Klein et al., 2002).

2-3 MLA

Les premiers signes de la MLA apparaissent habituellement aux alentours de 50 ans. Le
risque de développer une MLA augmente grandement avec I'age. Les signes cliniques de la
MLA comportent classiquement les altérations de 'EPR (hyper ou hypopigmentation),
'apparition des drusen soft (Figure. 11B) (Neelam et al.,, 2009) et I'accumulation de
lipofusine (Strauss, 2005). Ces lésions n'ont généralement que peu d ‘effets sur la vision
centrale et leur présence n’induit pas systématiquement I'apparition d’'une DMLA.

Une hyperpigmentation ou une hypopigmentation de 'EPR résulte d’'une augmentation ou
d’'une diminution de la production de la mélanine. Il a été démontré que la concentration en
lipofusine était corrélée avec la teneur en mélanine. De plus ces plages d’hypopigmentation

peuvent évoluer vers des zones d’atrophie (Bressler et al., 1990); (Klein et al., 1991).

La pathogénése de la MLA se caractérise par une altération de la MB et une accumulation
de drusen qui sont des dépdts de débris lipidiques (Soubrane, 2007) et de protéines,
d’origine intraoculaire ou extraoculaire et qui forment des amas entre I'EPR et la MB
(Buschini et al., 2011). lls apparaissent comme des taches jaunatres de forme plus ou moins
sphériques observables en fond d'ceil (Buschini et al., 2011). La mise en place des ces
drusen interfére avec les échanges au travers de 'EPR et la MB, induisant un stress de
'EPR (Miller, 2013).

Classiquement, les drusen peuvent étre classés en 2 types de catégories: les drusen
« hard » ou miliaires (Figure. 14A et C) qui sont des dépots de petite taille (inférieur a 63 um)

qui sont de forme bien ronde, aux bords bien délimités et de couleur blanc jaunatre. Ces
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drusen sont les plus courants, qui ne sont pas associés a la DMLA, correspondent plutdt au
vieillissement physiologique de I'ceil.

Les drusen « softs » ou séreux sont des dépbts plus larges (supérieur a 125 um) de forme
irréguliere et aux contours diffus (Figure. 14B et D). Contrairement aux drusen hard, les
dursen softs sont caractéristiques de la DMLA et se retrouvent spécifiquement au niveau de
la macula.

Les analyses protéiques des soft drusen ont montré la présence des immunoglobulines (IgG)
(Johnson et al., 2000), des protéines du complément (CFH, C3, C5-b9) (Johnson et al.,
2000) de l'amyloide beta et les apolipoprotéines (Apo) B et E (Anderson et al., 2001)

suggérant une association entre l'inflammation et la pathologie de la DMLA.

Figure 14: Les deux types de Drusen.

A) et B) Fond d’'ceil avec la présence de drusen hard A) et drusen soft B).
C) et D) Coupe histologique de drusen hard C) et drusen soft D).
(Hageman, Eye Res, 2001; Rudolf invest ophthalmol vis , 2008)

La lipofusine est un ensemble de composés hétérogénes issu de la dégradation incompléte
des débris de SE par 'EPR (Sparrow and Boulton, 2005). Ces granules sont des dérivés de
lysosomes qui ont perdu leur capacité de dégradation (Figure. 15). L'analyse des
lipofuscines montre des complexes lipido-protéiques non dégradables (Murdaugh et al.,

2011) comme le pyridinium bis-rétinoide (A2E) un dérivé de la vitamine A, contenue en
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abondance dans les SE des PR. Cette derniére absorbe la lumiere bleue et génére des
photoproduits toxiques notamment des espéces réactives de I'oxygéne (ROS) (Wielgus et
al., 2010). Si la corrélation entre la lipofusine et la DMLA n’est pas clairement démontrée, il
est admis que son accumulation dans les cellules de I'EPR précéde généralement

I'apparition des premiers symptéomes (Holz et al., 2007).
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Figure 15: Formation des granules de lipofuscine.
(Kennedy, 1995)

2-4 DMLA

2-4-1 La forme exsudative

La forme néovasculaire de la DMLA est celle qui a suscité le plus d'intérét sur le plan
thérapeutique puisque I'apparition de ces néovaisseaux conduit rapidement & une perte de la
vision centrale (Figure. 16A) (Parier and Soubrane, 2008). Elle est généralement
diagnostiquée par la présence au niveau de la macula d’'un cedéme, la présence d’exsudats
et de vaisseaux sanguins provenant de la choroide (Figure. 16B) (Coleman et al., 2008). Il
existe 2 types de néovaisseaux dans la pathologie de la DMLA exsudative. Les vaisseaux
sous-épithéliaux (appelés aussi occultes), les plus nombreux, traversent la MB et se
retrouvent sous 'EPR sans le traverser (Figure. 16C), et les vaisseaux pré-épithéliaux (ou

classiques) qui sont visibles en fond d'aeil, traversent I'EPR pour proliférer au niveau de la
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CNE (Figure. 16D) (Soubrane, 2007). Ces 2 types de vaisseaux peuvent étre « dormants »

ou peu évolutifs. Ces vaisseaux sont des capillaires immatures qui laissent diffuser les

fluides ce qui peut causer des exsudats et un décollement de la rétine et/ou de 'EPR

(Ambati et al., 2003a).

C DMLA néovasculaire occulte D DMLA néovasculaire classique
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Figure 16: DMLA, la forme néovasculaire.
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A) Fond d'ceil d’'un patient atteint de la forme néovasculaire qui présente un exsudat

sous-rétinien (fleche discontinue) et une hémorragie sous-rétinienne.

B) Coupe histologique d’'un patient atteint d’'une DMLA humide avec la présence de
néovaisseaux choroidien entre I'EPR et la MB (fleches rouge) et des exsudats au

niveau de la couche plexiforme externe (cercles).
C) et D) Schémas représentants les deux forme de néovaisseaux.
(d’apres Swaroop, 2009; Ding eye research, 2009 et Van Lookeren Campagne, 2014)
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Méme s’il n'existe pas de traitement curatif aujourd’hui, il existe des traitements pour limiter
la perte visuelle. Les anti-angiogéniques sont des traitements ciblant le Vascular
Endothelium Growth Factor (VEGF) (Ferrara, 2004) qui joue un role important dans le
développement des néovascularisations choroidiennes et la formation d’cedéme. Ces anti-
angiogéniques représentent actuellement le moyen thérapeutique le plus efficace pour
inhiber les néovascularisations. Le Ranibizumab (Lucentis) est un anticorps anti-VEGF, qui
est constitué d'un fragment d’anticorps neutralisant et se fixe sur toutes les isoformes du
VEGF-A. Des études ont observé que les patients traités avec une injection intravitréenne
mensuelle montrent une amélioration rapide de l'acuité visuelle par rapport aux patients
traités avec le placebo (Rosenfeld et al., 2006); (Brown et al., 2006). L'étude a été menée
sur deux ans.

Il existe un autre anticorps spécifique de toutes les isoformes du VEGF-A, le bevacizumab
(Avastin). Contrairement a Lucentis, Avastin est un anticorps complet qui posséde la méme
efficacité thérapeutique pour traiter la DMLA humide (Chakravarthy et al., 2013). L'avantage
de I'Avastin est qu'il est beaucoup moins cher mais cet anticorps n’a pas encore regu
I'autorisation de mise sur le marché pour traiter la DMLA.

Un autre moyen thérapeutique a été mis au point pour les patients qui deviendraient
résistants aux anticorps évoqués ci-dessus. Il s’agit de I'aflibercept (Eylea), une protéine de
fusion constituée de la fraction constante d'une immunoglobuline fusionnée a deux
fragments de VEGF-R1 et VEGF-R2 (les récepteurs du VEGF). L'injection intravitréenne
tous les mois d’'Eylea semble présenter la efficacité que le ranibizumab et permet de

diminuer significativement les symptémes de la DMLA humide (Heier et al., 2012).

2-4-2 La forme atrophique

L'atrophie géographique (GA) est caractérisée par une dégénérescence progressive par
apoptose des cellules de I'épithélium pigmentaire, des photorécepteurs et une altération au
niveau de la MB et de la choriocapillaire (Soubrane, 2007). Les symptdmes peuvent étre une
diminution de la sensibilité aux contrastes, une baisse des capacités visuelles en faible
luminosité puis un scotome central (Soubrane, 2007).

Il a souvent été observé que le point de départ de I'atrophie se situe a I'extérieur de la fovéa
(Sarks et al., 1988). La baisse visuelle n'est que modérée pendant longtemps malgré la perte
des PR. Bien que la GA ait longtemps été associée a une dégénérescence primaire des
cbnes, les cdnes sont en réalité plus robustes que les batonnets et la dégénérescence
touche en premier les batonnets de la région péri-fovéale avec une épargne centrale des

cbnes longtemps respectée (Curcio et al., 1996).
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La perte tardive des cbnes pourrait étre ainsi une conséquence directe de la
dégénérescence primaire des batonnets. En effet, Leveillard et al ont montré dans la rétinite
pigmentaire que les batonnets sécrétaient un facteur trophique appelé rod-derived cone
viability factor (RACVF) qui permettrait de maintenir la fonction et la viabilité des cones et
I'absence de ce dernier pourrait étre a I'origine de la mort des cones (Leveillard et al., 2004)

Pour les stades avancés de l'atrophie, on peut observer chez les patients des plages de
dégénérescence de couleur plus claire que le reste de la rétine intacte (Coleman et al.,
2008). Dans cette zone atrophique, les PR, I'EPR et la choriocapillaire sont absents. Il
n'existe plus de CNE, ce qui entraine un contact direct entre le CPE et le dép6t laminaire
basal (Figure. 17A, B et C). Au niveau de la macula, plus de 80 % de PR sont dégénérés.
Les PR restants dans les zones atrophiques présentent une morphologie complétement
anormale avec un Sl élargi et dépourvu de SE (Figure. 17D) (Soubrane, 2007); (Young,
1987).

A

DMLA atrophique
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Figure 17: DMLA, la forme atrophique.

A) Fond d'ceil d'un patient atteint de la forme atrophique qui présente une plaque
d'atrophie.

B) Coupe histologique d’'un patient atteint d'une DMLA seche avec une
dégénérescence de 'EPR et une absence totale de la CNE.

C) Schéma représentant la forme atrophique.

D) Photographie d’'une zone atrophique: les quelgues PR restant ont un Si élargi et
dépourvu de SE.

(d’aprés Swaroop, 2009; Ding eye research, 2009; Van Lookeren Campagne, 2014; Young,
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Les mécanismes et la chronologie des événements qui conduisent a la GA restent encore

peu clairs mais plusieurs hypothéses pourraient expliquer I'apparition de cette atrophie.

-Un dysfonctionnement du métabolisme des cellules de 'EPR pourrait étre a I'origine de la
pathologie. En plus d'étre soumis a I'accumulation de déchets cellulaires provenant des PR
(lipofuscines, débris issus de la phagocytose incompléte des SE) 'EPR est continuellement
exposé aux lésions induites par les photons de la lumiére qui ne sont pas neutralisés malgré
la présence de mélanine.

La diminution du taux de phagocytose des SE des PR par 'EPR entraine une accumulation
de disques non recyclés, ce qui est tres délétére pour les PR également (Kevany and
Palczewski, 2010). De plus, 'augmentation de la lipofuscine, induit une augmentation de la
taille des cellules de 'EPR, une perte de leur forme cubique et une réduction importante des
surfaces d’échange (Sarks et al., 1988). Les cellules qui perdent leur pigment sont
phagocytées par les cellules voisines ou par les phagocytes mononuclées (PM) circulants.
Les cellules restantes migrent et tentent de recouvrir la surface afin de garder I'étanchéité et
de maintenir sa fonction de barriére. Lorsque la perte cellulaire devient trop importante, une
atrophie en résulte. Ainsi, l'apoptose des cellules de I'EPR s’accompagne d'une

dégénérescence massive des PR (Soubrane, 2007).

-La MB semble contribuer également a I‘étiologie de la GA. Au cours du vieillissement, la MB
subit de nombreuses modifications fonctionnelles et structurales. Des études ont montré un
lien direct entre le vieillissement et un épaississement (Okubo et al., 1999) et une diminution
de la perméabilité de la MB. L'apparition de débris dans la MB se fait en méme temps que
'augmentation de la lipofuscine dans les cellules de 'EPR. Ces dépbts comportent du
collagéne, des corps résiduels et d'acides gras (Sarks et al., 1999). Avec I'age, I'épaisseur
de la MB peut augmenter de 135 % passant de 2 um de la naissance a 4.7 um a I'dge de 90
ans (Ramrattan et al., 1994).

L'épaississement et les modifications biochimiques de la MB réduisent le passage des
métabolites nécessaires a la survie de 'EPR et des PR et inversement I'élimination des
déchets métaboliques de la rétine et de 'EPR vers la choroide (Cankova et al., 2011). Cela

pourrait étre a l'origine de la dégénérescence progressive des PR et de 'EPR.

-Les patients atteints d’atrophie géographique présentent également une involution du
réseau choriocapillaire circulant entre la MB et les vaisseaux choroidiens (Coleman et al.,
2008).

Au cours de la DMLA atrophique, la choriocapillaire finit par se scléroser et s'atrophier

suggérant une baisse des échanges (McLeod et al., 2002). Avec I'age, I'épaisseur de la
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choriocapillaire peut diminuer de 200 um a la naissance a 80 um a l'dge de 80 ans
(Ramrattan et al., 1994). Ceci a pour la conséquence directe une baisse relative de I'apport
d’oxygene et de nutriments. Ceci peut étre expliqué par le fait que I'accumulation des débris
au niveau de la MB pourraient géner la diffusion de facteurs trophiques comme la sécrétion
de VEGF par 'EPR vers les choriocapillaires ce qui induiraient une involution des

choriocapillaires (Saint-Geniez et al., 2009).

2-4-3 Facteurs de risques

La DMLA est une pathologie multifactorielle évoluant sur une base génétique déterminée et

soumise a l'influence de facteurs environnementaux.

L’age est évidemment le premier facteur de risque pour la DMLA. Toutes les études basées
sur un grand nombre de patients montrent que la prévalence augmente fortement avec I'age
(Klein et al., 1997); (VanNewkirk et al., 2000); (Friedman et al., 2004). La population atteinte
de DMLA est de 2 % pour les moins de 60 ans et passe de 30 % pour les personnes de 75
ans (Bernstein, 2009).

Le tabac est le deuxiéeme facteur environnemental le plus fortement associé a la DMLA
(Delcourt et al., 1998); (Vingerling et al., 1996); (Klein et al., 1993).

Il existe une association directe entre le risque de développer une DMLA tardive et le
nombre de cigarettes consommé (Delcourt et al., 1998); (Khan et al., 2006b). Cependant les
mécanismes par lesquels la cigarette pourrait agir au niveau de la rétine restent inconnus.
Des auteurs ont suggéré que la fumée pourrait altérer la production d’antioxydants (vitamine
C, caroténoide), favoriser la production de ROS et affecter le systéme cardiovasculaire
(Tsoumakidou et al., 2008).

La DMLA est plus fréquente dans la population caucasienne que chez les autres ethnies
(Klein et al., 1999); (Schachat et al., 1995). Néanmoins, TAREDS a montré que la fréquence
d’observer des drusen est identique entre les groupes ethniques. Ceci peut étre expliqué par
les propriétés anti-oxydantes de la mélanine qui protége contre les ROS produits par les

photons et la phagocytose des différents débris par I'EPR.

Des chercheurs se sont intéressés a 'association entre les pathologies cardiovasculaires et
la DMLA, étant donné qu'elle est associée a une accumulation de dépéts lipidiques entre

'EPR et la MB. Ainsi, la consommation de graisses saturées et de cholestérol augmente la
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survenue d’'une DMLA, tout en favorisant sa progression (Chiu et al., 2007). Au contraire, la
consommation d'oméga-3 (acides gras polyinsaturés) semblerait exercer une action
préventive vis-a-vis de la DMLA et freinerait méme sa progression chez les personnes déja

atteintes mais les études ne sont pas toujours consistantes (Hodge et al., 2006).

L'obésité et plus particulierement I'indice de masse corporelle est également liée a un risque
plus importante de développer une DMLA (Schaumberg et al., 2001); (Ersoy et al., 2014).

De méme que l'athérosclérose (Klein et al., 2006). Dans une étude de Rotterdam, la
présence de plaques d’athéromes dans l'artére carotidienne augmenterait significativement

le risque de développer une DMLA (Vingerling et al., 1995).

Et enfin la lumiére pourrait également étre un facteur de risque de la DMLA (Taylor et al.,
1992); (Cruickshanks et al., 2001). Cependant d'autres études n'ont pas retrouvé cette

association (Khan et al., 2006a).

De nombreux génes sont associés a la pathologie de la DMLA (Figure. 18). Dans cette

partie, seuls les principaux facteurs génétiques impliqués dans la DMLA seront détaillés.

Il a été montré que I'histoire familiale est un des facteurs génétiques le plus important. En
effet, Klaver et ses collégues ont estimé que les fréres et sceurs d'un patient atteint de DMLA
tardive avaient 20 fois plus de risque d'étre également atteint de la méme pathologie. lls
suggeérent que 23 % des DMLA avancées pourraient étre expliquées par la part génétique
(Klaver et al., 1998). Depuis le séquencage du génome humain, de nombreux facteurs
génétiques ont pu étre identifiés comme étant impliqués dans la DMLA (Haddad et al.,
2006); (Scholl et al., 2007).

En 2005, plusieurs études ont montré que le principal facteur génétique associée a la DMLA
était des polymorphismes dans le gene du complément facteur H (CFH) qui est impliqué
dans la voie alterne du systéeme du complément (Edwards et al., 2005); (Klein et al., 2005);
(Haines et al., 2005); (Hageman et al., 2005). Le géne est localisé sur le chromosome 1932
et posséde de nombreux polymorphismes dont Y402H (la tyrosine en position 402 est
remplacée par une histidine) (Souied et al., 2005); (Sepp et al., 2006); (Magnusson et al.,
2006). Une étude a montré un risque 7,4 fois supérieur de développer une forme avancée de

la DMLA pour les porteurs homozygotes (Klein et al., 2005). D’autres auteurs ont confirmé
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que le polymorphisme Y402H est associé avec les formes tardives de la DMLA atrophique et

néovasculaire (Magnusson et al., 2006).

Discovery
SNP/Risk Allele  Chromosome, Position Nearby Genes EAF

P OR
Loci Previously Reported With P <5x10~%
rs10490924/T 10 1242 Mb ARMSZ/HTRA 1 0.30  4x1073%3 271
rs10737680/A 1 196.7 Mb CFH 0.64 1x107283 240
rs429608/G 6 319 Mb C2/CFB 0.86 2x1054 167
rs2230199/C 19 6.7 Mb 3 020 2x10%6 146
1s5749482/G 22 33.1 Mb TIMP3 074  6x10°13 125
rs4420638/A 19 454 Mb APOE 0.83 3x10° 134
rs1864163/G 16 57 Mb CETP 0.76  8x10°"* 125
rs943080/T 6 43.8 Mb VEGFA 051  4x107'2 118
rs13278062/T 8 23.1 Mb TNFRSFI0A 048 7x10°10 117
rs920915/C 15 58.7 Mb LIPC 048 2x10° 114
rs4698775/G -+ 110.6 Mb CFH 031  2x10°10 116
rs3812111/T 6 1164 Mb COLI0A1 064 7x10® 113
Loci Reaching P < 5x1078 for the First Time
rs13081855/T 3 99.5 Mb COLSA I/FILIPIL 0.10  4x10°"" 128
rs3130783/A 6 30.8 Mb IER3/DDR1 0.79 1106 L.15
rs8135665/T 22 38.5 Mb SLCI6AS 0.21 8x108 1.16
rs334353/T 9 1019 Mb TGFBRI 073  o9x107 113
rs8017304/A 14 68.8 Mb RADS5IB 0.61 9x10~7  1.11
rs6795735/T 3 64.7 Mb ADAMTSYMIR54842 046  9x10% 1.13
rs9542236/C 13 31.8 Mb B3GALTL 044 2x10% 112

Figure 18: Les différents genes associés a la pathologie de la DMLA.
(d’apres The AMD gene consortium, Nat genet, 2013)
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Un second locus important (AMRS2 et HTRAL), sur le chromosome 1026 est également
impliqué dans les deux formes de la DMLA (Rivera et al., 2005); (Jakobsdottir et al., 2005);
(Dewan et al., 2006).

Ce loci contient 1 géne nommé ARMS2 (age related macular susceptibility 2) dont le
polymorphisme induit une instabilité de 'ARNm qui perturberait le bon fonctionnement de la
mitochondrie (Fritsche et al., 2008). Cependant, sa localisation et ses fonctions ne sont pas
encore identifiées.

L'autre géne est HTRA1 (High temperature requierement factor 1) qui code pour une sérine
protéase. Dans I'ceil, HTRAL est principalement exprimé par les cellules de I'EPR (Yang et
al., 2006). Le polymorphisme RS10490924 est fortement associé aux patients atteints de la
DMLA (Yang et al., 2006); (Rivera et al., 2005).

L'apo E qui est impliguée dans le métabolisme des lipides est également un facteur de
risque génétique (Zareparsi et al., 2004). Dans I'ceil, elle est exprimée dans les SE des PR,
dans la CCG, dans I'EPR et par les CM (Anderson et al., 2001); (Nakai et al., 1996). Il existe
trois isoformes dont Apo E2, E3, et E4. La forme E4 est protectrice vis a vis de la DMLA et
aggravant vis a vis de la maladie d’Alzheimer (Mahley and Rall, 2000); (Souied et al., 1998)
et inversement pour la forme E2 (McKay et al., 2011).

Améliorer la connaissance des différents facteurs génétiques et environnementaux impliqués
dans la physiopathologie de la DMLA permettrait de mieux cibler les différents acteurs et de

trouver des traitements thérapeutiques spécifiques.
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lll- Le systeme des phagocytes mononucléés

3-1 La famille des chimiokines

Les mécanismes qui contrlent le trafic des leucocytes en conditions physiologiques et
pathologiques ont été largement mieux compris ces dix derniéres années. Une migration et
un recrutement appropriés des cellules de I'immunité dans le tissu affecté sont essentiels
pour avoir une réponse immunitaire adaptée. Cette migration est un processus étroitement
régulé mettant en jeu des interactions récepteurs-ligands (Springer, 1995). Au cours d’'une
inflammation, les chimiokines (Ck) permettent aux monocytes (Mo) de sortir de la moelle
osseuse ou de la rate (dans certaines conditions) et de se diriger vers le tissu |ésé via les Ck
sécrétées. Elles contribuent également a les immobiliser au niveau de I'endothélium situé a
proximité de la Iésion (Charo and Ransohoff, 2006); (Middleton et al., 2002) et guident leur
migration finale au sein du tissu.

Ce sont des protéines de petite taille spécialisée dans la communication cellulaire, qui sont
efficaces a de concentrations de I'ordre du nanomolaire. Cependant, leur implication dans le
systéme immunitaire ne se limite pas qu’a la migration cellulaire en conditions pathologiques
inflammatoires. Elles interviennent également dans des phénoménes physiologiques tels
que dans la neuromodulation au sein du SNC (Rostene et al., 2011), dans I'angiogenése
(Heidemann et al., 2003), dans I'apoptose ou la survie des cellules immunitaires (Landsman
et al., 2009); (Levy et al., 2015). Elles sont majoritairement exprimées par les PM (Mantovani
et al., 2004); (Charo and Ransohoff, 2006) mais également par d'autres types cellulaires
comme les cellules endothéliales (Thelen, 2001); (Loetscher et al., 2000), les neurones (de

Haas et al., 2007) et les cellules épithéliales (Gopal et al., 2011).

3-1-1 Classification

Les Ck sont généralement constituées de 60 a 80 acides aminés, de 8 a 12 kDa. Elles se
fixent sur des récepteurs membranaires qui font partie de la famille des récepteurs Ck.

La classification des Ck repose sur la position relative des deux premiers résidus cystéines
en position N-terminale (Bachelerie et al., 2014); (Zlotnik and Yoshie, 2000); (Bacon et al.,
2002). Ces cystéines peuvent étre adjacentes (sous-famille de CC, composée de 28
membres), séparées par un acide aminé (sous-famille de CXC, composée de 17 membres),

séparée par 3 acides aminés (sous-famille de CX3C, composé d’'un membre CX3CL1) ou ne
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présentant qu'une seule cystéine en N-terminale (sous-famille de C, composée de 2

membres) (Figure. 19).

Chemokine Other names Receptor Receptor Immune cell expression
GXCEl GRO«, MGSA, mouse KC CXCR2 G protein—coupled receptors
CXC1.2 GRO B’ MIP—ZO(, mouse MIP2 CXCR2 CXCRI1 I\gil)tggp’-}[l‘ll > monocyte, NK, mast cell, basophil,
(2CL3 GROy; MIP-25 CxeR CXCR2 NeutrophiEiFi monocyte, NK, mast cell, basophil
CXCL4 PF4 ? CD$+ T : ?
CXCILS5 ENA-78, mouse LIX CXCR2 CXCR3 Thi, CD8* Ty and Tem, NK, NKT, pDC,
CXCL6 GCP-2 (no mouse) CXCR1, CXCR2 B cell, Treg, Tth
CXCLT NAP-2 CXCR2 CXCR4 Most (if not all) leukocytes
CXCL8 IL-8 (no mouse) CXCR1, CXCR2 CXCRS B cell, Tth, Tfr, CD8* Trm
CXCL9 Mig CXCR3
CXCL10 P-10 CXCR3 CXCR6 Thi1, Th17,y6 T, ILC, NKT, NK, plasma cell
CXCLL1 I-TAC CXCR3 CCR1 MonocyFe, macrophage, neutrophil, Thi,
basophil, DC
SRR B R CCR2 Monocyte, macrophage, Th1, iDC, basophil, NK
CREER BLE, BEA-S Ry CCR3 Eosinophil > basophil, mast cell
CXCL14 BRAK ?
Cxcll5 Lungkine (mouse only) ? CCR4 Th2, skin- and lung-homing T, Treg > Th17,
CXCL16 CXCR6 CD8* T, monocyte, B cell, iDC
EEE1 1-309, mouse TCA3 CCRS8 CCRS Monocyte, macrophage, Th1, NK, Treg, CD8+
CCL2 MCP-1, mouse JE CCR2 T, DC, neutrophil
CCL3 MIP-1 CCR1, CCRS CCR6 Th17 > iDC, v§ T, NKT, NK, Treg, Tth
CeEd MIP-1p CCRS CCR7 naive T, Tcar, Trom, mDC, B cell
CCLS5 RANTES CCR1, CCR3, CCR5
Ccl6 C-10, MRP-1 (mouse only) Unknown CCRS Th2, Treg, skin Trar, v5 T, monocyte,
CCL7 MCP-3, mouse Fic or MARC CCR2, CCR3 macrophage
CCL8 MCP-2 GCGRY, ECR2, CCR3,;:CCRS CCR9 Gut-homing T, thymocytes, B, DC, pDC
(human); CCR8 (mouse)
Ccl9/10 MIP-1y, MRP-2 (mouse only) Unknown CCR10 Skin-homing T cell, IgA-plasmablasts
CCL11 Eotaxin-1 CCR3
Cdll12 MCP-5 (mouse only) CCR2 XCR1 Cross-presenting CD8F DC, thymic DC
CCL13 MCP-4 (no mouse) CCR2, CCR3, CCRS CX3CRI1 Resideft monocyte, n_]acrophage, microglia, Thi,
CCL14 HCC-1 (no mouse) CCRI , (DG N iy el
Atypical (nonsignaling) receptors

ECL15 Leukotactin-1, HCC-2, MIP-5 CCR1, CCR3 ACKR1 RBC, LEC

(no mouse) (DARG; Duffy)
CCL16 HCC-4,NCC-4, LEC CCR1, CCR2, CCRS ACKR2 (D6) LEC, DG, B cell

il D) ACKR3 (CXCR7) Stromal cells, B cell
CCL17 TARC CCR4 ACKR4 Thymic epithelium

(CCRLI;

CCL18 PARC, DC-CKI (no mouse) CCR8 CCX-CKR)
CCL19 ELC, MIP-33 CCR7
CCL20 MIP-3 &, LARC CCR6
CCL21 SLC, 6CKine CCR6, CCR7
CCL22 MDC CCR4
CCL23 MPIF-1, MIP-3 (no mouse) Unknown
CCL24 Eotaxin-2, MPIF-2 CCR3
CCL25 TECK CCR9
CCL26 Eotaxin-3 CCR3, CX3CR1
CCL27 CTAK CCRI10
CCL28 MEC CCR3, CCRI10
XCL1 Lymphotactin &, SCM-1 XCR1
XCL2 Lymphotactin 3, SCM-1f XCR1

(no mouse)
CX3CL1 Fractalkine CX3CRI1

Figure 19: Classification des différentes chimiokines et récepteurs chimiokines exprimés par
les leucocytes.
Les Ck sont divisées en sous familles sur la base du nombre et de I'emplacement de
cystéines situées en N-terminal.
(Griffith, Annu Rev Immunol, 2014)
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3-1-2 Les récepteurs chimiokines

Les récepteurs Ck sont exprimés par un grand nombre de cellules, en particulier par les
cellules hématopoiétiques telles que les Mo, les CM, les macrophages (Mp) et les cellules
dendritiques (Mantovani et al., 2004); (Charo and Ransohoff, 2006). Ces récepteurs
appartiennent a la grande famille des récepteurs a sept domaines transmembranaires
couplés a la protéine G, les GPCR.

Ces récepteurs aux Ck sont répartis selon la méme nomenclature que les quatre sous-
familles de CK: les CCR- (composé de 10 membres), les CXCR- (composé de 7 membres),
XCR- (1 membre) et CX3CR- (1 membre) (Figure. 19). A part quelques exceptions, un

récepteur CK ne peut interagir qu'avec des Ck appartenant a la méme famille.

3-1-3 Interactions Chimiokine-Récepteur

La diversité des Ck et des récepteurs Ck forme un réseau complexe qui permet de moduler
finement les interactions entre les cellules. Une Ck peut se lier a différents récepteurs et
inversement, un récepteur a plusieurs Ck (Figure. 19). Cette redondance importante permet
d’établir un systtme de compensation. Elle entretient la robustesse et I'adaptabilité de la
réponse inflammatoire qui est contrélée par un réseau protéiques et non par une seule Ck.
Ces phénoménes de compensation peuvent rendre parfois difficile les interprétations de
résultats. En effet, dans les modéles de délétion génétique, I'absence de I'expression d'une
Ck ne va pas nécessairement se traduire par un phénotype anormal.

Il existe néanmoins des exceptions, des récepteurs qui n'ont qu'un seul ligand comme

CX3CR1ou encore CXCR6 qui sont dit « monogames ».

3-1-4 Implication de I'axe CCL2/CCR2 et CX3CL1/CX3CR1
dans les pathologies

Nous allons principalement nous intéresser a I'axe CCL2/CCR2 et a I'axe CX3CL1/CX3CR1
qui semblent jouer un réle essentiel dans nos modéles de souris, pour étudier la pathologie
de la DMLA.
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La Ck CX3CL1 (aussi appelée fractalkine) a été identifiee chez 'homme en 1997 par Bazan
(Bazan et al., 1997). La chaine protéique de CX3CL1 est hautement conservée entre
’homme et la souris (Rossi et al., 1998). Elle est la seule Ck avec CXCL16 a exister sous la
forme membranaire (Huang et al., 2009). Le domaine membranaire de CX3CL1 peut étre
clivé sous I'action d’enzyme protéolytique comme la TNFa converting enzyme (ADAM 7 en
conditions inflammatoires) et ADAM 10 en conditions normales (Figure. 20) (Tsou et al.,
2001); (Garton et al., 2001); (Hundhausen et al., 2003). Elle est exprimée par de hombreux
types cellulaires tels que les cellules endothéliales (Imaizumi et al., 2004), épithéliales
(Muehlhoefer et al., 2000), les neurones (Sheridan and Murphy, 2013) et les CM (Lindia et
al., 2005).

Le récepteur CX3CR1 a été caractérisé en 1994 par Harrison (Harrison et al., 1994). |
appartient a la famille des GPCR. Les études biochimiques ont montré que les CX3CR1 se
fixent avec la méme affinité que ce soit avec la forme membranaire que soluble. Ce
récepteur est fortement exprimé par les neutrophiles, les cellules NK, les Mo, les CM, les

cellules épithéliales et les cellules endothéliales (Imai et al., 1997).

"| N-terminal domain:
Residues 1-76

| Mucin-like stalk:
Residues 77-317

ADAM7/TACE{ C
ADAM 10{C

Transmembrane Cell
o helix: Residues ]Membrane
318-336

Cytoplasmic tail:

Residues 337-373

Figure 20: Structure schématique représentant la fractalkine/CX3CL1.
(Jones, molecular interventions, 2010)
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Les fonctions de I'axe CX3CL1/CX3CRL1 sont tres différentes que ce soit en central ou en
périphérie.

En périphérie, il est clairement démontré que CX3CL1/CX3CR1 est directement impliqué
dans le recrutement, la migration et l'activation de cellules inflammatoires du sang vers le
tissu inflammé (Nishimura et al., 2002).

CX3CL1 est notamment impliqué dans la pathologie de l'athérosclérose. Les cellules
endothéliales produisent une large quantité de CX3CL1 en conditions inflammatoires
(Greaves and Gordon, 2001). La forme membranaire renforcerait I'adhésion des Mo
circulants et la forme soluble permettrait de recruter les Mo patrouilleurs qui sont CX3CR1""
au niveau des plaques d'athérome. Ainsi, il a été observé chez les souris déficientes en
CX3CR1 une diminution importante du nombre de PM infiltrants et une diminution de la
formation des plaques d’athéromes (Combadiere et al., 2003); (Lesnik et al., 2003).

Le role de CX3CL1/CX3CR1 est totalement différent au niveau du SNC. CX3CL1 est
constitutivement exprimée par les neurones dans le SNC et joue un réle clé dans la
communication neurone-CM (Harrison et al., 1998). CX3CL1 est présent a la surface des
neurones (Clark et al., 2009) et CX3CRL1 est principalement exprimé par les CM (Harrison et
al., 1998); (Lindia et al., 2005). La liaison entre CX3CL1 et son récepteur contribue a
I'atténuation de I'activation des CM en conditions physiologiques. In vitro, CX3CL1 inhibe la
production de cytokines comme IL-1(, IL-6, TNFa ou encore iNOS induit par le LPS dans les
CM (Mizuno et al., 2003). De méme in vivo, il a été démontré que l'inhibition de le CX3CL1
endogéne induisait une augmentation de la production de TNFa et de ROS aprés injection
de LPS par voie intracérébroventriculaire (Zujovic et al., 2001).

Il semblerait que dans le SNC, I'invalidation de I'axe CX3CL1/CX3CR1 soit trés délétére, en
induisant I'activation des CM qui seraient responsables de la mise en place de l'inflammation
chronigue dans de nombreuses pathologies (Sennlaub et al., 2013); (Cardona et al., 2006);
(Kezic et al., 2013).

Cardona et ses collaborateurs (Cardona et al., 2006) ont montré dans un modeéle de
Parkinson et de sclérose latérale amyotrophique que la déficience en Cx3crl induisait un
défaut de migration des CM au niveau du site de lésion et une augmentation de la mort
neuronale. En effet, 'absence de CX3CR1 au niveau des CM entrainerait une neurotoxicité
plus importante en surexprimant IL-1B. Cependant, les mécanismes de cette surexpression
restent a déterminer. Il a été récemment démontré que la déficience en Cx3crl induisait un
effet protecteur dans les stades précoce (a jour 4) aprés un traumatisme cranien (une survie
plus importante des neurones dans le cortex et une moindre accumulation des cellules
CD11b+ au niveau de la lésion). Tandis que 5 semaines aprés le traumatisme cranien, la
déficience en Cx3crl induisait une mort plus importante des neurones et une accumulation

plus importante des cellules CD11b+ au niveau de la lésion (Zanier et al., 2015). Ces
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résultats suggérent que I'axe CX3CL1/CX3CR1 pourrait avoir des roles différents en fonction
du temps.

Par contre, dans la maladie d’Alzheimer, I'invalidation de I'axe CX3CL1/CX3CR1 semblerait
bénéfique puisque I'absence de Cx3crl induirait une diminution des dépbts B-amyloide et

une diminution de la perte neuronale (Lee et al., 2010); (Fuhrmann et al., 2010).

Le deuxiéme axe de régulation des PM dans le SNC est I'axe CCL2/CCR2 (Chimiokine
receptor 2) qui est impliqué dans le recrutement des Mo inflammatoires CCR2+ de la
circulation sanguine originaire de la moelle osseuse.

CCL2 (MCP-1) fait partie de la famille des Ck CC et joue un r6le crucial dans l'attraction et
linfiltration des PM (Huang et al.,, 2001). Le géne humain Ccl2 est localisé sur le
chromosome 17q11.2, la protéine humaine est composée de 76 acides aminés et fait 13 kDa
(Van Coillie et al., 1999).

Elle est exprimée par de nombreux types cellulaires comme les cellules endothéliales, les
cellules musculaires lisses (Cushing et al., 1990), les cellules épithéliales (Standiford et al.,
1991), les astrocytes (Barna et al., 1994) et les CM (Hinojosa et al., 2011). Toutefois, les
Mo/Mp semblent étre la source majeure de CCL2 (Yoshimura et al., 1989).

Dans la pathologie de I'athérosclérose, les Mo circulants inflammatoires sont recrutés dans
les lésions d’athéromes ou CCL2 est fortement exprimée. L'invalidation de Ccr2 entraine une
diminution de 50 % de la taille des plaques et de 60 % des Mo infiltrants (Ikeda et al., 2002).
Tout comme pour I'axe CX3CR1/CX3CL1, la mobilisation de PM par I'axe CCR2/CCL2 peut
avoir des effets bénéfiques ou déléteres:

Au niveau du SNC, il a été montré dans un modele de détachement rétinien, que la
dégénérescence des PR est associée a une expression accrue de CCL2 dans la rétine ce
gui contribuerait aux recrutements des PM (Nakazawa et al., 2007).

De méme chez les patients atteints de rétinopathie diabétique, il a été observé une
augmentation du nombre de PM activés qui est associée a une forte expression de CCL2
(Meleth et al., 2005).

Enfin, nous avons récemment montré une augmentation significative de la concentration de
CCL2 dans les humeurs aqueuses des patients atteints d’atrophie, qui est associée a la
présence de cellules CCR2+ dans I'espace sous-rétinien a proximité des zones atrophiques
(Sennlaub et al., 2013).

Cependant linvalidation de Ccr2 peut également s’avérer délétére. Effectivement, la
déficience de Ccr2 dans 2 modeéles d’Alzheimer (souris Tg 2576 et APPswe/PS1) entraine

une perte de la mémoire et une formation plus importante de plagues B-amyloides (El
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Khoury et al., 2007); (Naert and Rivest, 2011). En effet, la déficience de Ccr2 dans les souris
Tg 2576 induit un défaut de recrutement des PM de la circulation ce qui conduit a une
accumulation des plaques B-amyloides dans les vaisseaux sanguins et une mort prématurée

de ces souris (El Khoury et al., 2007).

Tout cela suggeére que le rble protecteur ou aggravant du recrutement des PM via CCL2 ou

CX3CL1 dépend du type de pathologie considéré.

3-2 Les phagocytes mononucléés

Le systeme des PM est un lignage myéloide dérivant de progéniteurs de la moelle osseuse
qui comprend les Mo, Mp et les cellules dendritiques (Hume, 2006); (Ransohoff and
Cardona, 2010).
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Figure 21: Origine et différenciation des monocytes.

Les Mo sont issus de la différenciation de cellules souches hématopoiétiques. HSC:
Cellules souches hématopoiétiques; CMP: précurseur myéloide commun; GMP:
précurseur granulo-monocytaire; MDP: précurseurs myéloide commun aux Mo, Mp et
cellules dendritiques.

(d’apres Ransohoff, nature review, 2010)
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Les Mo proviennent de la différenciation des cellules souches hématopoiétiques (HSC)
médullaires qui sont capables de reconstituer tous les types cellulaires hématopoiétiques
(Osawa et al.,, 1996). La différenciation des HSC va engendrer un progéniteur myéloide
commun (CMP) qui se différencie a son tour en myéloblaste (GMP) capable de donner les
granulocytes et les Mo. Et enfin le GMP se différencie en précurseur myéloide (MDP)
commun aux Mo, Mp et cellules dendritiques (Figure. 21) (Ransohoff and Cardona, 2010).

Dans cette partie, nous allons seulement nous intéresser aux Mo, aux Mp et aux CM.
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Figure 22: Comparaison entre les différentes sous-populations de monocytes
humains et murins.

Les Mo murins sont classés en deux populations: les Mo classiques qui sont
Ly6c™" CCR2"" Cx3cr1®™ et les Mo non classiques qui sont Ly6c® CCR2°"
Cx3cr1M",

Les trois différents sous-types de Mo humains par cytométrie en flux (en haut a
droite): les Mo classique CCR2"" CD14"* CD167 les Mo non classiques
Cx3cr1"" CD14* CD16™ et les Mo intermédiaires CD14** CD16".

(Zimmermann, frontiers, 2012)
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3-2-1 Les Monocytes

Les Mo sont les leucocytes circulants qui représentent environ 10 % des leucocytes dans le
sang humain et 3% chez la souris (en fonction des fonds génétiques) (Nichols et al., 1971).
La maturation des Mo s’effectue dans la moelle osseuse, puis ils sont libérés dans le sang et
colonisent les tissus ou ils se différencient en macrophages ou en cellules dendritiques.

Depuis quelques années, de nombreux travaux s'intéressent aux Mo non plus comme un

état transitionnel vers le macrophage mais comme un type cellulaire & part entiére.

Au début des années 80, des études ont montré [I'existence d'une hétérogénéité
morphologique et fonctionnelle des Mo humains (Passlick et al., 1989). Trois sous-
populations de Mo sanguins ont été identifiées (Figure. 22) et ont été définies par

I'expression du CD14 (corécepteur du lipopolysaccharide) et du CD16 (récepteur IgG).

Les Mo classiques (CD14++CD16-) représentent 80 a 90% des Mo circulants (Soehnlein
and Lindbom, 2010); (Strauss-Ayali et al., 2007), de grande taille et qui expriment fortement
le marqueur de surface CD14 et faiblement CD16. Ils sont également CCR2"" et sont
CX3CR1"" (Figure. 21). Ces Mo produisent de I'lL-6, de I'lL-8, du CCL2 en réponse au LPS
via le Toll like receptor (TLR) 4. lls ont une forte activité de phagocytose, produisent une
grande quantité de ROS et développent une réponse cytotoxique dépendante des anticorps
(Connor et al., 1990). Ces Mo classiques assurent en premiére ligne, la défense de
I'organisme contre les pathogénes et de nombreuses études montrent la présence précoce
des Mo CD14+ dans les pathologies inflammatoires (Chuluundorj et al., 2014); (Reed-
Geaghan et al., 2010).
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Les Mo non classiques sont de petites tailles, représentent 5 a 10 % des Mo circulants
(Strauss-Ayali et al., 2007) et expriment un faible niveau de CD14 et un fort niveau de CD16.
A linverse des Mo classiques, ils sont CX3CR1™" et CCR2"" (Figure. 22). Cette sous-
population exprime de forts taux d'interleukine 1 récepteur antagoniste (IL-1Ra) en
conditions physiologiques, posséde une faible activité de phagocytose et ne produit que peu
de ROS (Cros et al., 2010). En présence de LPS, ils ne synthétisent pas de TNFa ni d’IL-1
(Auffray et al., 2009).

Une troisiéme population, initialement confondue avec les Mo non classiques a été observée
en 1989 (Passlick et al., 1989) et représenterait 5 a 10 % des monocytes circulants.
L’analyse par cytométrie en flux ne permet pas de bien discriminer les trois différentes
populations mais plutét un continuum en forme de banane (Figure 22) (Stansfield and
Ingram, 2015).

En présence de LPS, ils produisent de I'lL-1, I'lL-6, de I'lL-8, du CCL3 mais également de
l'IL-10 in vitro (Auffray et al., 2009). lls possédent une activité de phagocytose importante
mais ne produisent pas de ROS. Les fonctions de ces Mo intermédiaires sont peu connues

puisque la majorité des études cliniques ignorent cette population.

Les études sur les Mo restent trés difficile in vitro compte tenu que ce sont des cellules de
limmunité, qui se différencient aux moindres stimuli de I'environnement et peuvent étre
activés pendant la purification. L'identification de leur homologues chez la souris a permis de

les caractériser in vivo.

La génération de souris GFP sous le promoteur du géne Cx3crl (Cx3crl kin GFP) chez la
souris (Jung et al., 2000) a grandement facilité I'étude des Mo chez les murins. lls sont
identifiés en fonction de leur taille (FCS), de leur granulosité (SSC), de I'expression de
CD115, CD11b, de la non expression de Ly6g (spécifiguement exprimés par les
neutrophiles) et I'expression variable de Ly6c et Cx3crl. Une étude a montré I'existence de

deux populations, un premier sous-type appelé les Mo classiques ou inflammatoires
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(Ly6c™", Cx3cr1®” et CCR2"" représentant 50 % des Mo dans le sang) et un second sous-
type les Mo non classiques (Ly6c", Cx3cr1"¥" et CCR2"" représentant 50 % des Mo dans le
sang) (Figure. 22) (Strauss-Ayali et al., 2007); (Soehnlein and Lindbom, 2010). Il a été
proposé que la transition des Mo inflammatoires vers les Mo non classiques se fait dans la
circulation (Sunderkotter et al., 2004).

Récemment, le dogme de la moelle osseuse comme unique réservoir de Mo a été remis en
cause. En effet il a été montré que les Mo peuvent également provenir de la rate dans un

modéle d'infarctus du myocarde (Swirski et al., 2009) (Figure. 23).
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Figure 23: Schéma représentant les deux populations de monocytes chez la souris.

Les Mo sont issus de la différenciation des précurseurs myéloide commun (MDP). Les
Mo Ly6c™" patrouillent le long des vaisseaux et les Mo Ly6c™" sont recrutés au niveau
des sites inflammatoires.

La rate peut également étre une source de Mo Ly6c™®" lors d’'un infarctus du myocarde.
(Sheel, cell press, 2012)
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Les Mo Cx3cr1™ CCR2"" sont des cellules larges (de 10 & 14 um de diamétre). En
conditions homéostatiques, les Mo inflammatoires circulent a travers les organes lymphoides
et non lymphoides et ont une demi-vie d’'un jour (Liu and Nussenzweig, 2010). En conditions
pathologiques, ce sont eux qui sont recrutés au niveau du site de l'inflammation (Geissmann
et al., 2003). En effet, tout comme leur homologues humains, les Mo inflammatoires murins
expriment trés fortement CCR2 ce qui leur permet de sortir de la moelle osseuse et d'aller
vers le site d’inflammation (Figure. 23). Chez les souris déficientes en Ccr2, il a été observé
une diminution de la proportion de Mo inflammatoires dans la circulation sanguine et
inversement une augmentation du nombre dans la moelle osseuse (Serbina and Pamer,
2006). La déficience de l'axe CCL2/CCR2 empéche la mise en place d'une neuro-
inflammation dans de nombreux modéles murins (Conductier et al., 2010); (Fife et al., 2000);
(Sennlaub et al., 2013); (Grozdanov et al., 2014). Ces Mo inflammatoires sont présents dés
la phase précoce de l'inflammation lors d'une infection (Shi and Pamer, 2011), lors d'un
infarctus du myocarde (Nahrendorf et al., 2007). lls ont une forte activité de phagocytose,
produisent des ROS et des cytokines pro-inflammatoires comme TNFa et IL-13 en réponse a
une stimulation de TLR4 (Cros et al., 2010). lls sont important dans le processus
d’élimination des pathogénes par phagocytose, et peuvent se différencier en cellules
dendritiques en exprimant CD11c (dans I'élimination des débris nécrotiques) (Nahrendorf et
al., 2007).

Les Mo résidents Cx3crl™" CCR2'" sont de plus petites cellules (de 8 a 12 pm de

diamétre). Ils ont une durée de vie plus longue que les Mo Ly6c""

. Ces Mo « patrouillent »
le long des parois des vaisseaux sanguins (Figure. 23). Ces mouvements de patrouille sont
différents du mouvement de « rolling » (ce sont des liaisons qui se forment et qui se rompent
continuellement faisant ainsi ramper les Mo au niveau de la paroi endothéliale grace aux
récepteurs P selectin glycosylated ligand). En effet, la direction des mouvements de
patrouille se fait indépendamment du flux sanguin gréace a la liaison du récepteur CX3CR1
(Auffray et al., 2007).

En conditions physiologiques, leur extravasation est rare et concerne moins de 1 % des Mo.

low

Les fonctions de ces Mo Ly6¢c™" sont d’éliminer les lipides oxydés, les cellules mortes et les

pathogénes (Shi and Pamer, 2011).
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3-2-2 Différenciation des monocytes en macrophages

Les Mp sont des cellules de taille plus importante que les Mo (50 um de diameétre). lls ont de
nombreuses fonctions comme | ‘élimination des cellules apoptotiques, la genése et la
résolution des réactions inflammatoires, le remodelage et la cicatrisation des tissus
(Lawrence et al., 2002); (Gordon, 2007). Ces cellules possédent une machinerie cellulaire
(les lysosomes, les vacuoles de phagocytoses, I'appareil de golgi) bien plus développée que
les Mo, ce qui leur permet d’avoir une meilleure migration, phagocytose et production de
cytokines.

L’hétérogénéité morphologique et fonctionnelle des macrophages a été longuement décrite
(Mantovani et al., 2002); (Geissmann et al., 2010). Face a cette plasticité (capable de se
polariser en fonction de son environnement), une nomenclature a été définie par analogie
avec les lymphocytes Thl et Th2: les Mp de type M1 (classiques) de nature pro-
inflammatoire, qui possédent une activité anti-bactérienne et sont impliqués dans la mise en
place de la réaction inflammatoires contre les pathogénes (Allavena and Mantovani, 2012) et
les Mp de type M2 qui sont plutot impliqués dans la réparation et le remodelage tissulaire
(Figure. 24) (Martinez et al., 2008).
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Figure 24: Schéma représentant la polarisation des macrophages.

Les Mp constituent une population trés hétérogéne qui peut étre catégorisée
en Mp de type M1 et M2.

(Canton, nature review immunol, 2013)
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Les Mp résidents (par opposition aux Mp issus de l'infiltration des Mo) colonisent les organes
au cours de I'embryogenése et sont capables en conditions physiologiques de se renouveler
(Gordon and Taylor, 2005) (Figure. 25). lIs se différencient en cellules de Kupffer dans le foie
(Crofton et al., 1978), en CM dans le cerveau (Saijo and Glass, 2011) ou en ostéoclastes
dans les os (Udagawa et al., 1990) (Figure. 25). lls sont la premiére ligne de défense d'un
tissu. Une étude a montré que dans certains cas d’inflammation, 'augmentation locale du
nombre de Mp n’est pas forcément due a un recrutement via la circulation mais plutét a une

prolifération locale (Jenkins et al., 2011).
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Figure 25: Schéma représentant la diversité des macrophages résidents.
(Murray, nature review, 2011)

Les Mp de type M1 sont des cellules effectrices spécialisées dans la destruction des
microorganismes. lls sont caractérisés par une importante capacité d’élimination des
pathogénes intracellulaire (Mosser and Handman, 1992). Ils sécrétent des médiateurs pro-
inflammatoires comme TNFa, IL-103, IL-6 et IL-12 (Martinez and Gordon, 2014) ainsi que des
ROS. La polarisation de ces Mp est influencée par I'environnement cytokinique. Ainsi, in

vitro, les Mp M1 sont induits par I'lFNy, TNFa et LPS. lls produisent également de I'lL-12 et
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I'IL-23 qui induisent la polarisation lymphocytaire vers un phénotype Thl (Mantovani et al.,

2002). En cas d’inflammation chronique, ils sont responsables de la destruction tissulaire.

Les Mp de type M2 (anti-inflammatoires ou alternatifs) produisent des cytokines anti-
inflammatoires comme IL-1Ra, IL-10, CD206 et des récepteurs scavengers (Martinez et al.,
2008). Ces Mp M2 sont induits par des cytokines anti-inflammatoires comme IL-4, IL-10
TGFB in vivo et in vitro (Mantovani et al., 2005). lIs jouent un rdle primordial dans la réponse
de type Th2 et sont impliqués dans le remodelage et la réparation tissulaire. Les Mp M2
expriment fortement les récepteurs du mannose, du galactose, et de l'arginase qui sont
associés a I'expression de I'lL-1Ra (Dinarello, 2005).
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Figure 26: La plasticité et le continuum moléculaire de I'expression des marqueurs
entre les profils extrémes M1 & M2.
(Mantovani, trends in immunol, 2004)
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Toutefois, la nomenclature est entrain de vivre un véritable un tournant, en ne se limitant
plus qu'aux Mp de type M1 ou M2 mais en prenant compte un spectre beaucoup plus large
de leurs états d'activation. La polarisation M1/M2 ne doit étre vue que comme une
simplification conceptuelle permettant de décrire le continuum d’activation qui existe entre
les extrémes (Figure. 26).

La perte de I'équilibre entre les Mp de types M1 et M2 peut aboutir a des processus
pathologiques. L'excés d'activation des Mp M1 induit des maladies inflammatoires

chroniques tandis que I'excés d'activation des Mp M2 induit une immunosuppression forte.

Des chercheurs se sont intéressés a savoir si I'hétérogénéité des Mo avait un lien avec la
génération des populations macrophagiques. Les Mo inflammatoires initient une
différenciation en Mp M1 en surexprimant des facteurs de transcription RelB et PU.1 (Auffray
et al., 2007), alors que les Mo non classiques en réponse a un méme pathogéne se
différencient en Mp M2 en exprimant cMaf et MafB, I'arginase et CD206. Il a été montré chez
les souris déficientes en Ccr2 dans un modéle d’obésité, I'absence des Mp M1 dans les
tissus adipeux mais toujours la présence des Mp M2. Tandis que chez les souris contrdles
avec ce méme modéle, la présence majoritaire des Mp M1 est observée au niveau des
tissus adipeux. Ces auteurs concluent que les Mp M1 et M2 dérivent respectivement des Mo
inflammatoires et non-classiques. Cependant dans certaines conditions les Mo
inflammatoires peuvent se différencier en Mp de type M2 anti-inflammatoire en stimulant la
réparation tissulaire dans un modeéle de lésion du muscle squelettique (Arnold et al., 2007).

En conclusion, les Mo inflammatoires en conditions pathologiques se différencient en Mp de

type M1, méme si dans certains modéles ces Mo peuvent se différencier en Mp de type M2.

3-2-3 Microglies

Les CM sont considérées comme les Mp résidents du SNC et représentent 5 a 20 % des
cellules du SNC (Ransohoff and Cardona, 2010). Comme les autres Mp tissulaires, les CM
sont spécialisées dans la surveillance immunitaire locale mais présentent également
certaines spécificités les distinguant des autres populations de PM. Une des particularités
des CM est leur morphologie étoilée avec des longs prolongements (Figure. 27) leur
permettant de sonder en permanence I'ensemble du parenchyme, afin de détecter toute

entrée de pathogéne ou dysfonctionnement cellulaire (Nimmerjahn et al., 2005).
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Rio Horteg a été le premier a décrire les CM dans le SNC et les a classé comme une

population distincte des neurones et des astrocytes (Somjen, 1988).

e A

Quiescentes Amiboides

Figure 27: Schéma représentant la forme quiescente et la forme activée (amiboide)
des CM dans le SNC.

En conditions homéostatiques, les CM présentent une morphologie étoilée avec des
longs prolongements leur permettant de sonder en permanence l'ensemble du
parenchyme, afin de détecter toute entrée de pathogéne ou dysfonctionnement
cellulaire. Lorsque les CM sont activées, elles perdent progressivement leurs
prolongements cytoplasmiques ce qui s’accompagne d’'une hypertrophie de leurs
corps cellulaires.

(modifié a partir de Karperien, frontiers, 2013)

L'origine des CM est toujours sujette a controverse, du fait de I'absence de marqueurs
spécifiques permettant de les identifier sans ambiguité. lls pourraient étre d’origine
mésodermale, neuroectodermale ou hématopoiétique. Les choses se sont précisées
lorsqu’une équipe a montré que les CM pourrait avoir une origine extra-embryonnaire et
mésodermale (Ginhoux et al.,, 2010); (Kierdorf et al., 2013). Les CM proviendraient des
progéniteurs des sacs vitellins, les progéniteurs erythromyéloides (Figure. 21). Ces
progéniteurs envahiraient le tube neural aprés quelques jours de développement
embryonnaire, avant méme la mise en place du réseau vasculaire.

L'ensemble des données de la bibliographie semble montrer que les CM ne possédent pas
gu’une origine. Au cours du développement, les CM dérivées des précurseurs mésodermaux

coloniserait la totalité du SNC. Ces CM formeraient un pool de cellules extrémement stable.
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Des expériences in vivo d'injection de BrdU (agents s’incorporant dans I’ADN nouvellement
synthétisé des cellules en prolifération) chez les souris normale montrent que trés peu de
cellules sont positives pour le BrdU dans la rétine (Xu et al., 2007). La prolifération des CM
au sein de la rétine est donc trés limitée en conditions physiologiques. Le renouvellement du
pool microglial se ferait grace aux cellules myéloides venant de la circulation sanguine
(Kaneko et al., 2008); (Xu et al., 2007).

Au cours du développement, les CM présentent tout d’abord une morphologie amiboide au
moment de la colonisation puis adoptent progressivement une structure ramifiée (Ling and
Wong, 1993).

La premiére intervention de la CM est son implication dans la neurogenése. Aprés la
naissance, le développement de la rétine n’est pas terminé chez la plupart des mammiféres.
Il existe une surproduction de cellules ganglionnaires et une grande partie des neurones
générés disparaissent (Li et al., 2015). Ce remodelage par mort cellulaire participe a
I'ajustement des connections neuronales. Lors du développement, la fonction principale des
CM est de phagocyter et d’éliminer les corps cellulaires des neurones dans la CNI et la
CCG. Elles jouent également un role essentiel dans le guidage, 'orientation et la maturation
des synapses au cours du développement post-natal chez la souris (Bilimoria and Stevens,
2015); (Kettenmann et al., 2013).

Par ailleurs, leur apparition avec les vaisseaux sanguins au cours du développement
suggeérent qu’elles pourraient aussi intervenir dans le guidage et dans la mise en place du
systéme vasculaire dans le SNC (Arnold and Betsholtz, 2013); (Pennell and Streit, 1997);
(Fantin et al., 2010).

A l'age adulte, les CM ramifiées sont qualifiées de quiescentes mais sont loin d'étre
inactives. Ces cellules quiescentes sont caractérisées par une faible expression de CD45 et
guasiment pas d'expression de CMH Il (Carson et al., 1998). Ces cellules peuvent étre

activées a la moindre perturbation détectée dans le tissu (Ladeby et al., 2005).

-Les CM jouent un rble primordial dans la phagocytose. Les CM sont recrutées vers les
pathogénes a phagocyter en détectant I'ATP relargué par les neurones endommagés via
leur récepteurs ionotrophiques P2X- et métabotropiques P2Y- puis elles adherent grace a
des récepteurs de surface comme les récepteurs d’épuration de type SR-A et les récepteur

au complément CR3 (Reichert and Rotshenker, 2003); (Davalos et al., 2005). L'adhérence
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est facilitée par I'opsonisation des pathogénes ou des facteurs du complément. Les CM sont
moins efficaces pour phagocyter les Mp en périphérie (Mosley and Cuzner, 1996).

-Les CM patrticipent a I'établissement de la réponse adaptative notamment par leur capacité
de présentation antigénique par I'expression des molécules de CMH de classe Il lors de leur
activation. Elles expriment également des molécules de costimulation de type B7
nécessaires a une activation des lymphocytes (profil Thl, Th17 ou Th2) (Frei et al., 1987);
(Hetier et al., 1988); (Hickey and Kimura, 1988).

-Elles participent également a I'amplification de la réponse immunitaire innée (activation
aigie) par lintermédiaire de la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires. En cas
d’'inflammation, elles sécretent une grande quantité de cytokines pro-inflammatoires qui
peuvent avoir des effets bénéfiques comme néfastes. IL-1 est fortement produit par les CM
lors d’'une inflammation (Davies et al., 1999), qui induit la production de TNFa ou encore
d’'IL-6 (Basu et al., 2004).

Une des principales caractéristiques des CM est leur capacité a s'activer trés rapidement en
réponse a un stress (Rock et al., 2004) que ce soit lors d’une ischémie cérébrale (Stoll et al.,
1998), lors de maladies dégénératives (Ransohoff, 2009) ou d'infections bactériennes (Olson
et al., 2001). L’activation des CM est associée a toutes les pathologies du SNC (Block and
Hong, 2005); (Madeira et al., 2015); (Santiago et al., 2014); (Langmann, 2007).

Plusieurs mécanismes concourent a I'activation:

-Les neurones maintiennent les CM dans leur état quiescent via I'expression de CD200, de
TGFB, de prostaglandine E2 ou encore via CX3CL1 (exprimée constitutivement par les
neurones) et CX3CR1 (exprimées par les CM) (Figure. 28). La perte de ces interactions
entraine I'activation des CM (Broderick et al., 2002); (Saijo and Glass, 2011); (Ransohoff and
Cardona, 2010). Les CM tentent de protéger les neurones lésés en favorisant leur réparation
par la sécrétion de facteurs neurotrophiques (Streit, 2002b). En cas d’échec, I'inflammation
se poursuit et les CM atteignent un stade d’activation plus important susceptible de conduire
a une inflammation chronique (Langmann, 2007); (Santiago et al., 2014); (Madeira et al.,
2015). Elles perdent progressivement leurs prolongements cytoplasmigues ce qui
s'accompagne d’'une hypertrophie de leur corps cellulaire (Figure 27). Elles vont exprimer
plus fortement CD11b, CD45 et les CMH |, Il.

-Les CM peuvent étre activées par de nombreux signaux (Langmann, 2007) comme les
cytokines, les facteurs du complément, les protéines plasmatiques, les motifs associés aux

bactéries ou virus, 'ATP libéré par les neurones endommagés (Figure. 29).
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La diversité des récepteurs exprimés par les CM explique le grand nombre de stimuli
capable d’'activer les CM. Elles expriment tous les récepteurs TLR capable de reconnaitre
les virus, les bactéries, les parasites (Pasare and Medzhitov, 2004), les récepteurs
purinergiques permettant de détecter 'ATP extracellulaire (Inoue, 2002), les récepteurs du
complément (Rotshenker, 2003), les récepteurs aux cytokines comme IFN, TNF, IL-1 (Yenari
et al., 2010) ou encore le récepteur TREM 2 qui est impligué dans la phagocytose
(Takahashi et al., 2007).
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Figure 28: Interactions entre le neurone et la cellule microgliale.

Les neurones inhibent I'activation des CM de plusieurs maniéres. Elles peuvent
inhiber les CM par contact cellule-cellule comme indiqué en violet. Les cytokines
solubles inhibitrices ou les molécules d’adhésion et leurs récepteurs sont montrés
en bleu, et les neurotransmetteurs et leurs récepteurs sont indiqués en rouge.
(Ransohoff, nature, 2010)

51



-Les CM peuvent évoluer en dehors de toute pathologie avec I'age vers un phénotype et une
morphologie altérés. Ces CM dites « dystrophique » présentent une morphologie
hypertrophiée (Streit et al., 2004). Elle s’accompagne d’'une expression plus importante de
marqueurs d’activation comme le CMH II, ICAM, CD86 (Lynch, 2009), produisent plus de
TNFa et IL-18 et une diminution de TGFp et IL-10 (von Bernhardi et al., 2010).

Dans la rétine, le nombre de CM augmente avec I'dge chez les souris. Ces CM ont une
vitesse d’extension et de rétraction plus lente, elles perdent leur faculté a migrer et ont
tendance a s’accumuler au cours du vieillissement, méme au niveau de I'espace sous-
rétinien, ce qui suggére une diminution de la capacité de surveillance de I'environnement (Xu
et al.,, 2008); (Xu et al., 2009). Ces données montrent que ces CM sénescentes
contribueraient a créer un environnement propice a une inflammation chronique au cours du

vieillissement ce qui peut favoriser les pathologies liées a I'age.
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Figure 29: Schéma représentant les différents signaux qui induisent I'activation
des cellules microgliales.

Les CM ramifiées sont gardées dans un état quiescent pour réguler ’lhoméostasie
rétinienne grace aux contacts cellulaires et aux facteurs libérés par les neurones,
les astrocytes et I'EPR. Plusieurs éléments peuvent déclencher la
dégénérescence rétinienne et mener a I'activation, la prolifération et a la migration
microgliale. Les microglies activées sécréetent différents facteurs bioactifs menant
a une réponse exagérée des microglies puis a une Iésion rétinienne.

(d’apres Langmann, j leukocyte biology, 2007)
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V- DMLA et inflammation

4-1 Privilege immun de I'ceil

Le SNC doit en permanence mettre en balance le risque lié & une infection et le risque lié au
déclenchement d’une réaction inflammatoire susceptible d’endommager les neurones. Les
neurones constituent effectivement une population de cellules extrémement différenciées
ayant perdu la capacité a se renouveler. L'ceil est un site immunologique privilégié, aussi
bien au niveau de la chambre antérieur, que dans le vitré ou encore dans I'espace sous-
rétinien. Ce statut immunologique trés particulier de I'eeil est dd, d'une part a des
caractéristiques anatomiques (la présence de la barriere hémato-rétinienne (BHR), I'absence
d’'un drainage lymphatique conventionnel) et d'autre part a des nombreux facteurs cellulaires

et moléculaires qui limitent les réponses immunitaires.

4-1-1 Barriere hémato-rétinienne

La BHR isole le tissu oculaire des facteurs diffusibles portés par la circulation sanguine
(Morcos et al., 2001). Cette imperméabilité est principalement due aux cellules endothéliales
qui forment des jonctions serrées. A cette paroi vasculaire s’ajoute la lame basale de
I'endothélium, les péricytes et les nombreux pseudopodes des astrocytes et les cellules de
Miiller qui contribuent a l'intégrité de I'étanchéité de la barriere et a la défense immunitaire.
De méme, au niveau de la rétine externe, la présence de jonctions serrées entre des cellules
de 'EPR contribue a former la BHR externe. Cependant, la présence de la BHR seule ne
suffit pas pour empécher I'extravasation des leucocytes dans des modeéles d’'inflammation
rétinienne (Xu et al., 2005).

La membrane limitante interne constituée des pieds des cellules gliales de Miiller définit la
frontiere entre la rétine et le vitré (constitue la premiére barriere physique de la rétine depuis

le vitré).

4-1-2 Facteurs cellulaires et moléculaires

De nombreux facteurs cellulaires et moléculaires qui limitent les réponses immunitaires des
cellules résidantes et la survie et I'activation des cellules infiltrantes:
-L’EPR sécréte une grande quantité de facteurs immunosuppresseurs tels que les

neuropeptides a-MSH (a-melanocyte stimulating hormone) (Taylor, 2007), la somastatine
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(Taylor, 2003), le peptide vasoactif intestinal (Stein-Streilein, 2013); (Ng et al., 2007), le
TGFB (Kriegel et al., 2006); (Li et al., 2006) et les inhibiteurs du complément (Goslings et al.,
1998).

-Les CM sont les seules cellules immunitaires résidentes de la rétine (localisées uniquement
dans la rétine interne) a I'exception de quelques cellules dendritiques (Santos et al., 2008);
(Forrester et al., 2010). Les neurones maintiennent ces CM dans leur état quiescent via
I'expression de nombreuses molécules (chapitre 3-2-3-2). L'absence de PM en conditions
physiologiques et de vaisseaux sanguins dans la couche des PR préserve les PR en cas
d’'inflammation. La faible expression de CMH Il par les CM en conditions homéostatiques

réduit également la présentation d’'antigéne (Nikodemova et al., 2006).

-Les corps ciliaires, liris et la rétine sont capables dinduire la différenciation des
lymphocytes T en lymphocytes T régulateurs pour inhiber I'inflammation induite par les Thl
et les Th2 (Stein-Streilein, 2008).

-L’EPR joue un rble primordial dans le maintien du privilege immun au niveau de la rétine
externe (Stein-Streilein, 2013) en produisant principalement du TGFf et en exprimant FasL.
Le TGFB est I'un des facteurs impliqué dans le privilege immun le mieux étudié. Il est
capable d'inhiber I'expression des cytokines pro-inflammatoires aussi bien in vitro que in vivo
(Zamiri et al., 2005); (Ng et al., 2009). Ce médiateur est activé par la thrombospondine-1
(TSP-1) qui est également produit par 'EPR (Zamiri et al., 2005). La déficience en TSP-1
réduit fortement la quantité de TGFB actif ce qui induit une inflammation sous-rétinienne due
a une accumulation des PM aprés une lésion rétinienne (Zamiri et al., 2005); (Ng et al.,
2009). L'autre principal médiateur immunosuppresseur est FasL, qui est un puissant
inducteur de l'apoptose des leucocytes (Streilein et al., 2002). FasL est une protéine
transmembranaire de la famille du TNFa. L'activation de cette derniére, conduit a une
fragmentation de I’ADN dans les lymphocytes T qui expriment le récepteur Fas (Brunner et
al., 1995). De méme, on peut noter que les PM (CM, Mp et Mo) expriment également ce
récepteur et sont donc sensibles a la mort par apoptose induite par FasL (Mangan et al.,
1991); (Levy et al., 2015).
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4-2 Inflammation dans la DMLA

La nature précise du facteur qui va déclencher la pathologie chez les patients DMLA n’est
pas encore bien comprise. De nombreuses hypothéses ont été avancées telles que
l'ischémie, le stress oxydant et les facteurs génétiques. Néanmoins, comme dans d’autres
pathologies neuro-dégénératives incluant la maladie d’Alzheimer et la maladie de Parkinson,
linflammation, remise a I'honneur grace aux études histopathologiques et génétiques,
pourrait jouer un réle crucial dans la mise en place de la physiopathologie de la DMLA
(Parmeggiani et al., 2012); (Patel and Chan, 2008).

Cette partie va détailler les différents acteurs de linflammation qui pourraient étre

responsable de la mise en place de la pathologie de DMLA.

4-2-1 Les changements biologiques et histologiques

De nombreux changements biologiques et histologiques surviennent lors du vieillissement et
sont susceptible d’induire une inflammation chronique.

D’une part, le stress oxydatif quotidien produit par I'exposition a la lumiére et la phagocytose
conduit avec I'age a une accumulation de dégats cellulaires et de produits oxydés trés
inflammatoires. D’autres part, toujours avec I'dge on observe une augmentation de la MB et
une diminution de la choriocapillaire (chapitre 2-4-2). Ces modifications pourraient rendre les
PR, qui sont des cellules trés consommatrices d’énergie, dysfonctionnelles et entrainer leur

perte ce qui déclencherait ainsi une neuro-inflammation (Bhutto and Lutty, 2012).

4-2-2 Drusen

Les drusen contiennent de nombreuses molécules de linflammation notamment des
immunoglobulines (Johnson et al., 2000), des plaques B-amyloides, de la vitronectine, des
cellules dendritiques (Hageman et al., 2001), des protéines plasmatique qui sont impliquées
dans la phase aigle de I'inflammation comme la protéine réactive C (CRP) (Anderson et al.,
2002), l'a-antichymotrypsine (Johnson et al., 2000) et 'amyloide P (Johnson et al., 2000),
Apo E (Anderson et al., 2002), de nombreux facteurs du compléments (Telander, 2011);
(Augustin and Kirchhof, 2009); (Johnson et al., 2000); (Patel and Chan, 2008).

Il a été proposé que linflammation chronique des cellules de I'EPR pourraient altérer
progressivement leur fonction et aboutir ainsi a la formation de drusen (Telander, 2011);
(Augustin and Kirchhof, 2009). Cependant il n’est pas clairement établit si I'inflammation

observée est une conséquence ou la cause de l'altération des cellules de 'EPR.
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4-2-3 Le complément

Les analyses protéomiques de drusen ont confirmé I'implication du systeme du complément
(C1q, facteur B, C3, C5) (Girmens et al., 2012), de nombreuses publications ont montré
depuis, le rdle crucial du complément dans la pathogénése de la DMLA. En effet, de
nombreux polymorphismes du complément sont associés a un risque plus fort de développer
une DMLA tels que K155Q et R102G du géne C3 et P167S du géne C9 (Seddon et al.,
2013). Cependant, certains polymorphismes comme L9H du géne complement factor B et
E318D du géne C2 diminuent le risque de développer une DMLA (McHarg et al., 2015);
(Kawa et al., 2014).

Les protéines du complément constituent une des premiéres lignes de défense de
'organisme contre les éléments pathogénes. Ces protéines jouent un rdle dans
'opsonisation des particules étrangéres, dans la destruction des cellules cibles et dans le
recrutement des cellules inflammatoires (Patel and Chan, 2008). Il existe trois voies
d’activation du complément: la voie classique, la voie alterne et la voie des lectines. Il est
essentiel que les cellules de I'héte soient protégées de l'activation de la voie alterne afin de
prévenir les maladies auto-immunes. Cette régulation se fait via I'expression de protéines qui
inhibent l'action du complément. Parmi ces protéines figure le facteur H du complément
(CFH) qui est une protéine plasmatique synthétisée par le foie. Le CFH protege les cellules
du soi de l'activation de la voie alterne du complément (Figure. 30). Dans la rétine, en
conditions physiologiques, le CFH est exprimé par les cellules de 'EPR et par les CM
(Hageman et al., 2005). La mutation Y402H (ce variant est responsable a plus de 40 % des
cas de DMLA) altere la fonction du CFH et entrainerait une activation de la voie alterne au
niveau de I'EPR et de la choroide (Skerka et al., 2007). Ceci pourrait étre la cause d’'une
inflammation chronique responsable de la dégénérescence des cellules de I'EPR et la
formation des drusen.

Cependant dans notre laboratoire, il a été montré que lI'absence du CFH pourrait étre
bénéfique dans nos modéles de souris de DMLA. En effet, notre laboratoire a montré que la
délétion du CFH dans les souris déficientes en Cx3crl inhibe I'accumulation des PM sous-
rétiniens avec I'age et avec le modéle d’illumination. Le CFH est fortement exprimé par les
PM et le polymorphisme Y402H entrainerait une moins bonne fixation du CFH sur son
récepteur. Ces PM sont ainsi plus exposés au complément. Ces données suggérent que
'absence de CFH au niveau des PM permettrait une accumulation moindre de PM dans

I'espace sous-rétinien ce qui empécherait la perte des PR (travaux en cours).
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De nombreuses molécules qui permettent de moduler l'activité du complément sont

actuellement en cours d’essais cliniqgue pour le traitement de la DMLA (Troutbeck et al.,

2012).
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Figure 30: La voie du complément montrant les différents mécanismes d’activation

et les inhibiteurs thérapeutiques.
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Pot-4 (Compstatin) a été le premier inhibiteur du complément a étre évalué pour le traitement
de la DMLA pour les deux formes. C’est un peptide cyclique qui empéche le clivage du C3
en C3a et C3b (Figure. 30). Ce peptide est administré par voie intravitréenne et ne présente
pas toxicité méme a de fortes doses chez les modéles animaux (phase | des essais cliniques
a été achevés). ARC1905 est un autre inhibiteur du complément, qui empéche le clivage du
complément C5 en C5a et C5b. Cet inhibiteur est testé pour traiter les 2 formes tardives de
la DMLA (en phase | des essais cliniques). L’Eculizumab est un anticorps anti-C5 qui est
traité pour la forme géographie. Cet anticorps est administré par voie intraveineuse (en
phase Il des essais cliniques) (Troutbeck et al., 2012). Cependant la phase Il n’a pas réussi
a démontrer une efficacité significative. Et enfin, le Lampalizumab est un anticorps
monoclonal anti-facteur D utilisé dans le traitement de I'atrophie géographique. En phase I, il
a été montré une réduction de la zone atrophique de 20 %. Un essai clinique en phase Il est

actuellement en cours pour les patients ayant une DMLA atrophique.

4-2-4 Marqueurs plasmatiques

Certains marqueurs plasmatiques inflammatoires ont été associés a la DMLA. Une étude a
montré que le taux de CRP était significativement augmenté chez les patients atteints de
DMLA (Seddon et al., 2004). |l se peut que ce taux élevé soit di a une anomalie du CFH
(polymorphisme Y402H) qui ne se lierait plus de facon optimale a la CRP (Seddon et al.,
2004). De méme que la CRP, le taux de I'lL-6 (Seddon et al., 2005); (Klein et al., 2008) est
associée a la progression de la DMLA. D’autres molécules telles que la protéine ICAM-1, le
fibrinogéne et la vitronectine ont également été associées a la DMLA (Schaumberg et al.,
2007); (Johnson et al., 2000). Par ailleurs, il a été observé chez des patients atteints de
DMLA, la présence d’anticorps dirigés contre les astrocytes ainsi que les cellules de 'EPR

ce qui conforte I'implication de l'inflammation (Johnson et al., 2001); (Anderson et al., 2002).

4-2-5 Inflammation sous-rétinienne

De nombreuses études anatomopathologiques ont mis en évidence la présence de cellules
inflammatoires dés le stade précoce de la DMLA qui précéde l'apparition de Iésions
rétiniennes (Gupta et al., 2003); (Cruz-Guilloty et al., 2013); (Chinnery et al. 2012). Dans la
forme atrophique, des PM sont présents au bord des zones atrophiques et sont
responsables de la dégénérescence des PR (Sennlaub et al., 2013); (Gupta et al., 2003).
Dans la forme néovasculaire, les PM interviennent dans la dégradation de la MB, permettant

la migration des néovaisseaux dans l|'espace sous-rétinien (Lopez et al.,, 1991);
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(Grossniklaus et al.,, 2002) mais également dans la formation de ces néovaisseaux via
'expression du VEGF (Nishimura et al., 1990); (Oh et al., 1999); (Sakurai et al., 2003).

Par ailleurs, avec l'dge, les CM tendent a prendre un phénotype activé (moins de
ramifications) et une morphologie de plus en plus hypertrophiée chez les personnes agées
(Streit et al., 1999). De méme, il semblerait que le privilege immun ne soit plus aussi
performant, ce qui pourrait conduire & une inflammation chronique qui serait associée a une

dégénérescence rétinienne (Gupta et al., 2003); (Sennlaub et al., 2013).

De maniére intéressante, on peut observer le méme phénomeéne chez les souris agées. En
effet, au cours du vieillissement, le nombre de CM augmente significativement chez les
souris de 18 a 24 mois dans la rétine interne (Damani et al., 2011). Ces souris montrent
également une efficacité moindre pour éliminer ces cellules immunitaires dans la rétine
externe et s’accumulent par conséquent dans I'espace sous-rétinien (Damani et al., 2011);
(Xu et al., 2008). Ces changements morphologiques s’accompagnent d’une expression plus
importante de marqueurs inflammatoires tels que CMH II, ICAM, TNFaq, IL-1p (Lynch, 2009);
(von Bernhardi et al.,, 2010). Ceci pourrait donc contribuer a créer un environnement
favorable a une inflammation chronique au cours du vieillissement en recrutant des Mo
inflammatoires de la circulation sanguine (Streit, 2002a); (Tanaka et al., 2003); (Vallieres and

Sawchenko, 2003).

La présence prolongée de ces PM dans l'espace sous-rétinien peut endommager les
neurones en sécrétant des cytokines pro-inflammatoires (TNFa, IL-1B, IL-6) et conduire a
une dégénérescence rétinienne (Njie et al., 2012). Les différents polymorphismes impliqués
dans la DMLA (comme Apo E, CFH) pourraient jouer un réle au niveau ces PM en induisant
un phénotype pro-inflammatoire dans I'espace sous-rétinien. Ces polymorphismes pourraient
également jouer un réle au niveau de la survie de ces PM dans I'espace sous-rétinien en

devenant résistants a I'apoptose induite par I'EPR (Levy et al., 2015).

Toutes ces données montrent le réle de I'inflammation et de 'immunité dans la pathogenése
de la DMLA aussi bien chez I'hnumain que chez les modéles animaux. L’hypothese qu’une
inflammation sous-rétinienne puisse étre le facteur déclenchant dans la mise en place de la
dégénérescence rétinienne est de plus en plus suspectée (Kohno et al., 2013); (Guo et al.,
2012). Méme si des travaux supplémentaires seront nécessaires pour déterminer

précisément la chronologie de la pathologie.
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4-2-6 Modeéles d’'inflammation sous-rétinienne

Il est tres difficile de trouver le bon modéle pour étudier la pathologie de la DMLA, qui est
une pathologie multifactorielle (génétique, inflammation, environnementale). De nombreux
modéles d'inflammation sous-rétinienne présentent des symptdmes similaires a I’homme et
peuvent apporter des éléments de réponse préliminaire pour mieux comprendre cette
pathologie. Les souris ne possédent pas de macula, ni de fovéa. La répartition de leurs PR
est assez homogéne sur toute la surface de leur rétine. Cependant comme nous l'avons déja
évoqué, les dégénérescences observées lors de la DMLA commencent en zone péri-
fovéolaire par une perte des batonnets (chapitre 2-4-2). Dans cette zone, les rétines murines
et humaines présentent de grandes similitudes et il est vraisemblable que les mécanismes
de dégénérescence impliqués soient identiques dans les modéles murins et dans la

pathologie humaine.

La souris Abcad” Rdh8” présente les mémes caractéristiques que la pathologie de la DMLA
chez I’'homme. Kohno et son équipe (Kohno et al., 2013) ont montré une accumulation de
PM dans 'espace sous-rétinien suivie d’une dégénérescence progressive des PR avec I'age
(ou avec le modéle d'illumination), la présence de drusen, de lipofuscine et de néovaisseaux
choroidiens. Cela est initié par un défaut de phagocytose du all-trans-rétinal chez ces souris
Abca4™ Rdh8" ce qui va provoquer un recrutement de PM de la circulation sanguine qui
vont sécréter une grande quantité de cytokines pro-inflammatoire (CCL2, IL-1B et TNF).
Méme si initialement le recrutement de cellules inflammatoires peut étre bénéfique pour
phagocyter les débris, la présence prolongée de ces PM conduit a une inflammation
chronique et a une dégénérescence importante des PR. En effet, 'accumulation des PM
dans I'espace sous-rétinien et la mort des PR peuvent étre inhibées par I'administration de
CL2MBP-liposome qui élimine des PM circulants ou par I'administration de Minocycline qui
inhibe l'activation des PM. Cette étude montre clairement le réle délétére des PM qui sont

recrutés dans I'espace sous-rétinien.

Cruz-Guilloty et son équipe ont montré également un réle primaire de l'inflammation sous-
rétinienne dans la mise en place de la pathologie de DMLA en utilisant un modéle de souris

immunisées par du carboxyethylpyrrole (CEP) qui est un peptide formé a partir de I'oxydation
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d'un acide gras polyinsaturé, I'acide docosahexaénoique. Le CEP est retrouvé en quantité
augmentée dans le plasma des patients atteints de DMLA et dans les drusen. Ces auteurs
ont montré que les souris immunisées par du CEP présentent une dégénérescence des PR
causée par une accumulation primaire des PM dans |'espace sous-rétinien via le
recrutement CCL2/CCR2 (Cruz-Guilloty et al., 2013). De maniére intéressante, l'utilisation de
souris Ccr2” avec leur modéle d'immunisation inhibe totalement I'infiltration et le recrutement
des PM dans I'espace sous-rétinien et inhibe la dégénérescence des PR.

Hollyfield et al. ont également montré que le CEP est retrouvé dans le sang et les yeux des
patients atteints de DMLA. Les souris immunisées par du CEP présentent une accumulation
de drusen sous I'EPR, une infiltration de cellules inflammatoires au niveau des lésions, une
diminution de I'amplitude de I'onde a et b en réponse a la lumiére et développent une
dégénérescence de I'EPR qui sont caractéristiques d’'une DMLA atrophique (Hollyfield et al.,
2010).

Ambati et ses collaborateurs ont observé que I'absence de l'axe CCL2/CCR2 (qui est
impliqué dans le recrutement des PM) entrainait plusieurs symptémes de la DMLA comme
des dépdbts blanchatres sous-rétiniens (des drusen-like), la présence de lipofuscine dans
'EPR et une dégénérescence des PR chez les souris 4gées de 18 mois. Ces résultats
suggeérent qu’'un défaut de recrutement des PM de la circulation pourrait conduire a
I'accumulation délétére de débris cellulaire et a une inflammation (Ambati et al., 2003b).

A la suite des travaux d’Ambati, Chen et ses collaborateurs ont générés des souris Ccl2”
Cx3crl” comme modéle de DMLA dans I'espoir que I'association de ces deux facteurs
aggraverait le phénotype oculaire et accélérait son déclenchement (Tuo et al., 2007). lls ont
effectivement observé de graves lésions oculaires (présence de drusen, une atrophie de
'EPR et des PR et une néovascularisation spontanée) chez les souris Cx3crl™ Ccl2” &

partir de six semaines.

Cependant, la pertinence de ce modéle semble remise en cause par d’autres laboratoires
qui n'ont pas pu reproduire ces résultats (Luhmann et al., 2009); (Chen et al., 2011). En
effet, Luhmann et al. n'ont observé aucune dégénérescence des PR chez les souris Ccl2” &
24 mois.

La raison de ces différentes observations pourrait étre expliqué par le fait que les souris
utilisées par les équipes d’Ambati et de Tuo possédaient la mutation rd8 dans le gene Crbl

(Luhmann et al., 2012); (Mattapallil et al., 2012). En effet, toutes les lignées générées a partir
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de la souche C57BL/6N (comme les souris Ccl2” et les Ccl2” Cx3crl™) portent la mutation
rd8 qui entraine des lésions rétiniennes dés I'dge de 6 semaines. On peut également
observer une atrophie des PR qui est associée a la présence massive de PM sous-rétiniens
et ainsi que I'apparition de néovaisseaux choroidiens. |l devient donc difficile d'interpréter si
les phénotypes observés par I'équipe d’Ambati et de Tuo sont dus a la déficience de Ccl2 ou
a la mutation rd8. Depuis cette découverte les travaux de cette équipe font référence a ce
modele en tant que souris « Cx3crl™/Ccl2” sur fond rd8 »

De plus, notre laboratoire a récemment démontré que I'absence de recrutement des Mo de
la circulation (absence de l'axe CCL2/CCR2) protégerait les souris Cx3crl” contre

l'infiltration sous-rétinienne et de la dégénérescence des PR (Sennlaub et al., 2013).

Méme si le polymorphisme de Cx3crl T280M n’est pas systématiquement associé a une
prévalence plus importante de développer une DMLA (Zerbib et al., 2011), ce modéle reste
un bon modeéle d’inflammation sous-rétinienne qui permet de donner des éléments de
réponse sur la pathologie humaine.

Dans la rétine, le récepteur CX3CR1 est principalement exprimé par les CM (Combadiere et
al., 2007) et le contact avec son ligand CX3CL1 constitutivement exprimé par les neurones
maintient les CM dans un état quiescent (non activé). Combadiére et ses collaborateurs ont
tout d'abord montré la présence de cellules CX3CR1+ (comarquées avec CD18 un
marqueur de CM) dans l'espace sous-rétinien proche des zones atrophiques chez les
patients atteints de DMLA atrophique ce qui suggére que CX3CR1 pourrait jouer un role
dans la pathologie de la DMLA (Combadiere et al., 2007).

Au cours du vieillissement, les souris Cx3crl” présentent une accumulation de PM dans
'espace sous-rétinien avec I'dge (a 18 mois) suggérant que cette accumulation serait
dépendante de I'age comme dans la pathologie humaine. L'accumulation précoce de PM
dans I'espace sous-rétinien est associée a une dégénérescence des PR (diminution de
I'épaisseur de la CNE). De plus, ces auteurs ont observé la présence de pseudo-drusen
(comme des cellules spumeuses) dans I'espace sous-rétinien correspondant a des PM qui
ont phagocyté intensément les SE des PR (présence de lipides et de rhodopsine (Gupta et
al., 2003). Mais leur localisation ne correspond pas aux drusen retrouvés chez I'humain entre
'EPR et la MB. Enfin, les souris Cx3crl™ présentent également une néovascularisation
choroidienne exacerbée dans un modeéle de photocoagulation au laser avec un recrutement
accru de PM autour des impacts qui secrétent des facteurs angiogéniques comme le VEGF
(Ma et al., 2009).

Toutes ces données montrent que la souris Cx3crl” est un trés bon modéle pour étudier

'implication de l'inflammation sous-rétinienne dans la physiopathologie de la DMLA qui
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pourrait étre le facteur déclenchant dans cette maladie. Méme si elles ne possédent pas
toutes les caractéristiques de la pathologie humaine (I'atrophie de 'EPR et la formation de
drusen), ces souris présentent une inflammation sous-rétinienne avec I'age qui est associée

a une dégénérescence secondaire des PR.
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V- P2RX7, Inflammasome NLRP3 et IL-1f8

L'inflammasome est un complexe multiprotéique qui joue un réle clé dans l'immunité innée
en participant & la production de I'lL-1 et de I'lL-18 (Brydges et al., 2013). Ces cytokines
pro-inflammatoires sont impliguées dans une grande variété d'effets biologiques tels que
l'infection, linflammation et des processus auto-immuns (Shaftel et al., 2008). Le géne II-18
est transcrit aprés activation des TLR, puis un second stimulus est nécessaire, comme
lactivation du P2RX7 par 'ATP extracellulaire pour induire I'assemblage du complexe
NLRP3 et obtenir la forme mature de I'lL-18 (Mariathasan et al., 2006). Cette partie va

principalement se focaliser sur ces trois acteurs.

5-1 Le récepteur P2X7

5-1-1 Généralités

Les récepteurs P2 font partie d’'une famille diversifiée de protéines membranaires. Elle est
composée de récepteurs P2Y- (récepteurs métabotropes) qui sont couplés a des protéines
G et de récepteurs P2X- (récepteurs purinergiques ionotropes) qui sont des canaux
cationiques (Figure. 31) (Abbracchio and Burnstock, 1994).

Les récepteurs purinergiques P2Y sont divisés en huit membres (P2RY1, P2RY2, P2RY4,
P2RY6, P2RY11, P2RY12, P2RY13 et P2RY14) (Boeynaems et al., 2005). Ce sont des
protéines a sept domaines transmembranaires ayant une structure typique des récepteurs
couplés aux protéines G. Ces récepteurs sont caractérisés dans une variété de cellules
(Abbracchio et al., 2006); (Jacobson and Boeynaems, 2010) et possédent de nombreux
ligands comme I'ATP, 'UTP, I'ADP ou encore I'UDP (Junger, 2011).

Les récepteurs purinergiques P2X (P2RX) sont des récepteurs ionotropes qui sont divisés en
sept membres (P2RX1 a P2RX7), possédent une affinité forte pour I'ATP et beaucoup plus
faible pour 'ADP et TAMP (Burnstock et al., 2012); (North, 2002).

Chaque P2RX- est constitué de deux domaines hydrophobes transmembranaires séparés
par une boucle extracellulaire contenant le site de liaison a 'ATP (Rassendren et al., 1997)
et une région intracellulaire N- et C- terminale (Figure. 31). Les P2RX existent sous forme
d’homo-triméres ou d’hétéro-triméres et trois molécules d’ATP sont nécessaires pour activer
les P2RX- (Jarvis and Khakh, 2009). L’activation des ces récepteurs modifie le potentiel de

membrane, conduisant a des événements cellulaires pouvant jouer un rdle dans la
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modulation de neurotransmetteurs (Sperlagh et al., 2007); (Khakh, 2001), I'activation des PM
(Wewers and Sarkar, 2009) et I'apoptose (Kawano et al., 2012).

Extracellular

Intracellular
surface

NH,

COOH

Figure 31: Les récepteurs P2.

A) La famille des récepteurs P2X- qui sont des canaux cationique avec 2
domaines trasnmembranaires (M1 et M2) et une boucle extracellulaire.

B) La famille des récepteurs P2Y- qui sont des G protein coupled receptor.
(Burnstock, J Invest Dermatol, 2012)

5-1-2 Le récepteur P2X7 (P2RX7)

Le P2RX7 a acquis ces derniéres années une reconnaissance trés importante en tant que
régulateur de l'inflammation (Lister et al., 2007).

Le géne humain est localisé sur le chromosome 12g34. C'est un géne hautement
polymorphique avec plus de 686 single nucleotide polymorphism (SNP) (Ferrari et al., 2006);
(Sun et al., 2010). La plupart des SNP entrainent une perte de fonction (Gu et al., 2001);
(Shemon et al., 2006); (Saunders et al., 2003). Le gene code pour une protéine de 595
acides aminés avec une chaine C-terminale trés longue qui le distingue des autres P2RX.
Cette longue chaine va interagir avec des protéines intracellulaires (Kim et al., 2001) ce qui
va permettre la formation des pores et la stabilisation du récepteur a la membrane (Boldt et
al., 2003); (Feng et al., 2006). Le P2RX7 est principalement exprimé par les cellules du
systéme immunitaire comme les Mo/Mp, les cellules dendritiques et les lymphocytes
(Burnstock and Knight, 2004). Dans I'eeil, le P2RX7 est exprimé par les CM, les cellules

amacrines et les cellules ganglionnaires (Brandle et al., 1998b).
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Ce récepteur possede une affinité plus faible pour 'ATP que les autres P2RX et nécessite

une concentration d’ATP d’L mM pour étre activé (Arulkumaran et al., 2011).

5-1-3 Fonctions

La stimulation du P2RX7 peut entrainer I'activation de nombreuses voies de signalisation
intracellulaires telles que les protéines kinases PKC et PKD (Bradford and Soltoff, 2002), les
ERK1/2 (Amstrup and Novak, 2003) ou encore les facteurs de transcription comme
I'activator protein 1 (AP-1) et NF-kB (Lenertz et al., 2009); (Liu et al., 2011).

Le P2RX7 est impliqué dans la production de ROS (Parvathenani et al., 2003); (Cruz et al.,
2007). En effet, Lenertz et ses collaborateurs ont montré que le P2RX7 induisait la
production de ROS dans les cultures de Mo humains via l'activation d'ERK1/2 et de la
NADPH oxydase (Lenertz et al., 2009).

L'activation du P2RX7 par I'ATP induit également un influx de sodium, de calcium et un
efflux de potassium (Virginio et al., 1997); (Sperlagh et al., 2006); (Jiang, 2009).

Si I'activation perdure dans le temps, il y a formation de pores cytolytiques par la pannexine-
1 (Bond and Naus, 2014); (Makarenkova and Shestopalov, 2014); (Pelegrin and Surprenant,
2006). Ces pores permettent I'entrée cytoplasmique de facteurs extracellulaires pouvant par
exemple activer I'inflammasome (Pelegrin and Surprenant, 2006); (Ferrari et al., 2006). Les
pannexines présentent des homologies avec les innexines des invertébrés et peuvent former
des canaux permettant la sécrétion de petites molécules jusqu'a 900 Da comme I'ATP
(Wang et al., 2007); (Iglesias et al., 2008) et le yo-pro qui est un marqueur fluorescent
(Smart et al., 2003); (Bartlett et al., 2013. Il existe trois types de pannexines: les pannexines
-1, -2 et -3. Il a été suggéré que la pannexine-1 était indispensable a la formation des pores
avec le P2RX7 {Locovei, 2007 #8947); (Pelegrin and Surprenant, 2006). Cependant d’autres
travaux ont montré la présence de pores méme lorsque la protéine pannexine-1 était
déficiente (Bond and Naus, 2014). Ces auteurs ont suggéré que le P2RX7 pouvait lui méme
se dilater pour former le pore ou que le P2RX7 interagissait avec d'autres canaux non
encore identifiés (Hanley et al., 2012); (Rigato et al., 2012); (Xu et al., 2012); (Alberto et al.,
2013).

La formation de ces pores peut induire la mort des cellules qui ont perdu leur intégrité
membranaire (Notomi et al., 2013); (Diaz-Hernandez et al., 2009). C’est le cas par exemple
lors d'un processus pathologiqgue comme une augmentation locale d’'ATP (relargué par les
neurones en souffrance) ou une inhibition des ecto-nucléotidases, ou le P2RX7 peut étre
suractivé (Lenertz et al., 2011); (Lazarowski et al., 2003).

Cependant une équipe a montré que la surexpression du P2RX7 en conditions

physiologiques pouvait conduire a la prolifération des CM via la formation de pores au niveau
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de la membrane (Monif et al., 2009). Le P2RX7 est également impliqué dans la prolifération
de certaines lignées cellulaires comme les K562, LG14 et les lymphocytes T et B (Yip et al.,
2009); (Adinolfi et al., 2009); (Baricordi et al., 1999); (Greig et al., 2003). Cela suggeére qu’'en
fonction du type cellulaire, la formation des pores peut avoir des roles différents.

Et enfin I'activation du P2RX7 par I'ATP peut activer I'inflammasome et ainsi la libération de
la cytokine IL-1[3 (Ferrari et al., 2006); (Sanz and Di Virgilio, 2000) (voir ci-dessous 5-2-2).

5-1-4 Implication du P2RX7 dans les pathologies neuro-
dégénératives

Le P2RX7 est associé a de nombreuses pathologies neuro-inflammatoires telles que la
sclérose en plaques (Yiangou et al., 2006), la maladie d’Alzheimer (Ryu and McLarnon,
2008) ou encore l'ischémie cérébrale (Chu et al., 2012). Ce récepteur est fortement exprimé
par les PM (Mo, Mp et CM dans le cerveau) jouant un rble important dans I'immunité innée.
L'activation du récepteur induit une sécrétion d’IL-1p (Ferrari et al., 1997) qui joue un réle clé
dans les pathologies neuro-dégénératives (Allan and Rothwell, 2001). Cette partie sera
détaillée dans la partie suivante (chapitre 5-3).

Des études faites chez le rat dans un modéle d'ischémie montrent que I'administration d’'un
antagoniste du P2RX7 améliore fortement I'ischémie en réduisant la réponse inflammatoire
(Chu et al.,, 2012). Peng et ses collaborateurs ont montré que linhibition de P2RX7
protégeait les neurones d’'une excitotoxicité en diminuant I'inflammation locale dans un

modéele de Iésion de la moelle épiniere chez le rat (Peng et al., 2009).

Ces derniéres années, le P2RX7 est devenu une cible thérapeutique potentielle. Ainsi des
antagonistes sélectifs ont été développés comme le brilliant blue G (BBG), I'A-438079 et I'A-
740003 (Nelson et al., 2006); (Honore et al., 2006).

Les anti-P2RX7 ont notamment été testé dans un certains nombres de modéles de
pathologies oculaires. Le BBG (Notomi et al., 2013) réduit efficacement la mort des
photorécepteurs dans un modeéle d’hémorragies sous-rétiniennes chez la souris qui reproduit
les hémorragies associées aux DMLA Humides. De méme, I'inhibition du P2RX7 par le BBG
réduit fortement la mort des cellules ganglionnaires dans un modéle de glaucome chez
'homme (Niyadurupola et al.,, 2013). Enfin, Kerur et al. ont montré dans la GA, que
'accumulation de I'ARN Alu due a une déficience de DICER1 induit une sécrétion d’'IL-18 via
linflammasome NLRP3. Cette cytokine induirait une dégénérescence trés importante des
cellules de 'EPR et l'utilisation d’'un inhibiteur du P2RX7, le A-740003 réduit fortement la
perte des cellules de 'EPR (Kerur et al., 2013).

67



Cependant, il est toujours difficile de déterminer si la neurotoxicité observée dans ces
différents modéles est due a I'effet toxique direct de I'ATP sur les neurones (Puthussery and
Fletcher, 2009) ou plut6t un effet indirect de I'ATP via I'activation de l'inflammasome dans les
PM. En effet, il a été proposé que I'ATP puisse induire la mort des neurones dans un modéle
d’hémorragies sous-rétiniennes (Notomi et al., 2013), méme si dans cette étude la présence
de PM n’est pas exclue. Deux études ont effectivement montré que I’ATP pouvait induire une
mort neuronale mais seulement en présence de PM dans les cocultures. De plus I'utilisation
de PM P2rx7™ inhibait totalement I'effet de I'ATP sur la mort neuronale (Skaper et al., 2006);
(Anccasi et al.,, 2013). Ces données montrent que I'ATP jouerait plutdt un rdle dans

I'activation des PM.
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5-2 Inflammasome NLRP3

Les inflammasomes sont des complexes multi-protéiques de haut poids moléculaire de
I'ordre de 10° kDa (tripartites) composés d’un récepteur NLR, d’une protéine adaptatrice
ASC (Apoptosis-associated speck-like protein containing CARD) et d’une protéine effectrice
de la famille des caspases (Tschopp and Schroder, 2010); (Martinon et al., 2002) (Figure.
32).

Comme ces complexes sont impliqués dans I'immunité innée reconnaissant des pathogénes
et des signaux de danger, ils sont inactifs (non assemblés) a I'état basal.

L'assemblage s’effectue en présence d’'un activateur et permet le recrutement de la protéine
ASC puis de la protéine effectrice, la caspase-1 responsable du clivage de I'lL-1B et de I'lL-
18 (Brydges et al., 2013). Le recrutement entre les différents partenaires se fait via des

interactions domaine-domaine (Bauernfeind et al., 2011).

5-2-1 Structure NLRP3

La protéine NLR la plus étudiée est NLRP3, qui est constituée d’'un domaine PYD en position
N-terminale, d’'un domaine NACHT et d’'un domaine LRR en position C-terminale (Figure.
32). NLRP3 est une protéine de 110 kDa. Son gene se trouve sur le chromosome 1g44
(Hoffman et al., 2001). Aujourd’hui NLRP3 est au centre de la majorité des recherches
portant sur les inflammasomes car les mutations qui I'affectent sont associées a de
nombreuses pathologies inflammatoires (Agostini et al.,, 2004); (Walsh et al., 2014).
L'inflammasome NLRP3 est donc le mieux caractérisé en terme de signaux activateurs mais
également en terme d’implications physiopathologiques.

NLRP3 est fortement exprimé par les cellules dendritiques, les Mo (Guarda et al., 2011) et
les CM (Halle et al., 2008) mais faiblement par les neutrophiles et les Mp (Guarda et al.,
2011).

NLRP3

(07:121D) Pyrin LRR
p10, p20 CARD ASC
Caspase-1

Figure 32: Structure de I'inflammasome NLRP3.

L'activation de NLRP3 induit le recrutement de la protéine ASC puis de la protéine
effectrice, la caspase-1 responsable du clivage de I'lL-1]3 et de I'lL-18.

(Menu, Clin Exp Immunol, 2011)
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5-2-2 L’activation

L’activation requiert un premier signal de « priming » (Guarda et al., 2011). Ce signal est
dépendant de la voie NF-kB et peut-étre activé par des récepteurs de cytokines pro-
inflammatoires ou des récepteurs de type TLR qui appartiennent a la famille des récepteurs
de reconnaissance de motifs de molécules associés aux pathogénes. Ces derniers peuvent
reconnaitre des signatures microbiennes telles que les lipposaccharides de la paroi des
bactéries, 'ARN double brin des virus, les iléts CpG non méthylés de ’ADN bactérien et viral
ou encore les protéines comme la flagelline (Akira et al., 2006). Ce signal de priming conduit
a la surexpression de NLRP3 (Bauernfeind et al., 2009). Le récepteur NLRP3, aprés
transcription, doit également étre déubiquitiné pour pouvoir étre activé par ses agonistes
(Juliana et al., 2012).

Un deuxiéme signal est nécessaire pour permettre I'oligomérisation de l'inflammasome
NLRP3. L'assemblage de linflammasome peut étre activé par une grande variété
d’agonistes comme les composants issus d’infection comme les PAMP, le LPS, les ARN
bactériens et viraux, issus de dommages tissulaires comme I'ATP via son récepteur P2RX7
(Figure. 33) (Mariathasan et al., 2006), la silice ou encore I'amiante (Dostert et al., 2008); (Di
Virgilio, 2013).

Signal |
FAMPs
| Crystals
| ! ATP
.
: oy T
ﬂ}’fﬂ \ -p/ w Pannexin-
i
E4 PGS | K+ efflux, ROS |
hresocnl damage)
ps0 N S
p6S ‘LL R |
3 i (A | Inflammasome
expocs) @)
l "Q_a_spase-_l ]

gr_u@ | , 1L-? ] IL-_‘%D
pno-l_Lh_@ IL-18) IL-18y

Figure 33: L’activation de I'inflamamsome NLRP3.

Les PAMP, I'ATP extracellulaire, les cristaux d’acide urique, ou encore les cristaux
de cholestérol peuvent activer I'inflammasome NLRP3.

(Invivogen, 2009)
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Etant donné I'hétérogénéité des molécules pouvant activer l'inflammasome NLRP3, de
nombreux mécanismes sont proposés pour son activation. Trois processus d’activation de
linflammasome NLRP3 sont principalement proposés (Figure. 34). Le plus important est
lefflux de potassium qui est induit par presque tous les activateurs de linflammasome
NLRP3 (Ferrari et al., 2006); (Allam et al., 2011); (Lamkanfi et al., 2009). Le second est
consécutif a la rupture de la membrane des phagolysosomes causée par l'internalisation de
microparticules comme la silice, 'amiante ou I'aluminium (Hornung et al., 2008). Et le dernier
est la production et la libération de ROS et d’ADN mitochondrial suite a un
dysfonctionnement mitochondrial (Zhou et al., 2011); (Nakahira et al., 2011); (Shimada et al.,
2012).

Active

i . IL-1B
DAME/PAMP LK Particulate :
$ 0y K* 4 K DAMP/PAMP

Ros  Protein ROS/proteases gt

/\X?A/_\ Phagocytosis

ASC ASC

mitochondria

Lysosome

Caspase 1
Caspase 1

Priming
LRP3/IL-1

Figure 34: Trois processus d’'activation de l'inflammasome NLRP3.

Trois processus d'activation de Tlinflammasome NLRP3 sont principalement
proposés. Le plus important est I'efflux de potassium qui est une conséquence induite
par presque tous les activateurs de l'inflammasome. Le second est consécutif a la
rupture de la membrane des phagolysosomes causée par linternalisation de
microparticules comme la silice, 'amiante ou l'aluminium. Et le dernier est la
production et la libération de ROS et d’ADN mitochondrial suite a un
dysfonctionnement mitochondrial.

(Menu, Clin Exp Immunol, 2011)
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Apres activation, NLRP3 s’oligomérise via des interactions homotypiques entre les domaines
NACHT et présente son domaine pyrin au domaine pyrin de la protéine accessoire ASC
(Dinarello, 2007). ASC interagit alors via son domaine CARD avec le domaine CARD de la
pro-caspase-1. Lors de cet assemblage, la caspase-1 est activée par formation d'un
hétérotétramére constitué de deux protéines p20 contenant le site actif et de deux protéines
pl0 (Kahlenberg and Dubyak, 2004); (Broz et al., 2010). La caspase-1, une fois activée peut
induire la mort cellulaire ou cliver les cytokines pro-inflammatoires prolL-1f et prolL-18 (dos
Santos et al., 2012) (Figure. 35).

o
O A
%‘; % é‘g”!ﬁ
&) o) >‘>@ \\Xg};\\’
ASC / “/g /
e 3
= 4 N

Pro-Caspase |

Active

Caspase-1
Pro-IL-1 B IL-1B
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Figure 35: Assemblage de I'inflamamsome NLRP3.

Lors d'une stimulation (1) NLRP3 recrute la pro-capsase-1 via la protéine
adaptatrice ASC contenant le domaine CARD pour former l'inflammasome (2).
L'activation de l'inflammasome va cliver la pro-caspse-1 en caspase-1 mature (3)
qui va a son tour cliver la prolL-1( et la prolL-18 en IL-1B et IL-18 matures (4).
(Santos, Am J Physiol, 2012)
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5-2-3 Régulation de I'inflammasome NLRP3

Une fois activé, plusieurs mécanismes concourent a linhibition de linflammasome afin
d’éviter une inflammation chronique. NLRP3 posseéde un systéme d’auto-inhibition via le
domaine LRR faisant intervenir les protéines chaperonnes SGT1 et HSP90 (Schroder and
Tschopp, 2010); (Zhou et al., 2010). Par ailleurs, il existe plusieurs isoformes de la protéine
adaptatrice ASC (b, c et d). Il semblerait que la forme ASC-c inhibe le fonctionnement de
linflammasome (Bryan et al., 2010); (Di Virgilio, 2013). Enfin, il a été montré que I'lFNa,
'IFNPB, I'lL-10 ou encore le NO inhiberaient le clivage de la prolL-13 par l'inflammasome
NLRP3 (Lee et al., 2012); (Sutterwala et al., 2014).

5-2-4 Inflammasome NLRP3 et pathologies rétiniennes

L'activation de I'inflammasome NLRP3 contribue a la pathogénése de nombreuses maladies
inflammatoires comme la fibrose pulmonaire (Artlett, 2012), la polyarthrite rhumatoide
(Vande Walle et al., 2014), la goutte (Kingsbury et al., 2011) ou la maladie de Crohn (Villani
et al., 2009). Au niveau de I'ceil, I'hyperglycémie active I'inflammasome dans les cellules
rétiniennes ce qui induit une activation de la caspase-1 et de I'expression de la cytokine pro-
inflammatoires IL-1p (Devi et al., 2012).

L'activation de linflammasome est également impliquée dans la dégénérescence de 'EPR
dans la pathologie de la DMLA (Tseng et al., 2013); (Kerur et al., 2013). Il a été montré que
les protéines de drusen étaient capables d'activer I'inflammasome NLRP3 (Doyle et al.,
2012). Cependant, le réle protecteur ou délétére de I'inflammasome dans la pathologie de la
DMLA reste a déterminer. En effet, Doyle et al. ont montré dans un modéle de DMLA humide
que les drusen activeraient I'inflammasome dans les Mo ce qui conduirait a une synthése et
une sécrétion d'lL-18. Cette cytokine inhiberait I'expression du VEGF (qui est impliquée dans
'angiogenése) et une diminution de la dégénérescence neuronale (Doyle et al., 2012).
Cependant, une autre équipe (Tarallo et al., 2012) a montré dans un modéle de DMLA
atrophique que Il'activation de I'inflammasome NLRP3 par les cellules de 'EPR induirait la

synthése d’IL-18 ce qui conduirait a une dégénérescence trés importante de ces cellules.

5-3 Interleukine-1

La famille d'IL-1 est composée de 11 membres nommés d’IL-1F1 a IL-1F11 (Sims et al.,
2001). Les isoformes IL-1a et IL-1p et 'antagoniste du récepteur a I'lL-1, I'lL-1Ra sont les

plus étudiées. Ces trois génes comportent de fortes homologies et sont portés par le bras
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long du chromosome 2 chez 'homme et la souris (March et al., 1985); (Eisenberg et al.,
1990).

A l'exception d’IL-1Ra, tous les autres membres de cette famille sont synthétisés sous la
forme de précurseurs (Garlanda et al., 2013). La prolL-1la est biologiquement active alors
que la prolL-1p nécessite d’étre clivée pour exercer son effet biologique (Dinarello, 2010);
(Eder, 2009).

Les cytokines de cette famille jouent un role de premier ordre dans la régulation de la
réaction inflammatoire, exercantes des effets pro- ou anti-inflammatoire. Une régulation fine

de ces cytokines est primordiale pour garder I'homéostasie de I'organisme.

5-3-1IL-1a

Le précurseur d'lIL-1a est constitutivement exprimé dans la peau, dans le foie, dans les reins
ou encore dans les poumons. Bien qu’elle soit dotée d’'un domaine précurseur qui peut étre
clivé par la calpaine (qui est une enzyme peu spécifique), elle est biologiquement active
(Kobayashi et al., 1990). L'IL-1a ne posséde pas de peptide signal lui permettant
d’emprunter la voie classique de sécrétion des protéines (via le réticulum endoplasmique et
'appareil de golgi) (Dinarello, 2010).

Au niveau cellulaire, I'lL-1o. peut étre retrouvée dans le noyau, le cytoplasme, liée a la

membrane ou sécrétée dans le milieu extracellulaire (Rider et al., 2013).

L'lL-1a peut agir comme un facteur de transcription (possédant un domaine de liaison a
'ADN) (Rider et al., 2013).

Lors d'une apoptose, I'lL-1a cytosolique est séquestrée dans le noyau et se lie a la
chromatine, ce qui empéche le déclenchement d’'une réponse inflammatoire. Inversement,
lors d’'une nécrose, I'lL-1a va étre libérée dans le milieu extracellulaire comme signal de
danger (Rider et al., 2013). Elle agit alors comme une « alarmine » pour alerter le systeme
immunitaire. IL-1a est probablement un bon signal d’alarme puisqu’elle est constitutivement
exprimée par les tissus en condition normale, et peut étre libérée & tout moment pour induire
la production de cytokines et Ck comme dans le cadre d’'une inflammation stérile (Chen et
al., 2007); (Rider et al., 2011).

5-3-2 IL-1Ra

IL-1Ra est produite par les mémes types cellulaires qui expriment I'lL-1 mais sans induire de

réponse intracellulaire. En effet, IL-1Ra est un inhibiteur compétitif naturel d’IL-1a et f qui se
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fixe sur les mémes sous-unités d'lL-1R1 (IL-1 Receptor 1) empéchant le recrutement de la
sous-unité IL-1RAcP (IL-1 Receptor accessory protein) qui est indispensable pour induire la
cascade de signalisation. Cette glycoprotéine de 17 kDa n’est pas synthétisée sous forme de
précurseur et elle est la seule cytokine de la famille d’IL-1 & posséder un signal peptide
(Garlanda et al., 2013).

Il existe la forme principale IL-1Ra soluble (sIL-1Ra) et trois isoformes intracellulaires (iclL-
1Ral, iclL-1Ra2, iclL-1Ra3) qui jouent plutdt un rdle de «réservoir» d’IL-1Ra, libérée

pendant le mort cellulaire, limitant ainsi la réaction inflammatoire (Allan et al., 2005).

5-3-3 IL-1B

IL-18 est principalement synthétisée par les cellules hématopoiétiques comme les Mo
circulants, les Mp ou encore les CM (Dinarello, 2009); (Eriksson et al., 1999). La libération de
'IL-1p par les cellules se fait en deux temps: elle est tout d’abord synthétisée sous forme de
protéine précurseur de 31 kDa, biologiquement inactive puis sa conversion en IL-1f mature
de 17 kDa via l'inflammasome (Wilson et al., 1994); (Black et al., 1989). Ces deux étapes

sont étroitement liées.

La synthése de la prolL-1p est induite suite & une activation des récepteurs aux cytokines
(Marucha et al.,, 1990); (Li et al., 2009); (Dinarello, 2007) ou des récepteurs TLR.
L'engagement de ces récepteurs induit I'activation des facteurs de transcription de génes
codant pour les cytokines pro-inflammatoires comme NF-xB (Weber et al., 2010).

L'activation de NF-xkB conduit a la synthése de la prolL-1f qui s’accumule dans le
cytoplasme. Cependant, cette induction de la synthése de la prolL-18 ne signifie pas
obligatoirement une augmentation de la production de I'lL-1f (Figure. 33) (Dinarello, 2007).
En effet, la maturation de la ProlL-18 en forme active et sa sécrétion repose sur la
génération d'un second signal. Ce clivage se fait via I'activation de I'inflammasome (Figure.
33). L’activation de l'inflammasome va déclencher I'activation du zymogene inactif la pro-
caspase-1 en caspase-1, qui va aller cliver a son tour la prolL-1p et étre sécrétée dans le
milieu extracellulaire (Ferrari et al., 2006); (Sanz and Di Virgilio, 2000).

Le clivage, ainsi que la maturation d’'IL-1f pourraient également se faire a I'extérieur de la
cellule en faisant intervenir d'autres protéases que la caspase-1 (mais de fagcon minoritaire)

comme les protéases a sérine des neutrophiles (la protéinases-3, I'élastase, la cathepsine
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G), les métalloprotéases matricielles (MMP-9) ou encore les protéases de cellules T
cytotoxiques (granzymes) (Wittmann et al., 2011).

Dans les Mo humains, la caspase-1 associée a l'inflammasome NLRP3 est constitutivement
active permettant la libération d’IL-18 apres stimulation par du LPS (Figure. 36) (Netea et al.,
2009). Tandis que les Mp ont besoin des 2 signaux (un premier via I'activation des TLR qui
permet la transcription de la prolL-1p et un deuxiéme signal via [l'activation de

linflammasome pour le clivage) (Kanneganti et al., 2007).
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Figure 36: Différence entre Mo et Mp.

Schéma représentant la voie d’'IL-1B8 dans les Mo et les Mp. La caspase-1 est
constitutivement activée dans les Mo et ces cellules sont capables de sécréter I'lL-
1B mature aprés simple stimulation des TLR. Contrairement aux Mp, qui ont
besoin de la présence des 2 signaux: stimulation des TLR et de I'ATP pour induire
la sécrétion d’IL-1pB.

(Netea, Blood, 2009)

Plusieurs mécanismes de sécrétion d’IL-1p ont été évoqués en fonction des situations et des
types cellulaires considérés (Mariathasan and Monack, 2007).

Il a été montré qu’lL-1f pouvait étre sécrétée par une voie qui serait dépendante des
lysosomes sécrétoires. Piccioli et al, ont observé la présence de la prolL-1f et de la
caspase-1 dans les lysosomes sécrétoires dans les Mo circulants humain aprées induction
avec du LPS (Piccioli and Rubartelli, 2013). La présence d’ATP exogéne induit I'exocytose

des lysosomes sécrétoires et donc une libération d’'IL-1. Elle peut également se faire via la
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libération d’exososomes dérivés de corps vésiculaires (Qu et al., 2007), par la libération de
microvésicules de la membrane plasmique (MacKenzie et al.,, 2001), par l'autophagie
«secretory autophagy» via la fusion d’'un autophagosome et d'un endosome (Piccioli and
Rubartelli, 2013) et par la translocation membranaire des cellules en pyroptose (la
membrane plasmique devient perméable) (Piccioli and Rubartelli, 2013). Il est maintenant
bien établi que la libération d’IL-1p se fait de fagon non conventionnelle, mais le mécanisme
physiologique exact reste encore mal connu et dépend surtout du type cellulaire. Il semble

gu’elle puisse étre sécrétée par plusieurs fagcons différentes en paralléle (Eder, 2009).

Il est maintenant clairement démontré qu’lL-1p joue un rble dans la mise en place de la
neuro-inflammation que ce soit aigtie ou chronique (Figure. 37). L'injection d’IL-1f dans le
cerveau des murins induit rapidement une activation des astrocytes et des CM provoquant
'expression des cytokines inflammatoires comme IL-6 et Cox-2 (Basu et al., 2002); (Lin et
al., 2006). Dans un modéle de Parkinson, l'injection de LPS dans la substance noire induit
une exacerbation de la neuro-dégénérescence. Ces auteurs ont observé une activation des
CM qui était responsable de la mort des neurones dopaminergiques via une sécrétion d’IL-
1B (Pott Godoy et al., 2008). IL-1 est également impliquée dans l'initiation et la propagation
de la neuro-inflammation chez les patients atteints de la maladie d’Alzheimer en favorisant la
mort neuronale (Shaftel et al., 2008). Par ailleurs, dans un modéle de gliome, la délétion du
géne Cx3crl chez les murins induit une accumulation de Mo inflammatoires qui surexpriment
IL-1p3. Cette surexpression est responsable de la croissance de la tumeur en activant la voie
de signalisation MAPK P38 et I'expression de CCL2 dans les cellules tumorales (Feng et al.,
2015).

Cependant les mécanismes par lesquels IL-1f induit la mort des neurones ne sont pas
encore clairement élucidés. La plupart des études ont montré I'implication d’IL-1p dans la
neuro-dégénérescence indirectement par l'utilisation de son inhibiteur naturel IL-1Ra. En
effet, IL-1Ra réduit fortement la mort des neurones dans les modéles d’ischémie cérébrale
(induite par une occlusion dans l'artére cérébrale) mais également dans les modéles
d’injection de NMDA (N-methyl-D-aspartate) dans le cerveau a une dose toxique chez les
rongeurs (Relton and Rothwell, 1992). De méme, l'injection d’'un anticorps bloquant anti-IL-
1B dans lintracérébroventriculaire diminue fortement les lésions induites par l'ischémie

cérébrale. Ou encore la délétion du géne IlI-1Ra entrainerait une augmentation des Iésions
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dans les modéles d'ischémie cérébrale (Boutin et al., 2001). Ces effets d’IL-1Ra dans les

différents modéles indiquent le réle fondamental d’IL-1f dans la mort des neurones.

Table 2 | Neurological diseases to which interleukin-1 might contribute

Disease Clinical evidence of a role for IL-1 Proposed role of IL-1

Alzheimer’s  Increased expression of IL-1 Excessive production and processing of f-amyloid

disease is associated with plaques and tangles in precursor protein and phosphorylation of tau protein,
brain parenchyma; polymorphisms in genes  the main components of plaques and tangles
encoding IL-1 influence susceptibility

Traumatic Increased intracerebral expression of Increases neuronal excitability, induces neurotoxin

brain injury  IL-1 early after injury, and increased production, increases leukocyte infiltration, activates
concentration of IL-1 in cerebrospinal fluid microglial cells and promotes astrogliosis

Epilepsy Increased expression of IL-1 in brain Increases neuronal excitability through modification of
parenchyma; polymorphisms in genes the balance between excitatory and inhibitory synaptic
encoding IL-1 might influence susceptibility ~ transmission

Parkinson’s  Increased concentration of IL-1 in Contributes to the degeneration of neurons in the

disease cerebrospinal fluid; polymorphisms in genes  substantia nigra
encoding IL-1 might influence susceptibility

Stroke Increased concentration of IL-1 in Increases neuronal excitability, induces neurotoxin

cerebrospinal fluid; polymorphisms in genes
encoding IL-1 might influence susceptibility

production, increases leukocyte infiltration, activates
microglial cells and promotes astrogliosis

Figure 37: Implication d’'IL-1 dans les différentes pathologies neuro-dégénératives.
(Allan, Nat Immunology, 2005)

5-3-4 Les récepteurs de I'lL-1

Les activités biologiques de I'lL-1a et de I'IL-1f sont dépendantes du récepteur de type | (IL-
1R1) de type Toll IL-1 récepteur (TIR). La liaison avec son ligand induit une modification de
sa conformation, permettant le recrutement de la protéine accessoire (IL-1RAcP). Cette
derniere possede également un domaine de type TIR au niveau intracellulaire (Dinarello,
2009); (Sims and Smith, 2010). Par ailleurs, il existe un autre récepteur a I'lL-1, IL-1R2 qui
ne contient pas de domaine TIR intracellulaire. Les récepteurs IL-1R2 piége I'lL-1f qui n'est
plus disponible pour se lier a I'lL-1R1 et se lie a I'lL-1RAcP qui ne pourra plus interagir avec
IL-1R1. Ces 3 récepteurs peuvent étre sécrétés sous forme de récepteurs solubles (sIL-1R1,
SIL-1R2 et sIL-1RACcP) qui sont des inhibiteurs de la voie d’IL-1, ce qui confirme que la voie
d’IL-1 est finement régulée (Allan et al., 2005).

La fixation de I'lL-1p sur I'lL-1R1 entraine une réponse spécifique pour chaque type
cellulaire. Cette cytokine stimule I'expression des protéines de linflammation comme la

protéine C réactive (CRP) (Latkovskis et al., 2004), la synthése de Ck pro-inflammatoires
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(COX-2, IL-6, TNFa) (Dinarello, 2002); (Garlanda et al., 2013) et de molécules d’adhérence
par les cellules endothéliales permettant ainsi le recrutement des leucocytes ou le
déclenchement de la fievre au niveau cérébral (Sims and Smith, 2010); (Garlanda et al.,

2013).
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La DMLA constitue la premiére cause de cécité légale dans les pays industrialisés chez les
personnes agées (Friedman et al.,, 2004). Le stade précoce (MLA) se caractérise par la
présence de larges « soft drusen » dans la macula et des anomalies pigmentaires dans
'EPR. Ce stade précoce peut évoluer vers une forme plus avancée: une forme atrophique
(GA) caractérisée par une dégénérescence des photorécepteurs (PR) et de I'épithélium
pigmentaire rétinien (EPR) ou une forme humide définie par la présence de

néovascularisations choroidiennes.

La DMLA présente une composante inflammatoire caractérisée notamment par une
accumulation de phagocytes mononucléés (PM) au niveau des lésions atrophiques dans
I'espace sous-rétiniens au contact des PR et de 'EPR (Gupta et al., 2003) et la présence de
nombreux médiateurs de I'inflammation dans les drusen (Johnson et al., 2000).

L'absence de modéle d'inflammation sous-rétinienne a longtemps limité I'étude de
'implication de ces phénoménes dans la DMLA. En 2007, notre laboratoire a montré que la
déficience pour le récepteur Cx3crl induisait la formation de dépbts de type « drusen like »
sous rétiniens, ainsi qu'une accumulation de PM dans I'espace sous-rétinien en fonction de

I'age associée a une dégénérescence des PR (Combadiere et al., 2007).

Cependant, cette étude n’avait pas permis pas de discriminer si I'accumulation de PM
trouvait son origine dans une migration/prolifération des cellules microgliales (CM) de la
rétine interne et/ou un recrutement des monocytes (Mo) de la circulation sanguine.

L'objectif principal de I'article 1 était de déterminer I'origine des PM qui s’accumulent dans le
modéele de souris déficientes en Cx3crl et de déterminer quels PM sont responsables de la
mort des PR. Paralléelement nous souhaitions déterminer si les PM déficients en Cx3crl
induisaient une dégénérescence plus importante parce qu'ils survivaient mieux dans

I'espace sous-rétinien et/ou étaient également plus neurotoxiques.

Le deuxiéme objectif de ma these était de déterminer par quels mécanismes ces PM
induisaient une neurotoxicité plus importante.

De nombreux mécanismes lient les PM activés a la neuro-dégénérescence. Parmi ceux ci, la
voie de I'lL-1B pouvait étre privilégiée et a donc été explorée prioritairement. En effet, la
déficience de Cx3crl dans le SNC entraine une augmentation de la neurotocixité des PM via
une sécrétion importante de la cytokine IL-18 dans un modele de Parkinson. Mais les
mécanismes qui menaient a cette surexpression d’IL-1p en absence de CX3CR1 n’'étaient
pas déterminés. Ainsi, hous avons voulu déterminer si I'lL-1 était également impliquée dans
notre modele d'inflammation sous-rétinienne. Si I'iL-13 est réellement impliquée dans la

neurotoxicité des PR, a quel niveau se joue la surexpression? Est ce que la déficience de
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Cx3crl dans les PM joue un réle au niveau de la transcription du géne ou au niveau de la
maturation et de la sécrétion d’ll-137?
Et enfin, le dernier objectif était de déterminer si I'inhibition d’IL-1B permettait de diminuer

inflammation sous-rétinienne et de limiter la perte des PR dans notre modele.

Le but de ce travail était de trouver des cibles thérapeutiques pour la forme séche de la

DMLA pour laquelle il n'existe aucun traitement a ce jour.
Durant ce travail, de nouvelles études ont confirmé l'implication des PM dans la mort des PR

dans différents modéles de dégénérescence rétinienne (Kohno et al., 2013); (Cruz-Guilloty et
al., 2013) et dans la régulation de la voie IL-1 par CX3CR1 (Feng et al., 2015).
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Article 1:

Le recrutement dans l'espace sous-rétinien de Mo CCR2+ est responsable de la

dégénérescence des PR chez souris déficientes en Cx3crl.
Le premier objectif de ma thése était de déterminer la toxicité des PM vis a vis des PR. Pour
cela j'ai participé aux travaux qui ont permis de caractériser I'origine des PM accumulés dans
'espace sous-rétinien puis j'ai développé un test ex vivo pour quantifier la toxicité de
différents types de PM et évaluer I'importance de leur génotype.

Principaux résultats:

Origine des PM sous-rétiniens:

Nous avons montré une augmentation significative de la concentration de CCL2 dans les
humeurs aqueuses des patients atteints d’atrophie et qui est associée a la présence de
cellules CCR2+/CD18 (qui correspondent aux Mo humain (Mantovani et al., 2004) dans
I'espace sous-rétinien a proximité des zones atrophiques (Figure. 1).

De maniére similaire, nous avons observé chez les souris Cx3crl™, une surexpression de
CCL2 avec I'age (18 mois) et avec le modeéle d’illumination (les souris sont illuminées avec
une lumiére verte a 4500 lux pendant 4 jours, qui déclenche une accumulation de PM sous-
rétiniens en absence de perte initiale des photorécepteurs). CCL2 est principalement

exprimé par les PM recrutés suggérant une boucle d’auto-amplification (Figure. 2).

Cette accumulation des PM dans l'espace sous-rétinien conduit a une dégénérescence
secondaire des PR avec I'age (12 mois) et avec le modéle d'illumination. Néanmoins, nous
avons observé une diminution de 50 % des PM dans I'espace sous-rétinien chez les souris
double knockout Ccl2”Cx3crl” ou Ccr2”Cx3crl” avec I'age et expérimentalement au cours
d’une illumination intense (Figure. 3).

Et en conséquence de cette diminution de PM dans I'espace sous-rétinien, nous avons
constaté une forte inhibition de la dégénérescence des PR chez ces souris double knockout
par rapport aux souris Cx3crl™ (Figure. 4).

Par ailleurs, I'administration de la lipo-chlodronate (qui permet d’éliminer les Mo circulants)
réduit fortement l'infiltration des PM dans I'espace sous rétinien (de 50 %) et une inhibition

totale de la dégénérescence des PR (Figure. 5).
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Ces résultats suggérent que c’est linfiltration spécifigue des Mo inflammatoires de la
circulation qui est principalement responsable de la dégénérescence rétinienne observée

chez ces souris déficientes en Cx3crl.

Toxicité des PM déficients en Cx3crl: (partie a la quelle j'ai contribuée dans I'article)

Nous avons confirmé que les PM déficients en Cx3crl sont effectivement plus neurotoxiques
gue les PM C57BL/6J ainsi que les CM sont moins toxiques que les Mo infiltrants de la
circulation sanguine (Figure. 6). Pour démontrer cela, nous avons utilisé un modéle ex vivo
de co-cultures. Les Mo de la moelle osseuse Cx3crl” et C57BL/6J ou les CM Cx3crl” et
C57BL/6J (en nombre identique, 100 000 cellules par condition) sont en contact avec un
explant rétinien pendant 18 h a 37°C et les rétines sont récupérées pour faire un marquage

TUNEL (pour quantifier la mort des PR).

Ces résultats sont présentés en détail dans I'article ci-dessous « CCR2" monocytes infiltrate
atrophic lesions in age-related macular disease and mediate photoreceptor degeneration in

experimental subretinal inflammation in Cx3crl deficient mice ».
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Article 2:

L'invalidation de Cx3crl induit une surexpression de P2RX7 dans les phagocytes
mononucléés responsable de I'augmentation de la sécrétion d’IL-1B et de la mort des

photorécepteurs.

La souris Cx3crl” présente des dépdts de type « drusen like » sous rétiniens, ainsi qu'une
accumulation de PM dans I'espace sous-rétinien en fonction de I'age et qui est associée a
une dégénérescence des PR (Combadiere et al.,, 2007). Les PM qui s’accumulent dans
'espace sous-rétinien proviennent au moins pour 50 % des Mo inflammatoires de la
circulation sanguine. Ces Mo sont les principaux responsables de la dégénérescence des
PR (Article 1). Les mécanismes moléculaires qui induisent la mort des PR ne sont pas
encore connus. Il a été démontré que la déficience de CX3CR1 dans le SNC entrainait une
augmentation de la neurotocixité des PM par un mécanisme dépendant de la cytokine IL-13
dans un modéle de Parkinson (Cardona et al., 2006). Cependant les mécanismes qui
meénent a cette surexpression d’IL-1[ restent a élucider.

Dans cette étude nous avons donc décidé d’étudier si des Mo déficients pour Cx3crl, les
cellules responsables de la perte des PR (article 1), pouvaient secréter de plus grande
quantité d’IL-1 et induire une neuro-dégénérescence. IL-1f est produit sous forme de prolL-
1B qui doit étre clivé par la caspase-1 aprés activation de I'inflammasome pour étre sécrété.
Les étapes clés de l'activation de l'inflammasome ont été comparées entre des souris
contrdles et déficiente en Cx3crl pour comprendre les mécanismes moléculaires

responsables de la perte des PR.

Principaux résultats:

Tout d’abord, nous avons montré que l'absence de Cx3crl chez les Mo de la moelle
osseuse (BMM) conduit a une surexpression du P2RX7, une hausse de la sécrétion d’ATP
et d’IL-1B (Figure. 1).

Pour ce faire, nous avons dans un premier temps évalué si I'absence de CX3CRL1 pourrait
jouer un réle au niveau de la transcription du gene de I'lL-1f3. Pour cela, nous avons mis en
culture des BMM C57BL/6J et Cx3cr1®/F pendant 18 h en présence ou non de LPS. Ily a
bien une augmentation de la transcription du géne de I'lL-18 en présence de LPS mais pas
de différence entre les deux génotypes (Figure. 1A) suggérant que l'augmentation d'IL-13
observée n’est pas due a une transcription plus importante.

Ensuite pour déterminer si la déficience en Cx3crl pourrait influencer la maturation de I'lL-

1B, on a regardé I'expression du P2RX7 qui est connu pour étre impliqué dans la neuro-
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inflammation et dans I'assemblage de I'inflammasome. Par cytométrie en flux, nous avons
observé une expression du P2RX7 deux fois plus importante chez les BMM Cx3cr1¢F/¢"P
(Figure. 1B). Cette augmentation est corrélée avec une ouverture des pores P2RX7-
dependants (Figure. 1C et D) plus importante qui pourrait permettre une plus grande
sécrétion d’ATP dans le milieu extracellulaire (Figure. 1E). Afin de déterminer si cet ATP
relargué par les BMM Cx3cr17/¢F" est capable d'activer l'inflammasome via le P2RX7, nous
avons dosé I'lL-1B qui sécrétée dans le surnageant par ELISA. On observe que la présence
seule du LPS est suffisante pour induire la sécrétion d'IL-18 chez les BMM Cx3cr1¢F/¢"P
alors qu'il faut la présence des deux signaux (LPS et ATP) pour induire la sécrétion d'IL-13

chez les BMM C57BL/6J (Figure. 1F, G et H).

Il a été démontré que la phagocytose de corps apoptotique riche en phosphatidylsérine induit
'expression de médiateurs anti-inflammatoires (Fadok et al.,, 1998). Les Mo circulants
entrant dans I'espace sous-rétinien pourraient donc rapidement perdre leur capacité a
sécréter de I'lL-1B. Nous avons ensuite différencié les BMM en PM sous-rétiniens. Pour cela,
nous avons mis en culture des BMM C57BL/6J et Cx3cr1¢ P en présence de SE des PR
(riche en phosphatidylsérine) pour mimer I'espace sous-rétinien.

En cohérence avec les effets anti-inflammatoires des SE des PR, les BMM C57BL/6J
surexpriment Cd206 et IL-1Ra en présence des SE des PR mais de maniére surprenante,
cette augmentation n'est pas observée chez les BMM Cx3cr1®™¢" (Figure. 2A et B). A
linverse, I'expression du P2RX7 est augmentée chez les BMM Cx3cr1® ¢ (Figure. 2C),
tout comme la sécrétion d’ATP en présence des SE des PR (Figure. 2D). De méme, en
présence de SE des PR et du LPS, les BMM sécrétent significativement plus d’IL-1 que les
BMM C57BL/6J (Figure. 2G).

Afin de confirmer ces résultats in vivo, nous avons étudié I'expression d’'IL-18 et P2RX7 dans
le modeéle d'illumination qui induit une inflammation sous-rétinienne puis une neuro-
dégénérescence des PR chez les souris Cx3cr1® ¢ Nous avons tout d’abord montré une
augmentation de la concentration d'IL-18 dans les homogénats de rétine des souris
Cx3cr1® /¢ aprés 4 jours d'illumination (Figure. 3B). Ensuite nous avons montré qu'aprés 4
jours d'illumination, ce sont les PM sous-rétinien (Ly6c positifs, les PM recrutés de la
circulation sanguine) qui expriment principalement le P2RX7 et I'lL-18 dans la rétine (Figure.
3C et D). Ces résultats sont confirmés par les immunohistochimies des montages a plat des
rétines qui montrent que les PM sous-rétiniens sont IL-1 et P2RX7 positifs alors que les CM

résidentes qui se trouvent dans la CNI sont négatifs (Figure. 3E et F).
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Et enfin, la neurotoxicité des BMM Cx3cr1®™¢F est inhibée par le BBG (inhibiteur du
P2RX7) et par I'lL-1Ra (inhibiteur de I'lL-1B). Pour cela, nous avons d’abord utilisé le modéle
ex vivo de co-cultures (BMM en contact avec un explant rétinien). Lorsque les BMM
Cx3cr1® /¢ sont prétraités avec de I'lL-1Ra ou avec du BBG, I'apoptose des PR est
significativement plus faible que les BMM Cx3cr1® ¢ non traités (Figure. 4A et B). Par
ailleurs, 'ATP n’est pas directement lié¢ a la mort des PR dans notre modéle (Figure. 4C et
D). Ces résultats sont confirmés in vivo ou des injections intravitréennes de BBG ou de I'lL-

1Ra conduisent a une inhibition de la dégénérescence des PR (Figure. 5).
Tous ces résultats sont présentés en détail dans l'article ci-dessous « Upregulation of

P2RX7 in Cx3crl-deficient mononuclear phagocytes leads to increased interleukine-13

secretion and photoreceptor neurodegeneration ».
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Les travaux présentés ci-dessus démontrent une accumulation des PM dans I'espace sous-
rétinien des yeux de patients atteints de DMLA au niveau des zones atrophiques. Nos
résultats montrent que la déficience de Cx3crl chez la souris entraine une inflammation
sous-rétinienne caractérisée par une accumulation de PM sous-rétiniens associée a une
dégénérescence des PR. Nous avons montré que les souris Cx3cr1®¢"F (dont le géne
Cx3crl a été inactivé et remplacé par la GFP) surexpriment P2RX7 et IL-1B par les PM
sous-rétiniens, ainsi que dans les PM cultivés in vitro. Et I'inhibition du P2RX7 par le BBG ou
de I'lL-1B par I'lL-1Ra diminue efficacement la perte des PR ex vivo et in vivo dans le modéle

de souris Cx3cr18/cFP,

|- R6le du modele d’'inflammation sous-
rétinienne dans la DMLA

1-1 Observations humaines

Les lésions atrophiques observées chez les patients atteints de GA contiennent de
nombreux PM qui s’accumulent dans la rétine externe au contact des PR résiduels et de
'EPR adjacent a la lésion (Gupta et al., 2003); (Combadiere et al., 2007); (Sennlaub et al.,
2013). Ces PM démontrent une morphologie activée et la présence de rhodopsine dans leur
cytoplasme, suggérant gqu’ils phagocytent les segments externes des PR (Gupta et al.,
2003). Nos résultats montrent qu'au stade précoce de la maladie (MLA), des PM (positifs
pour les marqueurs CD18 et IBA-1) sont déja présents en grande quantité dans des drusen
softs, en contact étroit avec 'EPR, démontrant que la MLA est associée a une altération du
potentiel immunosuppressif de I'EPR (qui empéche en situation physiologique la présence

de cellules immunitaires dans la rétine externe).

1-2 Modele de souris déficientes en Cx3crl

La déficience du récepteur CX3CR1 entraine le développement avec I'age, de symptdmes
caractéristiques de la DMLA atrophique, notamment par la présence de dépbts drusénoides
et d'accumulation spontanée de PM dans l'espace sous-rétinien, associée a une
dégénérescence secondaire des PR (Combadiere et al., 2007). La souris Cx3cr1¢/¢"P
présente certaines caractéristiques communes avec les symptdémes observés dans la DMLA.

Cette souris est donc un excellent modéle pour tenter d’é€lucider les mécanismes permettant
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la mise en place d'une inflammation sous-rétinienne chez I'homme. L’absence d’un
polymorphisme de Cx3crl associé a la survenue de la DMLA est cependant une limitation de
ce modele. En périphérie, il est démontré que CX3CL1/CX3CR1 est directement impliqué
dans le recrutement, la migration et l'activation de cellules inflammatoires du sang vers le
tissu lésé (Nishimura et al., 2002). Cet axe est notamment impliqué dans la pathologie de
I'athérosclérose ou CX3CL1 permet de recruter les Mo patrouilleurs qui sont CX3CR1"" au
niveau des plagues d’athérome. Ainsi, les souris déficientes en Cx3crl montrent une
diminution importante du nombre de PM infiltrants et une diminution de la formation des
plagues d’'athéromes (Combadiere et al., 2003); (Lesnik et al., 2003).

On aurait donc pu attendre un défaut de recrutement également chez les souris déficientes
en Cx3crl dans le SNC. Etonnamment CX3CL1/ CX3CR1 n'a pas du tout les mémes effets
en central ou en périphérie au regard des travaux établis dés le milieu des années 2000
(Combadiere et al., 2007); (Cardona et al., 2006).

1-3 Origine des PM impliqués dans la mort des PR
(axe CCL2/CCR2)

La présence de PM sous-rétiniens au stade précoce de la DMLA, en l'absence de toute
dégénérescence rétinienne, suggére qu’une inflammation sous-rétinienne prolongée, au
stade précoce de la maladie, pourrait participer a sa progression vers une GA. Différents
travaux ont démontré que l'inhibition de linfiltration de PM dans la rétine, grace a une
déplétion spécifigue de Mo, protége les PR de |ésions induites par le vieillissement par une
illumination intense (Guo et al., 2012); (Kohno et al., 2013) indiquant que les Mo circulants

jouent un réle décisif dans la neurotoxicité des PR.

Nos travaux on permis de mieux préciser l'origine et le réle des différentes populations de
PM sous-rétiniens (article 1). Nous avons mis en évidence que ces PM sous-rétiniens
proviennent a 50 % des Mo inflammatoires de la circulation sanguine et sont recrutés dans la
rétine sous le contréle de 'axe CCL2/CCR2. Cette étude a démontré que la suppression de
la signalisation CCR2, ou la délétion des Mo circulants, grace a une injection systémique de
lipo-chlodronate, réduit considérablement l'infiltration de PM dans I'espace sous-rétinien. De

plus, I'absence d'inflammation sous-rétinienne protége les souris Cx3cri® ¢ de |

a
dégénérescence des PR induite lors du vieillissement, ou expérimentalement au cours d'une
illumination intense (Article 1), ce qui confirme l'effet dramatique d'une inflammation

prolongée au contact des PR.
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1-4 Mécanisme de survie

Si ces expériences offrent une explication sur le recrutement des PM dans I'espace sous-

rétinien des souris Cx3cr1C /eFP

, ces travaux n’expliquent pas les mécanismes impliqués
dans le maintien de cette inflammation, en dépit de I'environnement immunosuppresseur
contrélé notamment par I'EPR.

1CFPICFP arrivent a

Les travaux de notre équipe ont effectivement montré que ces PM Cx3cr
mieux survivre dans I'espace sous-rétinien en altérant la clairance sous-rétinienne contrblée
par 'EPR (Levy et al., 2015) (article 3 annexe). Nous avons montré que la concentration
d’ApoE est augmentée dans les yeux de souris Cx3cr1®¢"" jlluminées ou agées et que la
délétion d’ApoE (souris Cx3cr1®eFPApoE™) abolissait 'accumulation des PM observées
chez les souris Cx3cr1®¢"P  Ces résultats suggérent que I'ApoE est nécessaire pour
permettre la présence prolongée des PM dans I'espace sous-rétinien. Nous avons montré

que la surexpression d’ApoE par les PM Cx3cr1®/¢P

stimule la sécrétion de I'lL-6 et que
cette cytokine inhibe I'expression de FasL au niveau de I'EPR (impliqué dans la clairance de
'espace sous-rétinien) et promouvoit ainsi la survie des PM dans l'espace sous-rétinien

(Levy et al., 2015) (voir annexe).

1-5 Modéle d’analyse ex vivo

Les travaux de notre laboratoire, mais également ceux du groupe de Ransohoff suggérait
que les PM déficients en Cx3crl présentaient également une neurotoxicité plus importante,
Cependant, in vivo, il est trés difficile de déterminer si la déficience de Cx3crl induit une
augmentation de la toxicité des PM ou si cette dégénérescence pourrait étre expliquée par
une accumulation des PM (via une survie plus importante) et par un recrutement plus
important de PM (via une sécrétion augmentée de CCL2).

Pour répondre a cette problématique, nous avons mis au point un modéle ex vivo de co-
cultures de PM en contact direct avec un explant rétinien (sans 'EPR). Le méme nombre de
BMM (100 000 cellules) Cx3cr1®¢"P et C57BL/6J sont cultivés sur une membrane de
polycarbonate et une rétine C57BL/6J est déposée avec les PR face aux BMM. Dans ce
systéme, on ne s’intéresse qu'a la neurotoxité des PM en supprimant les paramétres de
l'apoptose induite par I'EPR et le recrutement des PM. Nous avons ainsi montré par
marquage TUNEL, que I'apoptose des PR est plus importante lorsque les rétines sont en
contact avec les PM Cx3cr1®™C par rapport aux PM C57BL/6J confirmant ainsi

qu'effectivement les PM Cx3cr1® /¢

sont plus neurotoxiques (Article 2) en plus de leur
capacité de survie accrue (article 3 en annexe) et de leur potentiel accru dattirer de

nouveaux Mo (article 1).

92



Les résultats obtenus ex vivo, a I'aide de ce modéle, pourraient étre artéfactuel (activation et
polarisation des PM non représentatives de la situation pathologique). Les mécanismes
caractérisés ont été donc été confirmés par la suite systématiquement in vivo avec notre

modéle in vivo d’illumination.

lI- Mécanismes impliqués dans la mort des
photorécepteurs

2-1IL-1PB

Cardona et ses collaborateurs (Cardona et al., 2006) ont montré dans un modéle de
Parkinson et de sclérose latérale amyotrophique que la déficience en CX3CR1 induisait un
défaut de migration des CM au niveau de la lésion et une augmentation de la mort
neuronale. Cette neurotoxicité plus importante semble liée a la sécrétion d’IL-1p par les CM.
Cependant, I'étude ne montre pas si I'lL-1 est bien responsable de la mort des neurones, ni
quels sont les mécanismes de cette sécrétion d’IL-1B plus importante chez les PM
CX3CI"16FP/GFP.

Le deuxieme objectif de ma thése était donc de déterminer si I'lL-13 était impliqué dans
notre modeéle d'inflammation sous-rétinienne. Si I'lL-13 était réellement impliquée dans la

neurotoxicité des PR, a quel niveau se jouait la surexpression?

Le géne II-18 est transcrit aprés activation des TLR (Allan et al., 2005), il faut ensuite un
second stimulus, comme I'activation des récepteurs P2X7 avec de I'ATP extracellulaire (lors
d’'une inflammation) pour induire 'assemblage du complexe NLRP3/ASC pour obtenir la
forme mature d’IL-18 (Mariathasan et al., 2006).

Nos résultats démontrent que les BMM Cx3cr1®F7/¢FP

surexpriment plus de P2RX7 a la
surface de la membrane associée a un plus grand nombre de canaux pannexines ouverts
(par influx de To-pro dans les BMM). De plus, nous avons montré que les BMM
Cx3cr1® /6" qui sécrétent plus d’ATP, ont I'inflammasome plus activé et une sécrétion d’IL-
1B plus importante. En effet, contrairement aux BMM C57BL/6J, qui ont besoin de
lactivation des TLR et du P2RX7 (les deux signaux), une simple stimulation des TLR (par le
LPS) est suffisante pour induire la sécrétion d’'IL-18 chez les BMM Cx3cr1®7¢F"  Cette
sécrétion d’'IL-1B par les BMM Cx3cr1¢77¢F est influencée par une sécrétion plus importante

d’ATP et peut étre inhibée avec un antagoniste du P2RX7.
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Ces données suggérent que les BMM sont capables d'auto-activer leur inflammasome
dépendamment de la voie ATP/P2RX7 et leur plus grande sensibilité a I'ATP exogéne
pourrait expliquer 'augmentation de la sécrétion d’IL-18 lors d'inflammations stériles.

De maniére similaire, ces résultats pourraient expliquer l'augmentation d’'IL-18 dans le
cerveau (Cardona et al., 2006) et dans le modéle d’illumination chez les souris déficientes en
Cx3cr1° /6" associée avec une accumulation de PM. De plus, nos résultats sont en accord
avec les données publiées précédemment par I'équipe montrant également une
augmentation de la protéine IL-18 chez les souris déficientes en Cx3crl avec l'age
(Lavalette et al., 2011).

Par ailleurs, ces résultats sont confortés par une étude publiée récemment qui montre que,
dans un modeéle de gliome, la délétion du géne Cx3crl chez les murins induit une
accumulation de Mo inflammatoires qui surexpriment IL-13. Cette surexpression est
responsable de la croissance de la tumeur en activant la voie de signalisation MAPK p38 et
I'expression de CCL2 dans les cellules tumorales (Feng et al., 2015).

Il serait par ailleurs intéressant de déterminer si I'lL-1p agit directement sur la mort des PR
ou de maniére indirecte. Au niveau de la rétine, IL-1R est principalement exprimé par les
cellules de Miiller (Chen et al., 2014). Il est possible que I'lL-1B sécrétée par les PM sous-
rétiniens active les cellules de Miiller et dérégule I'expression de récepteurs responsables
(GLAST) responsable de la recapture du glutamate extracellulaire. L’excitotoxicité induite par
le glutamate est impliqguée dans de nombreuses pathologies oculaires telles que I'ischémie
rétinienne, le glaucome ou encore la rétinopathie diabétique (Ishikawa, 2013). Dans ces
pathologies, les neurones de la CCG et de la CNI sont les principales cibles de
I'excitotoxicité du glutamate. Cependant il est possible que, dans le cas d’'inflammation sous-

rétinienne, 'augmentation locale du glutamate participe a la dégénérescence des PR.

2-2 ATP direct/indirect

Bien que P2RX7 soit uniquement présent aux niveaux des sites synaptiques dans la couche
plexiforme externe par immunohistochimmie (Brandle et al., 1998a); (Niyadurupola et al.,
2013), Notmi et al ont suggéré que I'ATP pourrait également induire directement I'apoptose
des PR par un mécanisme P2RX7-dependant (Notomi et al., 2011). Nos résultats montrent
que chez les souris Cx3cr1®¢F jlluminées, le P2RX7 est principalement localisé au niveau
des PM sous-rétiniens et nous n'avons observé aucune différence d’apoptose des PR
lorsque les PM étaient en présence de rétines C57BL/6J ou P2rx7” . De plus, le Bz-ATP

(100 puM) n’a pas eu d’effet sur la mort des PR ex vivo en absence de PM.
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Ces travaux suggerent que lI'apoptose des PR observée dans nos modéles serait plutdt due
a un effet indirect de 'ATP activerait les BMM Cx3cr1®F"¢*" via P2RX7. Ceci est confirmé
par I'inhibition totale de la toxicité des BMM Cx3cr1®77¢F avec le BBG dans le modéle de
co-cultures. Nos résultats sont confortés par une étude montrant que I'ATP et le Bz-ATP
induiraient une mort neuronale chez le rat mais seulement en présence de PM et I'absence
du P2RX7 a la surface des PM inhiberait également la mort des neurones méme en
présence d’ATP (Skaper et al., 2006). De méme, Ancassi et ses collaborateurs ont montré
que I'ATP a 3 mM n’a pas d'effet sur la mort des neurones aviaires en culture mais
seulement dans les cultures mixtes (neurones et cellules gliales). Ces auteurs observent
méme une augmentation de la viabilité lorsque les neurones sont traités avec 0.1 mM de
BzATP.

Par ailleurs, il semble peu probable que I'ATP puisse exercer son effet toxique in vivo du fait
de la forte présence d’ectonucléotidases dans la milieu extracellulaire. En effet, lorsque la
concentration d’ATP augmente dans le milieu extracellulaire, les NTPDase 1 (CD39) sont
capables d’hydrolyser trés rapidement 'ATP et 'ADP en AMP et empécher ainsi les effets
délétéres d’ATP (Levesque et al., 2010); (Robson et al., 2006).

Nos données in vitro suggérent que la neurotoxicité des PM Cx3cr1®¢F" pourrait étre
expliquée par la sécrétion spontanée de I'ATP par les PM et par une plus sensibilité a 'ATP
extracellulaire (surexpression de P2RX7).

Dans la pathologie humaine, il a été montré que les patients atteints de DMLA humide
présentaient une augmentation de la concentration d’ATP dans le vitré (Notomi et al., 2013).
De méme, il est pensable que I'apoptose des PR dans la GA libére une grande quantité

d’ATP qui pourrait activer les PM sous-rétiniens humains et induire une sécrétion d’IL-1p.

Une des questions que nous nous sommes posés également est la provenance de I'ATP
pour activer les PM dans I'espace sous-rétinien. Nos résultats ont montré que les PM
déficients en Cx3crl sont capables de sécréter une grande quantité d’ATP grace a la
formation de pores. Cependant, les neurones en dégénérescence peuvent également libérer
de 'ATP dans le milieu extracellulaire pour activer les PM. Pascual et ses collaborateurs ont
montré que les CM pouvaient sécréter de petites quantités d’ATP dans le milieu
extracellulaire aidant au recrutement des astrocytes via le récepteur P2Y1R (Pascual et al.,
2012). Les astrocytes amplifieraient le signal en sécrétant de I'ATP, participant au

recrutement de nouveaux CM.
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2-3 Maintien du phénotype pro-inflammatoire

Dans l'espace sous-rétinien, les Mo circulants se différencient en PM dans un
environnement riche en phosphatidylsérine en contact avec les SE des PR. Il a été démontré
que la phagocytose de corps apoptotiques riches en phosphatidylsérine induirait I'expression
des médiateurs anti-inflammatoires (Fadok et al., 1998).

Nos résultats montrent qu'a l'inverse des BMM C57BL/6J, les BMM Cx3cr1® ¢ inhibent
leur expression de geénes anti-inflammatoires comme CD206 et IL-1Ra lorsqu’ils se
différencient en présence de SE des PR. De plus, ces SE n'inhibent pas la capacité des
BMM Cx3cr1®7¢"" & sécréter de I'ATP.

Ces résultats confirment que le récepteur CX3CR1 permet de maintenir les PM dans un état
quiescent dans le SNC (Zujovic et al., 2001); (Cardona et al., 2006) et que sa déficience
empéche la polarisation de ces PM vers un phénotype de type M2 anti-inflammatoire. De
méme, Zujovic et ses collaborateurs ont montré que la CX3CL1 pourrait agir comme une
chimiokine anti-inflammatoire dans le SNC par sa capacité a réprimer l'activation des CM
(Zujovic et al., 2001).

Il serait ainsi intéressant d’induire des PM vers un phénotype anti-inflammatoire en traitant

avec des Ck anti-inflammatoires comme IL-10, IL-4, TGFf ou encore CX3CL1.

2-4 Autres voies

Le modeéle de souris Cx3cr1¢F/cFP

nous a donc permis de démontrer qu’lL-1f3 pourrait étre
potentiellement impliquée dans la mort des PR lors d'une inflammation sous-rétinienne
chronigue comme dans la pathologie de la DMLA. L'inhibition de I'lL-13 et du P2RX7 permet
de diminuer significativement la dégénérescence des PR ex vivo et in vivo. Cependant,
méme avec une concentration trés importante d’IL-1Ra (10 mg/ml), nous n’avons pas réussi
a inhiber totalement la mort des PR, ce qui suggére que d'autres voies pourraient étre
impliqguées dans cette dégénérescence. Plusieurs voies de neurotoxicité ont été suggérées

ou démontrées dans la rétine, en particulier pour les neurones de la CNI ou de la CCG.

Le TNFa est surexprimé dans de nombreuses pathologies neurodégénératives telles que la
sclérose en plaque, la maladie de Parkinson ou encore la maladie d’Alzheimer (McCoy and
Tansey, 2008). Il a notamment été montré que l'inhibition de la voie CX3CL1/CX3CR1 au
niveau des CM induirait une augmentation de la sécrétion du TNFa en réponse a un stimulus
inflammatoire et qui serait impliqué dans la mort des neurones (Zujovic et al., 2001). TNFa
joue également un rdle important dans la dégénérescence des CG dans la pathologie du

glaucome. Nakazawa et ses collaborateurs ont également montré, que la déficience de
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TNFa ou de son récepteur TNF-R2 inhibait le recrutement des Mo CD11b+ et ainsi que la
mort des PR dans un modéle de décollement rétinien chez la souris (Nakazawa et al., 2011).
Toutefois, son réle dans la dégénérescence des PR reste plus controversé, du fait de I'effet
balance entre son récepteur TNF-R1 et TNF-R2 (Fontaine et al., 2002).

Le monoxyde d'azote (NO) semblerait plutdt étre impligué dans la dégénérescence des
neurones de la CNI comme dans la pathologie de la rétinopathie diabétique (Sennlaub et al.,
2002).

Les ROS sont fortement impliqués dans I'induction de I'lL-1B et inversement (Hsu and Wen,
2002); (Ahmad et al., 2009). De plus, les ROS sont impligués dans de nombreuses
pathologies, en particulier dans les troubles liés a I'age. En effet, la rétine est
particulierement sensible au stress oxydant en raison de sa haute consommation d'oxygéne,
la proportion élevée d'acides gras polyinsaturés, et son exposition a la lumiere visible (Jarrett
and Boulton, 2012); (Beatty et al., 2000).

Nous avons donc testé différents inhibiteurs pharmacologiques (Ethanercept pour inhiber la
voie TNFa, L-NAME pour inhiber NOS, Cu-DIPS et DPI pour inhiber le stress oxydant) pour
essayer d'identifier les autres voies impliquées dans la mort des PR avec notre modéle ex
vivo. Aucun des inhibiteurs n'a permis de protéger les PR de I'apoptose induite par les PM.
D’autres études seront donc nécessaires pour évaluer les autres voies impliquées dans la
dégénérescence des PR. Comme évoqué ci-dessus, il serait intéressant d’étudier I'effet du
glutamate sur les PR dans notre modéle via les cellules de Miller et de déterminer si cette

voie est impliquée dans la dégénérescence des PR (étude en cours).

IlI- Thérapies

3-1 Les anti-P2RX7

In vivo, nous avons montré que P2RX7 et IL-18 sont fortement exprimés par les PM sous-

rétiniens dans le modeéle d’illumination chez les souris Cx3cr1C® /e,

Les injections
intravitréennes de BBG ont inhibé I'apoptose des PR tout comme dans les modéles
d’hémorragies sous-rétiniennes (Notomi et al., 2013), dans le glaucome (Niyadurupola et al.,
2013) ou encore dans l'ischémie cérébrale (Sugiyama et al., 2010). Le BBG est un colorant
alimentaire bleu de taille relativement petite (854 Da) qui est déja couramment utilisé
pendant les opérations ophtalmiques pour visualiser la membrane limitante interne (Naithani

et al., 2011).
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Le BBG est plus efficace pour inhiber la mort des PR in vivo. Ceci pourrait étre di a sa petite
taille par rapport a I'lL-1Ra qui fait 17 KDa, ce qui lui permet de diffuser plus facilement aprés
l'injection dans le vitré.

De maniére surprenante, contrairement a la neuro-inflammation observée lors d'une
ischémie cérébrale (Yu et al., 2013), Iinhibition de P2RX7 n’a pas influencée I'accumulation
des PM Cx3cr1® 6P sous-entendant que 'ATP ne contribuerait pas de facon significative
aux recrutements des PM dans ce modéle.

Kerur et al. ont montré dans la GA, que I'accumulation de '’'ARN Alu due a une déficience de
DICER1 induit une sécrétion d’IL-18 via I'inflammasome NLRP3. Cette cytokine induirait une
dégénérescence trés importante des cellules de I'EPR et l'utilisation d'un inhibiteur de
P2RX7, le A-740003 réduit fortement la perte des cellules de I'EPR (Kerur et al., 2013). De
méme, dans la pathologie de Parkinson, l'injection d’un inhibiteur de P2RX7, le A-438079
dans le striatum empéche la mort des neurones dopaminergiques, une gliose et une toxicité
synaptique (Carmo et al., 2014).

L'utilisation des hombreux inhibiteurs du P2RX7 (BBG, A-438079, A-740003) pourraient étre
un excellent outil thérapeutique pour lutter contre des pathologies comme ['atrophie

géographique, ou les Mo inflammatoires s’accumulent.

3.2 Pannexines

Nous avons montré également que les PM Cx3cr1°"7¢ ont une perméabilité cellulaire plus
importante que les PM C57BL/6J. Nous n’avons pas démontré si la formation des pores
observés était dépendante ou indépendante des pannexines.

Certains auteurs ont suggéré que le P2RX7 pouvait lui méme se dilater pour former le pore
ou que le P2RX7 interagissait avec d’autres canaux non encore identifiés (Hanley et al.,
2012); (Rigato et al., 2012); (Xu et al., 2012); (Alberto et al., 2013). Ainsi, il a été montré la
présence de pores méme lorsque la protéine pannexine-1 était déficiente (Bond and Naus,
2014).

Cependant la majorité de la littérature montre que, si lI'activation du P2RX7 perdure dans le
temps, elle induit la formation des pores via la pannexine-1 (Bond and Naus, 2014);
(Makarenkova and Shestopalov, 2014); (Pelegrin and Surprenant, 2006) permettant I'entrée
cytoplasmique de facteurs extracellulaires pouvant par exemple activer l'inflammasome
(Pelegrin and Surprenant, 2006); (Ferrari et al., 2006). Les pannexines peuvent également
former des canaux permettant la sécrétion de petites molécules jusqu'a 900 Da comme
I'ATP (lglesias et al., 2008) et le Yo-pro qui est un marqueur fluorescent (Smart et al., 2003);
(Bartlett et al., 2013. Il a été suggéré que la pannexine-1 était indispensable a la formation

des pores avec le P2RX7 (Locovei et al., 2007); (Pelegrin and Surprenant, 2006).
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De ce fait, d’autres expériences seront nécessaires pour déterminer si l'activation de
linflammasome et la sécrétion d’ATP se fait réellement via les canaux pannexines, ou via
d’autres protéines membranaires non encore identifiées ou encore via le P2RX7 lui-méme
(Alberto et al., 2013). Pour cela, il existe de nombreux inhibiteurs pharmacologiques
efficaces et spécifiques pour bloquer les pannexines.

Le carbexolone, qui est un synthétique dérivé de l'acide glycyrhétinique, est utilisé depuis
plus de 25 ans pour bloquer de maniére réversible les canaux pannexines (Bruzzone et al.,
2005).

Le probénécide (utilisé pour traiter les symptémes de la goutte) permet également d’inhiber
les pannexines sans inhiber les canaux connexines méme a une forte concentration
(Silverman et al., 2008).

Et enfin le peptide mimétique '°Panx1 qui cible la premiére boucle extracellulaire de la
pannexinel qui empéche le passage des petites molécules comme I'ATP (Pelegrin and
Surprenant, 2006). Mais cet effet peut étre reproduit par d’autres peptides de la méme taille
(1500 Da) suggérant que °Panx1 n’aurait pas un effet spécifique sur la boucle extracellulaire
(Dahl, 2007).

Si les pannexines sont impliquées dans la sécrétion d’ATP par les PM ces molécules
pourraient avoir un intérét thérapeutique dans le traitement des GA en bloquant la

neurotoxicité des PM sous-rétiniens.

3.3 Les anti-IL1 dans les autres pathologies dont test
behcet

Les traitements anti-IL-1 sont encore peu utilisés aujourd’hui dans les pathologies oculaires
mais nous disposons d'un large éventail thérapeutique utilisé dans les pathologies
inflammatoires. Les différents inhibiteurs utilisés sont I'anakinra qui est un inhibiteur du
récepteur IL-1, le Canakinumab qui est un anti-IL-1f et le Gevokizumab qui est un
recombinant humanisé anti-IL-18 (Caso et al., 2014). Les traitements anti-IL-1 semblent
prometteurs pour traiter la pathologie de Behget ou I'lL-13 est fortement augmentée dans le
sérum des patients atteints de Behcet et dont les manifestations ophtalmologiques sont

dominées par les uvéites (Caso et al., 2014).
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3.4 Anti-IL-1 + anti-IL-6 ou anti-CD14

On avons vu que les PM sous-rétiniens, déficients pour Cx3crl, sont plus neurotoxiques et
survivent mieux dans I'espace sous-rétinien. Il sera donc intéressant de combiner un anti-
IL1B pour inhiber la neurotoxicité des PM et un anti-IL-6 pour inhiber la survie des PM (Levy
et al., 2015). De maniére plus globale, I'inhibition de I'activation des PM via les TLR semble
prometteuse au vu du travail de notre équipe. A ce titre l'utilisation d’'un anti-CD14 (Levy et

al., 2015) pourrait permettre d’inhiber a la fois la survie et la toxicité des PM sous- rétiniens.

L'ensemble de ces résultats pourrait expliquer la hausse de la sécrétion d’IL-1B visualisée
chez les PM Cx3cr1¢¢*" (Cardona et al., 2006). Nous suggérons que l'inhibition de P2RX7
pourrait diminuer l'inflammation sous-rétinienne et ainsi permettre une protection des PR
comme dans la pathologie de la GA ou des PM sous-rétiniens accumulent (Figure. 38)
(Sennlaub et al., 2013). La figure 39 récapitule les différents mécanismes de recrutement, de

survie et de neurotoxicité induits par les PM déficients en Cx3crl dans l'espace sous-

rétinien.
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Figure 38: Modéle de toxicité des photorécepteurs par les phagocytes mononucléés Cx3crl”
sous-rétiniens.

L'invalidation de Cx3crl chez PM induit une surexpression de P2RX7, une augmentation de
la sécrétion d’ATP et une augmentation de I'activation de I'inflammasome ce qui conduit a
une sécrétion plus importante d’IL-18. La neurotoxicité des PM sous-rétiniens peut étre
inhibée par des antagonistes du P2RX7 et d’IL-1p.
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Figure 39: Mécanismes de survie et de neurotocixité des phagocytes mononucléés Cx3cr1”
sous-rétiniens.

L'invalidation de Cx3crl dans PM sous-rétiniens induit une surexpression d’ApoE qui va
stimuler la sécrétion d'IL-6. Cette cytokine va inhiber I'expression de FasL au niveau de
I'EPR et promouvoir ainsi sa survie. Les PM Cx3crl™” surexpriment également plus de CCL2
pour recruter des Mo inflammatoires CCR2+, et induisent une neurotoxicité plus importante

via une sécrétion exacerbée d’'IL-1.

V- Perspectives générales: les autres modeles

Le modéle Cx3cr1®™¢P a été utilisé en tant que modéle d'inflammation car ces souris
présentent une neurotoxicité des PM sous-rétiniens plus importante (Sennlaub et al., 2013).
I était ainsi plus judicieux de d’abord tester des inhibiteurs sur un modéle de souris avec un
phénotype marqué pour pouvoir observer les effets des différentes molécules
pharmacologiques sur [linhibition de la dégénérescence des PR. Cependant, les
polymorphismes qui affectent la fonction du géne cx3crl ne représentent pas un facteur de
risque pour la DMLA indiquant que ces souris ne peuvent pas modéliser I'intégralité de la
physiopathologie de la DMLA.

Nos expériences ex vivo ont démontré que les BMM C57BL/6J de souris possédent
également une neurotoxicité vis-a-vis des PR. La question des voies de toxicité de ces BMM
pourrait donc se poser mais semble assez peu pertinente de la physiopathologie humaine.

Comme nous l'avons montré, les complications inflammatoires liées a la DMLA sont dues a
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une dérégulation des mécanismes de recrutement, d’élimination ou de polarisation des MP
sous-rétiniens. Ces dérégulations sont le résultat de facteurs environnementaux (tabagisme,
obésité, exposition a la lumiére) ou génétiques (variation alléliqgue du systéeme du
complément, de métabolisme des lipides). Chez la souris C57BL/6J de laboratoire qui ne
porte aucun variant allélique et élevé dans des conditions contrblées, les PM sous-rétiniens
sont rapidement éliminés par la capacité immunosuppressive de I'EPR et leur toxicité
intrinséque ne s’exprime pas. De facon similaire, chez 'humain, on peut estimer que
'accumulation de PM sous-rétiniens ne peut se faire qu'en présence de conditions
environnementales et/ou génétiques qui modifient suffisamment la polarisation des PM pour
leur permettre de survivre. La question de la toxicité doit donc plus vraisemblablement se
poser pour des PM ayant acquis la capacité a survivre sur un EPR que pour des PM
« C57BL/6J ».

Pour affiner davantage la connaissance du réle de la neuro-inflammation dans la pathologie

de la DMLA, nous prévoyons d’utiliser d’autres modeéles d’inflammation sous-rétinienne.

4-1 CCR1/CCR5

Les souris invalidées pour les récepteurs CCR1 et CCR5 présentent une accumulation de
PM sous-rétiniens avec I'age et nous avons observé une dégénérescence plus importante
des PR par rapport aux souris C57BL/6J avec un modéle de décollement rétinien ou
d’injection rétinienne de PM (travaux en cours). Il sera donc intéressant de comparer les
mécanismes de neurotoxicité de ces PM. Dans un premier temps nous prévoyons d'étudier
I'expression de P2RX7, IL-1B et la sécrétion d’ATP des PM invalidés pour Ccrl ou Ccr5. Si
aucune différence n’est observées, leurs transcriptomes seront comparés a celui des souris
C57BL/6J et Cx3crl” pour mieux comprendre les bases moléculaires des mécanismes

d’activation et de neurotoxicité de ces PM.

4-2 ApoE

ApoE est une apolipoprotéine qui est notamment impliquée dans le transport du cholestérol.
Il existe chez I'homme, trois isoformes d’ApoE. L'expression de l'alleéle E4 confére une
protection relative par rapport a l'allele E3 qui est la forme neutre et majoritaire, tandis que
les personnes porteuses de l'allele E2 ont davantage de risques de développer une DMLA
(McKay et al., 2011). L'invalidation d’ApoE permet de récupérer le phénotype rétinien des
souris (article 3 en annexe). Pour évaluer les différentes isoformes humaines dans la mise

en place d'une inflammation sous-rétinienne, notre laboratoire a analysé le phénotype de
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souris humanisées, dont le géne ApoE murin est remplacé par les alleles humains E2, E3 et
E4.

Les souris porteuses de l'alléle ApoE2 présentent une accumulation des PM dans I'espace
sous-rétinien avec I'dge ou avec le modéle d’illumination liée a un défaut d’élimination des
PM (article 4 en annexe) mais sont associées a une dégénérescence moindre que les souris
déficientes en Cx3crl.

Nos résultats préliminaires montrent que I'inhibition des P2RX7 par le BBG diminue
significativement la dégénérescence des PR in vivo avec le modéle expérimental
d’illumination. Des études supplémentaires seront nécessaires pour établir si I'lL-1B est
également impliqguée dans la mort des PR et déterminer si les PM ApoE2 expriment plus de

P2RX7, s'ils sécrétent plus d’ATP et si I'inflammasome est activé.

4-3 Humain

In fine, nous prévoyons des que cela sera possible d'étudier les Mo de la circulation
sanguine des patients atteints de DMLA pour déterminer si I'lL-1B est également impliquée
chez I'humain. Il serait intéressant de comparer les Mo de la circulation des patients atteints
de la DMLA avec les Mo des sujets sains et de regarder la sécrétion d'IL-18 ainsi que la
sécrétion d’ATP et I'expression du P2RX7.

Nos premiers résultats montrent que les Mo humains (de sujet sain) en contact avec un
explant rétinien induisent une toxicité vis-a-vis des PR et lorsqu’ils sont inhibés avec de I'lL-

1Ra, nous observons une diminution de la perte des PR.
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Article 3: Apolipoprotein E promotes subretinal mononuclear phagocyte survival and chronic
inflammation in age-related macular degeneration.
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Article 4. APOE-isoforms control pathogenic subretinal inflammation in age related macular
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