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Résumeé

Le vieillissementest défini par 'ensemble des processus physiolmgigqui modifient la
structure et les fonctions de I'organisme. Cheaiitine, le vieillissement de la rétine peut
aboutir a des pathologies telles que la dégénéresamaculaire liée a I'age (DMLA) ou la
rétinopathie diabétique (RD). Néanmoins, les mé&raes impliqués dans le passage du
vieillissement physiologique vers un état pathalogi restent encore mal connus. Il semble
gu'une alimentation riche en acides gras polyingstua longue chaine (AGPI-LC),
notamment en oméga-3 comme I'EPA (acide eicosaperoique) et le DHA (acide
docosahexaénoique), soit un facteur potentiellemmenécteur vis-a-vis du développement de
la DMLA et de l'insulinorésistance, principal faatede risque de la RD. Cependant, la
participation de I'alimentation a la protection tende la DMLA ou la RD n’est envisagée
gue dans leurs formes les plus précoces, danstyiusupréventif que curatif. Une meilleure
connaissance des mécanismes et des conséqueneeslitisement sur la rétine est ainsi
nécessaire. De plus, les mécanismes par lesqeedsdBI-LC oméga-3 sont efficaces restent
mal définis.

Afin de mieux comprendre comment une alimentatimhe en AGPI-LC oméga-3 peut
participer a la prévention du vieillissement derdéine, nos travaux avaient pour objectifs
d’évaluer :

1- I'impact des facteurs endogenes et environneso@rgur la fonction et le vieillissement de
la rétine, et 2- 'adaptation de la rétine a urimégriche en AGPI-LC oméga-3.

Dans un premier temps, nous avons cherché a casactdes effets de conditions
nutritionnelles, environnementales ou endogenesérgéiices de stress oxydatif et de produits
terminaux de glycation dans la rétine, dans un teod®irin de vieilissement de la rétine
humaine, la souris ApaB,LDLR”. Dans un second temps, nous nous sommes attachés a
définir les effets d’'un régime plus ou moins enirieh AGPI-LC oméga-3 sur le profil et le
métabolisme lipidique de la rétine chez le rat.

Nos résultats montrent une altération de la fonctioétinienne (évaluée par
électrorétinographie) associée a une accumulatotetlules microgliales et/ou macrophages
dans la rétine des animaux soumis a un stress tikytaa des produits terminaux de
glycation. L’insulinorésistance induite par un régi riche en fructose s’accompagne d’un
effet similaire sur la fonction rétinienne et d’'unedulation de genes impliqués dans le

métabolisme des lipides, I'inflammation et la sy#é de facteurs nucléaires comme oX&



PPARS. Le suivi des recommandations nutritionnelles eptbles de prévenir le
développement de la DMLA se traduit par une amation de l'incorporation des AGPI-LC
omeéga-3 dans la rétine et par la modulation du gedant le récepteur aux LDL dans la
rétine neurosensorielle, sans que la fonction détiae soit modifiée.

En conclusion, nos travaux montrent I'adaptationlal@étine d’'une part a des conditions
propices au vieillissement de la rétine et l'insatésistance, et d’autre part a un régime
alimentaire riche en acides gras oméga-3 et parvmmeéga-6, reconnu comme protecteur du
vieillissement de la rétine. Enfin, nos études eavide nouvelles pistes de recherche sur le

réle du métabolisme des lipides dans le vieillissehde la rétine et ses pathologies associées.



Abstract

Aging is defined by all the physiological procestes alter the structure and functions of the
body. With advanced age, aging of the human retamaevolve into pathological forms, age-
related macular degeneration (AMD) or diabeticn@piathy (DR). The mechanisms involved
in the transition from normal aging to a pathologtate are poorly understood. Oxidative
stress and advanced glycation end-products are gtiiegnfactors for aging of the retina.
Meanwhile, epidemiological studies suggest that iat dich in long-chain omega-3
polyunsaturated fatty acids (LC-PUFA) such as ERfcdsapentaenoic acid) and DHA
(docosahexaenoic acid), potentially protects agéaims development of AMD and insulin
resistance, the main risk factor for DR. Howevkg mechanisms surrounding the effects of
omega-3 LC-PUFA on aging of the retina are largeigefined. Interestingly, the protective
effects of omega-3 LC-PUFA were greater when thakmin omega 6 linoleic acid was low.
A better understanding of the mechanisms and colesegs of aging on the retina on the one
hand, and of the effects of omega-3 LC-PUFA on ggihthe retina on the other hand, is
warranted. Within this context, our research olyestwere to assess:

1 - the impact of endogen and environmental factkm®wn to trigger oxidative stress,
advanced glycation end-products (AGES) or insudisistance, on the function and aging of
the retina, and

2 - the response of the retina to a omega-3 LC-PdRwched diet.

The effects of nutritional, environmental or endoggs factors generating oxidative stress
and AGEs on the retina were tested in a murine moflaging of the human retina: the
ApoB106,LDLR” mouse.

Our results showed an alteration of the retinalcham assessed by electroretinography,
associated with the accumulation of microglial £@hd/or macrophages in the outer retina in
animals exposed to oxidative stress and AGEs. imsekistance triggered by a fructose-
enriched diet had similar effects on retinal fuoitireduced response of the photoreceptors
and loss of rod sensitivity. In addition, the e)xgsien of genes coding proteins involved in
lipid metabolism, and nuclear factors such as P®ARJI LXRyx was modulated. Following
the nutritional guidelines that would prevent thevelopment of AMD improved the
incorporation of omega-3 LC-PUFA in the retina anddulated the expression of the LDL-

receptor gene in the neurosensory retina withoamhgés in retinal function.



In conclusion, our works reported the adaptatispoase of the retina to environmental and
endogenous factors known to promote aging of theaelt included the impairment of the

retinal function, and the modulation of gene expi@s Our data also gave a better
understanding of the effects of omega-3 LC-PUFAregaging of the retina. Lastly, our data
support and suggest new roles of lipids and lipedaholism in aging of the retina, and in the

development of age-related disorders.
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Introduction

Le vieillissementest un processus physiologique qui conduit a dedifioations de la
structure et des fonctions de I'organisme. Résutlan effets conjoints de facteurs génétiques
et environnementaux, il touche I'ensemble des argast peut aboutir au développement de
pathologies dites liees a I'age. Chez 'Homme, dtine peut étre affectée par diverses
pathologies liees a I'age dont la Dégénérescenceuldize Lieée a I'Age (DMLA) ou la

Rétinopathie Diabétique (RD), premiéeres causesdiécdans les pays industrialisés.

Malgré une étiologie et des signes cliniques distin ces pathologies présentent des
caractéristiques communes tant au niveau des ns&casi moléculaires impliqués que de
'impact qu’elles peuvent avoir sur la vision. Effeg la DMLA est la conséquence de
'accumulation d’anomalies métaboliques survenamécal'dge tandis que la RD est
d’avantage liée aux conséquences de [I'expositioronifue de Il'organisme a une
hyperglycémie. De plus, leur stade le plus séverecaractérise par une composante
néovasculaire pathologique aboutissant le plusesttildv des cedémes et des hémorragies dans
la rétine. Elles présentent également des mécasi®imehimiques communs généralement
décrits au cours vieillissement comme I'émergenden dstress oxydatif résultant de
'accumulation de biomolécules oxydées par des aspaéactives de l'oxygene et la

formation de produits terminaux de glycation.

Avec l'allongement de I'espérance de vie, la prémeé de ces rétinopathies progresse de
facon importante depuis ces dernieres années. &dpnstitut National de la Statistique et
des Etudes Economiques (INSEE), en 2050 en Fr&2¢&,millions d’habitants seront agés
de plus de 60 ans, représentant alors 35% de lalgimm totale contre 20% aujourd’hui.
Dans ce contexte, le nombre de personnes atted@geDMLA et de RD devrait donc
fortement augmenter dans les années a venir.

Ainsi, de par 'augmentation du nombre de persodigees et la perte inévitable d’autonomie
des patients atteints, la DMLA et la RD sont dewesjen quelques années, de véritables
probléemes de santé publique.

Les thérapies actuellement utilisées dans le in&ite de ces rétinopathies restent limitées aux
formes néovasculaires. Par ailleurs, les thérapiégsentives sont encore préliminaires et

balbutiantes. Bien que les déterminants génétigides mécanismes cellulaires impliqués
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dans le développement de ces pathologies soiemtdifférents, identifier les facteurs de
prédisposition et mieux comprendre les mécanisnmgoimts a ces deux formes de

néovascularisation, permettrait d’élaborer de nbbesetratégies préventives.

Notre équipe a recemment identifié un modele mpdsentant des accumulations d’esters de
cholestérol au niveau de la rétine et une altéradi® la fonction visuelle, ce qui en fait un
modele particulierement pertinent pour I'étude deilissement de la rétine humaine. La
souris ApoBoo,LDLR” est un modéle qui se situerait & la charniéreedetwieillissement
physiologique et un état de rétinopathie. En detanstitue un modeéle de choix pour étudier
les effets délétéres ou éventuellement protecteles facteurs environnementaux ou/et

nutritionnels sur le vieillissement rétinien.

Les travaux présentés dans ce manuscrit ont pdulebdéterminer dans quelle mesure des
facteurs nutritionnels et environnementaux peupanticiper au vieillissement rétinien et aux
rétinopathies liées a I'age. Nous nous sommes @snglus particulierement sur la DMLA et
la RD qui sont comme nous l'avons cité précédemrientieux premieres causes de cécité

dans les pays industrialisés.

La premiere partie de ce manuscrit vise a présdetevieillissement de l'ceil et plus
particulierement de la rétine dans un contexteid#lissement physiologique puis dans des
contextes pathologiques tels que la DMLA et la RIbus exposons également les différents
facteurs de risque et facteurs préventifs actueidriés a ces rétinopathies.

Les parties suivantes décrivent les travaux réahsecours de ma these :

1- Dans une premiere partie nous avons cherché a etvéds effets de facteurs
endogenes et/ou environnementaux sur le vieilliss¢nrétinien de la souris
ApOBy0o,LDLR™".

2- Dans une seconde partie, nous avons étudié leggqamsces de l'insulinorésistance

sur la rétine par une approche fonctionnelle, gliei et moléculaire chez la souris
ApOByoo,LDLR™".
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3- Dans une troisieme partie, nous avons évalué ehest I'effet d’'un régime respectant
les apports nutritionnels recommandés en acides, gnar le profil lipidique et
'expression génique dans la rétine et le compled@thélium pigmentaire

rétinien/choroide.

La cinquieme partie est consacrée a la discusginérgle des résultats, a la conclusion de

I'ensemble des ces expériences et aux travauxrepguive
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Premiere partie :

Contexte bibliographique
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1. L'cell
1.1. Structure de I'ceil

L'ceil, organe de la vue, constitue avec l'ouigplecher, I'audition et I'odorat I'un des cinq
sens nous permettant d’appréhender le monde ebld&v dans notre environnement.
Globalement sphérique, I'ceil humain mesure 2,5 endidmétre et pese environ 7 grammes.
Il se compose de trois tuniques: la tunique fibegula tunique uvéale et la tunique
nerveuse ; et de trois milieux transparents : lait€aantérieure, le cristallin et la cavité

postérieure (Figure 1).

Ora serrata

-~ Muscle ciliaire

. T Corps
Canal hyaloi — . [
anal hyaloide = : / —— Procés ciliaires J_ ciliaire
Veine et artére L (: Sac lacrymal
centrales de la rétine - ’ )
yar —
.
el \ Limbe

Sinus veineux scléral
(canal de Schlemm)
Ligament suspenseur du cristallin

Nerf
optique

Cristallin
Iris
——— Cornée

Pupille

Chambre

. ]_ Cavité
Chambre postérieure i riayre

Rétine
Choroide

Sclere g < G
A3

Figure 1: Anatomie de I'ceil.
D’apres the McGraw hill Companies, Inc.

1.1.1. La tunique fibreuse

La tunique fibreuse est constituée de la scléle ernée (Figure 1).

La cornée est une lame de tissu conjonctif demaesparente et avasculaire. Epaisse de 0,5
mm environ, elle a un réle fondamental dans leovigiuisqu’elle permet la convergence des
rayons lumineux vers la rétirflishida 2005)
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La sclére entoure les 4/ du globe. Constituée de lamelles de fibres deagéte
entrecroisées de protéoglycanes, c’est la pludeseli la plus résistante des tuniques de l'ceil,
ce qui lui confére un réle protecteur. Le bord pastur de la sclere est formé par le canal
scléral, lieu de passage des vaisseaux centrale rédine et du nerf optique, tandis que le
bord antérieur de la sclere forme la jonction corséérale (ou limbe) dans laquelle vient

s’encastrer la corn§®ada and Johnson 2005)

1.1.2. Latunique uvéale

La tunique uvéale est constituée de l'iris, du saifiaire et de la choroide (Figure 1).

L'iris est situé entre la cornée et le cristall@imitant ainsi la chambre antérieure de la
chambre postérieure de I'ceil. Il est pigmenté esttimé de muscles dilatateurs et sphincteres
organisé en un anneau. Le trou situé en son cestrappelé la pupille. L'iris est innervé par
des fibres du systeme nerveux autonome qui actsenmuscles responsables de la dilatation

et de la constriction pupillaif€€herwek et al.2006)

Le corps ciliaire est un anneau de tissu musculeirgle procés ciliaires. Les muscles
permettent le maintien du cristallin et en modifienforme lors de 'accommodation tandis

que les proces ciliaires produisent 'hnumeur ageeus

La choroide est une couche riche en vaisseaux wangtien mélanocytes. Elle est le tissu
nourricier de I'ceil car elle participe aux appa@ts oxygéene et nutriments nécessaires aux
cellules de la rétine. Son organisation est démitlans la partie k1.5. La vascularisation de

I'ceil ».
1.1.3. Latunique nerveuse
La tunique nerveuse se compose de la rétine neetale I'épithélium pigmentaire rétinien
(EPR) (Figure 2).
1.1.3.1. La rétine neurale

La rétine neurale est la partie de I'ceil resporesalel la transformation des rayons lumineux
en influx nerveux. Epaisse d’environ 0,25 mm, el constituée de divers types cellulaires
dont les corps cellulaires se repartissent en troisches distinctes : la couche nucléaire

externe (constituée des photorécepteurs), la conobiaire interne (constituée de cellules
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bipolaires, cellules amacrines et cellules horiata®) et la couche des cellules ganglionnaires
(Figure 2). Les cellules établissent des synapses elles au niveau de la couche plexiforme
externe (synapses entre la couche nucléaire exétrigecouche nucléaire interne) et de la
couche plexiforme interne (synapses entre la conabkaire interne et la couche des cellules

ganglionnaires).

Lumiere

9. ; ;
{i— Cellules ganglionnaires

== Couche plexiforme interne

\ i,j"':"":""" Cellules bipolaires
L& & Cellules amacrines

Rétine Cellules horizontales
neurale
“=— Couche plexiforme externe
Coénes )
£ [ Batonnets Photorécepteurs
S eio = Epithélium pigmentaire rétinien
Choroide

Figure 2 : Organisation cellulaire de la rétine.
Adapté dgMecklenburg and Schraermeyer 2007)

Chacune de ces couches possede une organisatimiuidle et une physiologie propre

décrites ci-dessous.

1.1.3.1.1. La couche des photorécepteurs

Il existe deux types de photorécepteurs : les In&isret les cones (Figure 3).

Bien que les cones et les batonnets se distindwentle I'autre par la forme caractéristique
de leur segment externe (cylindrique pour les b#@tset conique pour les cones), ils ont
néanmoins une structure similaire (Figure 3). Darsegment interne des photorécepteurs on
trouve la machinerie nécessaire au métabolismailaied mais surtout de nombreuses
mitochondries indispensables a la production d'adiém triphosphate (ATP), molécules
source d’énergie. Le segment externe quant a htiextt essentiellement des photopigments
enchassés dans des membranes (de disques po@tdasdis, ou de replis de la membrane

plasmique pour les cones) (Figure 3). Le segmeetex est continuellement renouvelé grace
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a un équilibre entre la phagocytose de son extédigtale par 'EPR et sa croissance au
niveau du cil connectefAnderson et al. 1978; Kevany and Palczewski 2011)

Epithélium pigmentaire rétinien

__— Mitochondrie
g —

SEGMENT INTERNE

- ——

Complexe de Golgi

=— Noyau

o
/ BOUTONS TERMINAUX
//
Vésicules synaptiques
\
4 \
BATONNET /’ CONE

DIRECTION DE LA LUMIERE

Figure 3 : Structure des photorécepteurs.
D’aprés(Tortora and Grabowski 2002)

Chez 'Homme, la rétine contient en moyenne 92iam#i de batonneturcio et al. 1990)
La longueur d’un batonnet est d'environ,30 et le segment externe a un diametre variant de
1 um dans la région centrale de la rétine (régiondt®)éa 2,5um a la périphérie de la rétine.

Le segment externe d’'un batonnet peut contenimypilement de 700 a 1 100 disques.

Chez 'Homme, la rétine contient en moyenne 4,6ionis de cdnegCurcio et al. 1990) La
longueur d’'un céne varie de 8bn en région fovéale a 2dm a la périphérie de la rétine. Le
segment externe a un diametre variant deuiyslans la région fovéale auén a la périphérie.
Les cbnes se répartissent en trois grandes fanttesespondant respectivement a leur
longueur d’onde d’absorption maximale. Ainsi lene® de type L (long) présentent une
capacité maximale d’absorption des photons pougrdades longueurs d’'onde situées vers
560 nm (dans le rouge) ; les cébnes M (medium) oet ecapacité maximale d’absorption des

photons pour des longueurs d’onde situées versnB8Qdans le vert) et les cbnes S (short)
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ont une capacité maximale d'absorption des phgtons de courtes longueurs d’onde situées
vers 420 nm (dans le bleu) (Figure 4).

nm

Figure 4 : Spectre d'absorption des photorécepteurs.
Les courbes en trait plein représentent le spe&tesorption des trois types de cones tandis queuabe en
pointillé représente le spectre d’absorption desriéets.
D’aprés(Bowmaker and Dartnall 1980)

Comme évoqué précédemment, la rétine neurale sgbneable de la transformation du
signal lumineux en message nerveux. Ce messageeuxergst généré au niveau des
photorécepteurs grace a I'activation des photopigsieontenus dans leur segment externe. Il
existe quatre photopigments difféerents composés falmn similaire d’'une protéine
membranaire appelée opsine dans les cbnes (3 tgbed)odopsine dans les batonnets,
associée a un chromophore : leci&rétinal, dérivé de la vitamine A (Figure 5). Lasatre
opsines différent par leur séquence en acides anu@é&jui influence leur absorption de la
lumiére. Ainsi, les batonnets sont sensibles a alblefls intensités lumineuses (vision
scotopique) mais ne permettent pas de distinguercdelleurs, tandis que l'activation des

cones nécessite de fortes intensités lumineusasriuiiurne) et permet la vision en couleur.
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Figure 5 : Structure et localisation de la rhodopsine.
Adapté dgHargrave 2001)

La répartition des photorécepteurs n’est pas hommgar toute la rétine (Figure 6). En effet,

au centre de la rétine se trouve une région d’envd@ mm de diametre caractérisée par une
concentration maximale de cones, la macula lutesteGnacula lutea contient en son centre
une petite dépression appelée fovéa. Exclusivecsmrdtituée de cones, la fovéa est la zone
d’acuité visuelle maximale, c’est-a-dire celle gonne la vision la plus précise des détails et

des couleurs en condition diurne.
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Densité des photorécepteurs (10.3 mm2)

Figure 6 : Densité des photorécepteurs dans la rétine.
Adapté dgOsterberg 1935)et(Curcio et al.1990)
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1.1.3.1.2. La couche des cellules bipolaires

Les cellules bipolaires établissent des connectsgnaptiques avec les photorécepteurs et les
cellules ganglionnaires. Le nombre de ces connectgynaptiques est variable : d’'une au
centre de la fovea, jusqu'a des milliers dans tiagé&ériphérique. Il existe deux types de
cellules bipolaires : les cellules bipolaires ON établissent des synapses avec les batonnets
et les trois types de cones (S, M et L) et lesutadl bipolaires OFF qui ne font synapses
gu’'avec les cones L et M (Figure 7). La fonctioms dellules bipolaires ON et OFF est décrite
dans la partie &.2.1. La vision : de la phototransduction au peééwl’action ». Les cellules
bipolaires établissent également des connectionapsigues avec les cellules amacrines et
horizontales qui participent a la modulation dedponse de la rétine suite a un stimulus

lumineux.

1.1.3.1.3. La couche des cellules ganglionnaires

Chez I'Homme, les cellules ganglionnaires, lieupdaition des potentiels d’action,
représentent une population denviron 1 million delules. Comme pour les cellules
bipolaires il existe des cellules ganglionnaires @NDFF (Figure 7). La fonction des cellules
bipolaires ON et OFF est également décrite dangadie «1.2.1. La vision: de la

phototransduction au potentiel d’action ».

Batonnets

Cellules bipolaires \ { ? ‘ 4
Cellules ganglionnaires a @—.‘.

Figure 7 : Divers types de photorécepteurs, cellules bipdagtecellules ganglionnaires.
D’aprés(Rigaudiére 2010)
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1.1.3.1.4. Les cellules gliales

La rétine neurale contient également trois typdkiles gliales : les cellules de Miiller, les
astrocytes et les cellules microgliales. Les ceflutle Mduller et les astrocytes (appelées
cellules macrogliales) participent au maintien terhéostasie de la rétine tandis que les
cellules microgliales sont des cellules du systammunitaire résidentes de la rétine.

Les astrocytes

Les astrocytes sont principalement présents dacmulehe des cellules ganglionnaires (Figure
8). Leurs prolongements, contact avec les vaissesanguins et les cellules ganglionnaires,
forment un réseau essentiel au soutien des stesctatiniennes. Les astrocytes ont plusieurs
fonctions dans la rétine. Tout d’abord lors du digmeement, ils forment une matrice
cellulaire utilisée comme support a la formationrdseau vasculaire rétinigBandercoe et

al. 1999; Provis 2001; Fruttiger 2007) lls participent également a la mise en placeade |
barriere hémato-rétinienne (décrite dans la paki€.1.5.3 Les barrieres hémato-
rétiniennes »). En effet le recouvrement des vaissaétiniens par les prolongements des
astrocytes limitent les échanges entre le sangaetrétine (Rungger-Brandle and
Leuenberger 2008) Les astrocytes jouent également un réle actifsdienmétabolisme
neuronal. En effet, par leurs contacts au niveaurdgions synaptiques, ils agissent sur la
dispersion et la recapture des neurotransmettparcipant ainsi a la modulation du signal

au cours de la vision.
Les cellules de Miller

Les cellules de Miiller, environ 10 millions cheddmme, s’étendent sur toute I'épaisseur de
la rétine (Figure 8) et sont impliquées dans detiplas processus physiologiques. En effet,
au cours du développement, les cellules de Mulledent la migration des batonnets et
participent a la mise en place de connections synas fonctionnelle{Sharma and
Johnson 2000)Elles contribuent au maintien du pH et de I'hontésie ionique de la rétine,
au contrdle de l'angiogenése et a la régulatiorflau sanguin rétinien(Bringmann et al.
2006; Bringmann et al. 2009) Elles régulent le taux de neurotransmetteursiaean des
synapses, en particulier de glutamate, et partitigal métabolisme du glucose et a la
phagocytose des débris cellulaires issus des esglldé la rétingBringmann et al. 2006)
Certaines études ont méme montré que les cellglédidlier sont capable de dédifférencier

en progéniteurs neuronaux pour se différencier retgrécepteurgFischer and Reh 2003;
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Bernardos et al.2007; Ramachandranet al.2011) Enfin, les cellules de Muller contribuent
au recyclage des photopigments des cbnes (décrdt ldapartie d.2.2. Le cycle visuel »)
(Muniz et al. 2007; Wang and Kefalov 2011)Ainsi par leurs multiples fonctions, les

cellules de Muller apparaissent indispensables a@atran de la fonction rétinienne.

Les cellules microgliales

Les cellules microgliales sont des cellules duésyst immunitaire résidentes de la rétine au
niveau des couches plexiformes externe et inteena détine (Figure 8). Elles ont un role
essentielle dans la défense immunitaire de lagd¢iarlstetter et al. 2010) En effet, en
condition physiologique, elles sont de forme raédfiétoilée et sondent en permanence leur
environnement grace a leurs multiples prolongemernyoplasmiques. En condition
pathologique, elles sont activées, changent deddemiboide), et migrent a travers la rétine
vers la région lésgg€ombadiere et al.2007; Xuet al.2009; Buschiniet al.2011)

Cellule ganglionnaire
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CNI bipolaires
Cellule horlzontale
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CNE 9 ‘ A Cellule de Maller
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Cellules gliales
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Figure 8 : Cellules gliales dans la rétine.
CPI = Couche Plexiforme Interne, CNI = Couche NaickInterne,
CPE = Couche Plexiforme Externe, CNE = Couche Mii@éExterne
Adapté dgWest et al.2009)

1.1.3.2. L’épithélium pigmentaire rétinien (EPR)

L’EPR est constitué d’une monocouche de cellulest-pototiques et pigmentées. Epais de
10 & 20um, il est inséré entre la rétine neurale et la @iu@r (Figure 9). Comme tout

epithélium, les cellules de 'EPR sont liées erdglies par des jonctions serrées (zonulae
occludens) participant a I'élaboration d’une bagientre la rétine et la choroide : la barriere

hémato-rétinienne externe.
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Rétine

EPR Membrane Choroide
de Bruch

Figure 9 : Localisation de I'EPR.

De par la distribution asymétriqgue de ses orgardtede ses protéines membranaires, 'EPR
est polarisé en un domaine apical et un domaineldtésal (Figure 10). Dans la partie basale
se trouve généralement le noyau et les mitochondardis que dans la partie apicale se
trouvent principalement des mélanosomes et desulgmrde lipofuscine. Leur membrane

apicale forme des microvillosités contenant desam@Esomes et englobe la partie distale des

segments externes des photorécepteurs.

granule
- de lipofuscine

zonula
orcludens appareil

mitochondries de Golai
. DAAARSNFANA AN

circorvolutions de fa basale ondulég
membyrg ch

lysesome

A

choriocapillaire

Figure 10 : Distribution des organites dans les cellules d@RRE
Ch = Choroide, L = Lysosome, M = Mélanosome, MB enbrane de Bruch,
EPR = Epithélium Pigmentaire Rétinien.
Adapté dgMecklenburg and Schraermeyer 2007t (Jarrett et al.2008)

L’EPR est un élément essentiel au maintien de Iémstasie générale de la rét{iarmor

and Wolfensberger 1998; Strauss 2005)I participe a 90% des apports nécessaires a la
survie et au fonctionnement des photorécepteugu€ill). En effet, il régule le transport
des nutriments et de I'oxygéne de la choroide \essphotorécepteurs et le transport des
produits de dégradations métaboligues des photmeos vers la choroide. Les
microvillosités de 'EPR contribuent au maintien lddignement des photorécepteurs et a la

phagocytose de I'extrémité de leur segment extéioung 1976) L'EPR participe au
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recyclage des photopigments des batonnets (déuri th partie &¢.2.2. Le cycle visuel »)
(Muniz et al. 2007) La mélanine contenue dans les mélanosomes abkorbajorité des
photons libres et capte les Especes Réactives @eydene (ERO) produites par les
mitochondrie(Sarna 1992; Boultonet al. 2001) L'EPR secréte des facteurs nécessaires a
l'intégrité structurale et fonctionnelle de la n&ticomme le PEDF (Pigment Epithelium-
Derived Factor), le FGF (Fibroblast Growth FactdétizF (Insulin-like Growth Factor), le
PDGF (Platelet-Derived Growth Factor), les intekiees, les TIMPs (Tissue Inhibitor of
Matrix MetalloProtease), la NPD1 (NeuroProtectin)Ddu encore le VEGF (Vascular
Endothelial Growth FactofJlanihara et al. 1997; Witmer et al.2003; Bazan 2006)

Absorption lumiére Transport Glie Cycle visuel Phagocytose || Sécrétion

Rétinal 11-cis

Glucose I
Vitamine A

H,0

Figure 11 : Apercu des différentes fonctions de I'EPR.
MV = MicroVillosités, SE = Segment Externe.
D’aprées(Strauss 2005).

L’EPR repose sur un tissu conjonctif appelé membdBruch (Figure 9).
La membrane de Bruch est constituée de 5 coudadame basale de 'EPR, une couche de
collagéne interne, une couche élastique, une cadeltellagéne externe et la lame basale des

choriocapillaires (Figure 1ZBooij et al.2010)
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Figure 12 : Organisation structurale de la membrane de Bruch.
= lame basale de 'EPR, 2 = couche de collagéeenie, 3 = couche élastique,
4 = couche de collagéne externe, 5 = lame basdkedw®riocapillaire.
D’aprés(Curcio et al.2009)

Variant de 0,14 a 0,1pm d’épaisseur, les lames basales de 'EPR et addaoide sont
composées de collagéne de divers types, de lamihenibronectine, d’héparane sulfate et de
glycosaminoglycanes telles que les chondroitindestatane sulfatéHewitt et al. 1989;
Pauleikhoff et al. 1992; Chenet al. 2003; Aisenbreyet al. 2006) Les couches de collagene
interne (60 nm) et externe (OpuMm) sont toutes deux constituées de fibres de calleg
organisées en une structure semblable a une gaaille quelles sont associés des
glycosaminoglycanes telles qua chondroitine sulfate, le dermatane sulfate atidle
hyaluroniqugHewitt et al. 1989)et des facteurs appartenant au systéme du compuié&inau
processus de coagulation. Enfin, la couche élastgpi compose de plusieurs couches de
fibres d’élastines superposées de facon linéaimmdnt une plaque et d’autres molécules
telles que du collagene et de la fibronectine. bacbe élastique est perforée d’espaces
interfibrillaires d’environ 1 mm permettant le page de molécules. Contrairement aux autres
couches, la couche élastique n’a pas le méme amaany sur toute la rétine. En effet, elle est
trois a six fois plus mince et deux a cinq foisspporeuse au niveau de la macula qu'au
niveau de la rétine périphériqyBraekevelt 1983) La membrane de Bruch est acellulaire,
ses constituant sont donc synthétisés par lesde=itle 'EPR et de la choroig€hong et al.
2005; Van Soestt al.2007)

De par sa situation - entre la choroide et 'lERR grand nombre de biomolécules telles que
les nutriments, 'oxygéne, les lipides, la vitamilagles minéraux ou encore les antioxydants
diffusent de fagon passive a travers la membranBrdeh. Cette caractéristique lui confere
un rble important dans les échanges entre la rétite choroide et donc indirectement dans

fonction et la survie des cellules de la rétif®ooij et al. 2010) La diffusion des
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biomolécules dépend en premier lieu de leur contipaside leur structure mais également de
la pression hydrostatique et de la concentratioltcotaire et ionique de part et d’autre de la

membrane de BrugtMarmor and Wolfensberger 1998)

1.1.4. Les milieux transparents

Les milieux transparents regroupent 'humeur ageida<ristallin et le corps vitré (Figure 1).

L'humeur aqueuse remplit I'espace entre la corhée @istallin. Essentiellement composée
d’eau, elle est produite par le corps ciliaireéstarbée au niveau du canal de Schlemm qui se

jette dans les veines choroidiennes. Ainsi 'hunaepreuse est continuellement renouvelée.

Le cristallin est la lentille de I'ceil. De formecbnvexe et transparent, il est constitué a sa face
antérieur d’'un épithélium synthétisant une abondade protéines cristallines. Sa partie
antérieure est en contact avec I'humeur aqueudestqne sa partie postérieure est accolée au
corps vitré. Il est maintenu en place par une sd@eidibres amarrées au corps ciliaire. Sa
plasticité lui permet de modifier ses courburesdenhc son indice de réfraction lors de

l'accommodatioriBassnettet al.2011)

Le corps vitré est une masse gélatineuse et trestgeareprésentant 60 % du volume oculaire
chez 'Homme. Composé a 99 % d'eau, il contientedgent des macromolécules tels que des
glycosaminoglycanes (I'acide hyaluronique, les ahoitine et héparane sulfate) et divers
types de collagénd8ishop 2000) Il est contenu dans une enveloppe transparepiépla
hyaloide et a plusieurs fonctions physiologiquesoe le transport de molécules vers le
cristallin (Fatt 1977) le maintien de la rétine contre les parois dé étda protection de I'ceil

lors d’'un traumatisme mécaniq(feoulds 1987)

1.1.5. La vascularisation de I'ceil

Le systeme vasculaire de I'ceil humain est constdaédeux réseaux irriguant les trois
tuniques de I'ceil : le réseau vasculaire de lacquaineurale et le réseau vasculaire des

tuniques fibreuse et uvéglBucasse Aet al.2008)

Bien que différents dans leur structure, les déseaux vasculaires de I'ceil tous deux natifs

de l'artere ophtalmique, elle-méme issue de latmianterne (Figure 13) Dans la cavité
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orbitale, I'artére ophtalmique se ramifie en undtitude d’arteres secondaires dont certaines
- les arteres centrales de la rétine et les artdliages - qui sont a I'origine de la formation
des deux réseaux vasculaires. En effet, les arte@r@sales de la rétine donnent naissance au
réseau vasculaire de la tunique neurale tandisegusrteres ciliaires (antérieures, postérieures
courtes et postérieures longues) forment le régaaculaire des tuniques fibreuse et uvéale
(Figure 14). Le retour veineux est organisé setbom&éme schéma que la circulation artérielle
via les veines centrales de la rétine, les veiledgres postérieures et les veines vortiqueuses
(Figure 13).

: artere ophtalmique

: artere centrale de la rétine

: artere ciliaire

: artere ciliaire longue postérieure
: artére ciliaire courte postérieure
: artere épisclérale

: artere ciliaire antérieure

: sinus caverneux

: veines ophtalmiques

10: veine centrale de la rétine

11 : veines ciliaires postérieures

12 : veines vortiqueuses

13 : nerf optique

W NOUTA~WNPR

Figure 13 : Mise en place des différentes du réseau vascutagant I'ceil.
Adapté dgTortora and Grabowski 2002)

1.1.5.1. Le réseau vasculaire des tuniques fibreast uvéale

Comme nous l'avons évoqué précédemment, le résasculaire des tuniques fibreuse et
uveéale est issu des artéres ciliaires antériedrpestérieures (longues et courtéSerulli et
al. 2008)

Les artéres ciliaires antérieures traversent kre@ ou 3 mm avant la cornée et participent a
la formation du grand cercle artériel de I'iris @¢s réseaux vasculaires conjonctival et
episcléral (Figure 14).

Les arteres ciliaires longues postérieures tranetaesclere de part et d’autre du nerf optique
et cheminent, sans se ramifier, dans la choroigsiguja la racine de l'iris. La, elle distribue
deux branches dans le plan frontal qui forment,semastomosant aux artéres ciliaires

antérieurs, le grand cercle artériel de l'iris (fFeg14).
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Les artéres ciliaires courtes postérieures tranérsesclere en avant des précédentes, au-
dessus et au-dessous du nerf optique. Elles gmatica la vascularisation du nerf optique et
de la choroide dans laquelle elles forment le ésessculaire choroidien trés dense et

parfaitement organisé (Figure 14).

‘\\‘\ Grand cercle arté‘riel de I'iris
\ \\‘ Veine et artére conjonctival

Artére ciliaire antérieure

S
. .,

Veine et artére

du corps ciliaire

Cristallin

= Veine et artére musculaire

Veine et artére rétinienne

Veine et artére épisclérale
Artére ciliaire longue postérieure
Artére ciliaire courte postérieure

Figure 14 : Vascularisation des tuniques de I'ceil.
Adapté dgLeber 1903)

En effet, le diamétre des vaisseaux choroidienshiésarchisé en trois étages, de l'artere
choroidienne principale a la couche choriocapél&paisse de 10 a génh et dont la paroi est
particulierement fine (Figure 15). Le drainage eeix de la choroide s’effectue par les veines

ciliaires postérieures et les veines vortiqueusagute 14)Cerulli et al.2008)

il

it

Photorécepteurs ——Hf]

EPR

Choriocapillaires

Artére choroidienne

Figure 15 : Organisation du réseau vasculaire choroidien.
Adapté dgBargmann 1967).
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1.1.5.2. Le réseau vasculaire de la tunique neurale

Le réseau vasculaire de la rétine nait des vaigseentraux de la rétine (Figure 14). Ces
derniers pénétrent dans la rétine de part et dadurnerf optique et se ramifient en un réseau
capillaire organisé en trois couches interconnac(Peurnaras et al. 2008) Le premier
niveau de vaisseaux se situe a la surface inteenk aétine dans la couche des cellules
ganglionnaires tandis que les deux autres niveaokrepartis, I'un dans la couche nucléaire
interne et l'autre dans la couche plexiforme exeffrigure 16)Henkind 1967; Bek and
Jensen 1993)Ainsi la couche des photorécepteurs est totalemasculaire.

Le réseau veineux suit 'arrangement artérioldte.effet, les veines rétiniennes suivent les
arteres rétiniennes puis, dans la rétine intere, artérioles et les veinules s’anastomosent

formant ainsi les capillaires rétinie(Bournaras et al.2008)
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Figure 16 : Organisation du réseau microvasculaire de la rétine
Adapté dgBek and Jensen 1993)

La fovéa et sa périphérie font exception de cettmrisation car le réseau vasculaire de la
macula est disposé en une seule couche et la nwéeldire est totalement avasculaire
(Figure 17). L’approvisionnent de la fovéa en muoants et en oxygene dépend donc

entierement du réseau vasculaire choroidien.
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Figure 17 :Vascularisation de la zone maculaire.
Les photographies de droite représentent la vassat@n au fond d’ceil aprés injection de fluoreseé
Adapté dgKolb 1995).

Bien que les réseaux vasculaires rétinien et ctimoisoient bien dissociés dans I'espace, ils
se complétent dans leur fonction. En effet, laneepuise ses besoins a la fois dans le réseau
vasculaire rétinien et dans le réseau vasculaigrodtiien. Le réseau vasculaire rétinien
supporte les deux tiers internes de la rétine saledréseau vasculaire choroidien irrigue le
tiers externes de la rétine c'est-a-dire 'EPR atcbuche des photorécepteurs qui sont

avasculaires.

1.1.5.3. Les barrieres hémato-rétiniennes

Les cellules rétiniennes sont isolées du systensewaire par deux barrieres hémato-
rétiniennes : la barriere hémato-rétinienne intéoneée par le réseau vasculaire rétinien et la
barriere hémato-rétinienne externe formée par $eaé vasculaire choroidigiRungger-
Brandle and Leuenberger 2008)

La barriere hémato-rétinienne interne est con&itpar les cellules endothéliales des
vaisseaux rétiniens, la lame basale des celluldstkéliales et des cellules musculaires lisses,
appelées péricytes, entourant les cellules endalbgl Le premier lieu de sélectivité de
passage des molécules est formé par les jonctarées existant entre cellules endothéliales.
De plus ces cellules reposent sur une lame bapalssé limitant ainsi la diffusion passive
de grosses molécules. Les pericytes forment uneheodiscontinue autour du vaisseau et

participent a ['élaboration de la matrice extradelre. lls possedent des propriétés
contractiles et exercent un contréle local sudd& sanguin(Chakravarthy and Gardiner
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1999) De par leurs diverses fonctions, les péricytatigigent a I’'homéostasie de la barriere
hémato-rétinienne interne. La paroi des capillaiétimiens est également en contact avec des
cellules gliales telles que les astrocytes et &hiles de Miller. Cette gaine gliale joue un
réle de support structural et trophique des cdllulsculaires contribuant ainsi a I'intégrité de

I’étanchéité et de la vasomotricité des vaisseaux.

La barriere hémato-rétinienne externe est constitpar les cellules endothéliales des
vaisseaux choroidiens, la membrane de Bruch etR!EPomme pour la barriere hémato-
rétinienne interne, les cellules endothéliales soigs par des jonctions serrées constituant, la
aussi, un premier lieu de sélectivité des molécliEmnmoins les fenestrations qui existent
entre les cellules endothéliales augmentent |la @aitité de la barriere hémato-rétinienne
externe par rapport a la barriere hémato-rétinienteene. La membrane de Bruch, fortement
chargée négativement en raison de la présenceg/cesgminoglycanes et des protéoglycanes,
permet une seconde sélection des molécules poattairidre la rétine. Enfin, les cellules de
I'épithélium pigmentaire, liées entres elles pas fimctions serrées, sont capables de réguler

les échanges entre la rétine et la choroide caastiun troisieme lieu de sélectivité.

1.2. Physiologie de I'ceil
1.2.1. Lavision : de la phototransduction au pot#iel d’action

La fonction visuelle consiste a déduire une reprigon tridimensionnelle de
I'environnement a partir d'images rétiniennes. Cles mécanisme de phototransduction qui
estinitié au niveau des photorécepteatsgjui permet la conversion de I'énergie lumineuse en
message nervey¥u 1995)

A l'obscurité, les photorécepteurs sont maintenuas censtante dépolarisation grace a
I'ouverture de canaux cationiques sodiques ‘JNet calciques (C4) dépendants de la
concentration intracellulaire en guanosine monophate cycligue (GMPc). Ainsi a I'état
basal, la différence de potentiel transmembrardés photorécepteurs est de -40 mV + 10
mV contre -70 mV = 10 mV pour la plupart des calkilde I'organisme. Cet état de
dépolarisation permanente des photorécepteurs tinaué libération continue de leur
neurotransmetteur, le glutamate.

A la lumiere, les photons lumineux traversent tdiépaisseur de la rétine pour induire, au
niveau des segments externes des photorécept&aomdrisation du 1Lis-rétinal en tout-
transrétinal, forme la plus stable du rétinal (Figu®.1Des lors s'ensuit la séparation de
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l'opsine dans les cénes ou de la rhodopsine danddtonnets, et du totransrétinal.
L’opsine ainsi activée (R*, Figure 18) se lie angducine (G) tandis que le towménsrétinal

est transporté vers 'EPR pour étre régénéré eastiBtinal dans le cycle visuel (ou cycle
des rétinoides) décrit dans la partie suivantetrdmsducine est une protéine appartenant a la
famille des protéines G et donc composée des smis-unitésu, p et y. Dans sa forme
inactive, la sous-unité de la transducine est liée au guanosine diphosg@dP), coenzyme

de transfert de groupements phosphate. L'intemact®*/G induit un changement
conformationnel de la transducine ce qui provogueansfert d’'un groupement phosphate sur
le GDP formant ainsi le guanosine triphosphate (GTR sous-unitén liée au GTP se
dissocie des sous-unit@s pour former la transducine activée (G*). Cettentge se fixe
alors a la phosphodiestérase (PDE) qui hydrolys&NMPc cytoplasmique en guanosine
monophosphate (GMP). La chute du taux de GMPcadelitdaire entraine la fermeture des
canaux cationiques situés au niveau des segmetaiiex.Dans le méme temps les canaux
de fuite calcigues et potassiques situés au nigdeatsegments internes restent ouverts, ce qui
engendre une diminution du potentiel membranairgpdipolarisation) et donc une

diminution du taux de glutamate libéré par le phétepteur.
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Figure 18 : Etapes de la phototransduction dans les batonnets.
D’aprés(Leskov et al.2000)

La diminution du taux de glutamate synaptique ihdiés modifications de réponse des
cellules bipolaires. En effet, les cellules bipmdai ON (normalement hyperpolarisées a
I'obscurité) se dépolarisent et libérent du glutean@andis que les cellules bipolaires OFF
(normalement dépolarisées a I'obscurité) s’hypempeént et la quantité de glutamate libérée

diminue (Figure 19).
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La réponse des cellules ganglionnaires est compitaine de celle des cellules bipolaires. A
I'obscurité, les cellules ganglionnaires émettgrdndanément des potentiels d’action (PA) a
une fréquence aléatoire correspondant a leur ryitenbase. La fréquence des PA émis est
liée a la réponse des cellules bipolaires sus-faserinsi la fréquence d’émission des PA
augmente lorsque les cellules bipolaires répongantune augmentation de libération de
glutamate tandis qu’elle diminue lorsque les ceiubipolaires répondent par une diminution

de la libération de glutamate (Figure 19).
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Cone Cone

Hyperpolarisé

PLIoN
sy

_ Cellule hipolaire OFF
4=

Cellule hipolaire ON Cellule bipolaire OFF Cellule hipolaire ON —

Hyperpolarisé ~ Dépolarisé Dépolarisé ~ d ™ Hyperpolarisé
Cellule ganglio ON SI‘ \(
i i r Cellule lionnaire OFF { 11
e (o) RN R LTk Cellule ganglionnaire ON — /Ok’e \ "~ Cellule ganglionnaire OFF
N . ’\ { -
Diminution | ¢ Augmentation . \/W/ —
fréquence PA — fréquence PA Augmentation |L_=————= Diminution

fréquence PA fréquence PA

Figure 19 : Différents types de réponses des cellules deilzerét
Adapté dgTortora and Grabowski 2002)

Les PA émis par les cellules ganglionnaires se ggept le long de leur axone jusqu’au
cortex visuel ou il est intégré et interprété.
Les cellules horizontales et amacrines particiggiint a elles, a la modulation de la réponse

de la rétine en inhibant ou stimulant les cellaasquelles elles sont liées.

1.2.2. Le cycle visuel

La régénération du ldis-rétinal au cours du cycle visuel fut initialemeldicrite par George
Wald en 196§Wald 1968) Le cycle de régénération du tik-rétinal des batonnets débute
dans ces derniers et se poursuit dans 'EPR tapdisla régénération du Iisrétinal des

cones est dépendante des cellules de Muller eEB&Wang and Kefalov 2011)
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Dans le batonnet (Figure 20), aprés séparationadénddopsine, le todtansrétinal est
transloqué de I'espace intra-discal vers le conmparit cytoplasmique grace au transporteur
membranaire ABCA4 (ATP-Binding Cassette, sub-fandilymember 4)Tsybovsky et al.
2010) L4, il est réduit en toutransrétinol par une Rétinol DesHydrogénase (R#Yng et

al. 2000; Rattner et al. 2000). Le touttiransrétinol est ensuite libéré dans la matrice inter-
photorécepteur et transporté dans 'EPR grace @rtaéine IRBP (Interphotoreceptor
Retinoid-Binding ProteinjLai et al. 1982; Liou et al. 1982) L’entrée du toutransrétinol
dans I'EPR est favorisée par la fixation de ce iéera la protéine CRBP1 (Cellular Retinol-
Binding Protein-1) qui a une affinité plus élevéeup le touttransrétinol que I'IRBP
(Edwards and Adler 1994) Dans I'EPR, la protéine LRAT (Lecithin-Retinol yc
Transferase) catalyse le transfert d’'un acide gias phophatidylcholine (souvent l'acide
palmitique) sur le toutransrétinol formant ainsi un toutansrétinylester(Ruiz et al. 1999;
Mondal et al. 2000) Les rétinylesters représentent une forme stablestdckage de la
vitamine A. Gréace a leur faible hydrosolubilités ite sont pas toxiques et résistent mieux a
I'oxydation et a I'isomérisation thermique. Aingi tétinylester formé est soit stocké dans un
organite spécifique de 'EPR appelé rétinosdinganishi et al. 2004) soit converti en 11-
cis-rétinal grace a la protéine RPE65 (Retinal Pignigithelium-specific protein 65kDa). La
protéine RPE65 découverte en 1991 par BéBavik et al. 1991)et caractérisée par Hamel
en 1993(Hamel et al. 1993) est une protéine associée au réticulum endopdasntisse dont

le réle exact fut longtemps mal défini. Certainggiipes de recherche ont montré gu’elle
pouvait agir comme une protéine de liaison du toansrétinyl ester permettant le transport
de celui-ci de la LRAT vers une isomérohydrolasel@ic sa conversion en tisrétinol
(Gollapalli et al.2003; Mataet al.2004) D’autres études plus récentes ont montré que cett
protéine avait une activité isomérggden et al. 2005) ou isomérohydrolasgMoiseyev et al.
2005; Redmondet al.2005)participant - ou conduisant directement - a la eosion du tout-
transrétinyl ester en 1tisrétinol. Le 11eis-rétinol obtenu est alors oxydé en dirétinal

par une RDH et pris en charge par la protéine CRALBellular RetinALdehyde Binding
Protein)(Saari and Crabb 2005) Enfin le 11leis-rétinal est transporté au photorécepteur via

I'IRBP dans lequel il régéneére le photopigment.

Dans le cbne, apres séparation de I'opsine, lettansrétinal est réduit en todtansrétinol
par une RDH, puis transportés grace a I'lRBR et al. 2009; Parker et al. 2009) soit vers
'EPR dans lequel il est recyclé en @ik-rétinal par la voie classique décrite ci-dessuguie

20), soit vers les cellules de Miller dans les@sell est directement isomeérisé en clg-
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rétinol par l'isomérase I(Mata et al. 2002; Mata et al. 2005) Le 11-cis-rétinol est ensuite
libérée dans la matrice inter-photorécepteur etspparté vers le segment interne du cone
grace a IRBP. La, il se déplace librement du seginérne vers le segment externe du céne,
ou il est oxydé en 1tis-rétinal pour la régénération du pigme(i¥lata et al. 2002;
Miyazono et al.2008)

Batonnet

tout-trans-rétinol—| CRBP1 tout-trans-rétinol
tout-trans-rétinylester

11-cis-rétinylester
(stockage)

Rétinosome

Opsine
# ; : .
WREEERETE 1 1-cis-rétinal - CRALBP1 11-cis-rétinal

Figure 20 : Le cycle visuel.
MIP = Matrice Inter-Photorécepteur, REL = Rétiqul&Endoplasmique Lisse.
Adaptéde (Muniz et al.2007)et(Wang and Kefalov 2011)

1.2.3. L’électrorétinographie

La réponse de la rétine a un stimulus lumineux pé&et enregistrée par électrorétinographie
(Figure 21). L’électorétinogramme est principalemexploité sur la base de la latence et de
'amplitude de deux de ses ondes: l'onde a etdéorb. La genése de la réponse
électrorétinographique fut modélisée par RagnamiGren 1933(Granit 1933) qui s’est
attaché a décrypter la nature et I'importance degfnse de chaque type cellulaire de la
rétine a la lumiére. L'onde a correspond principgat a [I'’hyperpolarisation des
photorécepteurs (en bleu sur la Figure 21). L'obdé&aduit la dépolarisation rapide et
transitoire des cellules de la rétine interne (esersur la figure) tandis que I'EPR se
dépolarise plus tardivement et de facon prolongéenfarron sur la figure). La superposition

de ces trois réponses distinctes et successivesespond a [I'enregistrement

électrorétinographique (Figure 21).
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stimulation lumineuse
Réponse globale de la rétine Composantes de la réponse globale
ny W
Rétine Onde b
interne / /—
=) /\ — ) | pd
I - -
Onde a
PhotoR

Figure 21 : Réponse de la rétine suite a un stimulus lumineux.
PhotoR = Photorécepteurs.

2. Du vieillissement physiologique de I'ceil aux timopathies liées a I'age

2.1. Le vieillissement

Le vieillissementest défini par 'ensemble des processus physiolmgigqui modifient la
structure et les fonctions de I'organisme. Il résules effets conjoints de facteurs génétiques
et environnementaux auxquels est soumis I'organigmeau long de sa vie. Trois facteurs
participent au processus de vieillissement : Iéglippositions génétiques, le stress oxydatif et
la glycation non enzymatique des protéines. Datte gartie nous ne développerons pas les
aspects genétiques du vieillissement. Cependasdtilmportant de savoir que la génétique
tient une place importante dans le vieillisseména édongévité de chaque individu. En effet,
la longévité de chaque espéce est conditionnéétetrdinée par son patrimoine génétique.
Certains polymorphismes ou l'apparition de mutaisporadiques peuvent induire une
accélération du vieillissement ou augmenter leuesdq’apparition de pathologies. En ce qui
concerne les pathologies oculaires plusieurs geoeissuspectés étre associés a la DMLA et

la RD (décrit dans la partie «Les facteurs deugsq »).
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2.1.1. Les facteurs de vieillissement
2.1.1.1. La glycation non enzymatique des protéines

Le terme de glycation non enzymatique désigne leslifinations post-traductionnelles
tardives, provoquées par la fixation spontanéeedasmples réducteurs ou de leurs dérivés
sur les groupements amines des protéines. Cettgdoéapontanée et irréversible est tout a
fait difféerente de la glycosylation, réaction enatique post-traductionnelle précoce qui
participe a la régulation du métabolisme celluldiee glycation des protéines aboutit d’abord
a la formation d’'une base de Schiff (encore rébé¥ipuis a un produit d’Amadori qui
conduit irréversiblement a des composeés appeiéguits terminaux de glycation (PTG en
francais et AGE en anglais pour « advanced glyocatemdproducts ») comme la
carboxyméthyllysine (CML), la carboxyéthyllysine EC) ou encore la pentosidine. Ces
composeés peuvent aboutir & la formation de straspolycycliques reliant plusieurs chaines
peptidiques entre elles (Figure 22).

H-C-OH on Accumulation cellules + MEC

0
HO-C—1 HO-C-H . X 2 z .
3 - — HO. H —— Protéine ) @ . (Protéine Protéine ) mm |nflammation chronique
H-C-OH n-c-on -—

- H——0H M i
: ort cellulaire
H-C-OH Hu-Cc-on H OH CML, CEL, Pentosidine...

con n:on ChHyOH Liaisons croisées

. entre protéines
Glucose Base de Schiff Base d’Amadori ¥

Figure 22 : Formation des produits terminaux de glycation.
CML = CarboxyMéthylLysine, CEL = CarboxyEthylLysine

La glycation modifie les propriétés physico-chimeégudes protéines et les rend parfois plus
résistantes a la protéolyse. Elles ont donc terel@ans’accumuler dans les cellules et la
matrice extracellulaire. Ces modifications peuveohduire a laltération des fonctions

physiologiques voire a la mort cellulaire.

0
R(H)N H © H,N
N\)K
OH OH
RO{O)C CML il
pentosidine
R(HN H ©
N AN
" MNH:
RO(O)C CEL |
OI;\\OH

Figure 23 : PTG présents dans la membrane de Bruch et 'TER®@ns du vieillissement.
CML = CarboxyMéthylLysine, CEL = CarboxyEthylLysine
D’apres(Glenn and Stitt 2009)
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2.1.1.2. Le stress oxydatif

L’'oxygene, molécule essentielle a la vie est pairta 'origine de métabolites toxiques
pouvant engendrer jusqu'a la mort cellulaire. EB61Harman propose la théorie radicalaire
du vieillissement selon laquelle les ERO produtiasles organismes aérobies induiraient des
dommages oxydatifs sur les biomolécules qui, ewcsimulant, seraient responsables du
vieillissement(Harman 1956) En effet, ces ERO possédent un ou plusieursrétectinon

appariés ce qui les rend trés réactifs et leur pedioxyder les constituants cellulaires.

2.1.1.2.1. L'origine des ERO

Les mitochondries sont les principaux lieux de picitn physiologique d’ERO. En effetu
cours de la respiration mitochondriale, un enserdbleomplexes protéiques membranaires et
de transporteurs d'électrons tels que l'ubiquineinke cytochrome C catalysent le transfert
d'électrons vers I'oxygéne. Cependagryiron 2% de I'oxygene est transformé en radical
superoxyde (O2) (Figure 24). Trés instable, il dismute rapidemeen peroxyde
d’hydrogene (HO,). Il peut également réagir avec une molécule deaxyde d'azote’NO)
avec laquelle il forme le péroxynitrite (ONOQOLe H,O, quant a lui peut aboutir a la
formation de I'anion hydroxyle’QH) trés réactif (Figure 24). Les ERO peuvent égelat
étre induits par des facteurs d’origine exogénemenes UV, les radiations ionisantes, les

polluants ou encore le tabac.

2.1.1.2.2. Les systemes antioxydants

Physiologiquement, il existe un état d'équilibretrenla production d’ERO et I'action
d’enzymes ou de molécules antioxydantes.

Les superoxyde-dismutases catalysent la convedadiO,» en HO, (Buettner 2011)tandis
que les péroxydases transformentOkrlen HO (Figure 24). Les péroxydases utilisent des
péroxydes (composés contenant le groupement fomeioROOR’) comme accepteurs
d’électrons pour catalyser une réaction d'oxydatiBiies sont extrémement répandues et
présentes dans la plupart des organismes vivanes.nlltitude de familles de péroxydases
existe parmi lesquelles on distingue la super-fiendks cyclooxygénases, les catalases, les
glutathione péroxydases ou encore les cytochronraxydase@Koua et al.2009)

En ce qui concerne les molécules antioxydantes eant piter les vitamines C, E et les
caroténoides. Le caractére hydrophobe de ces neddeur permet de s’insérer au sein de la
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membrane plasmique dans laquelle elles jouent Ue pdotecteur en empéchant la
propagation de la peroxydation lipidique induite les ERO.

Activité enzymatique,
UV, métaux lourds, tabac
2H,0 + O,

l oH H,0,

Mitochondrie —» 02 j’ OZ- ¥. H202

@
Fe?*

- NOS 2H,0

Arginne ——— 3 NO

Fed*

ONOO oH

T

Oxydation constituants cellulaires
(ADN, lipides, protéines, oses)

!

STRESS OXYDANT

Figure 24 : Formation des especes réactives de I'oxygéne.
SOD = SuperOxyde Dismutase, GP = Glutathion PémsgdC = Catalase.

Au cours du vieillissement apparait une altératden cet équilibre avec d'une part une
augmentation de la production de radicaux libresl@gs mitochondries, et d’autre part une
diminution des capacités des systemes antioxydals. plus certains facteurs

environnementaux (exposition aux UV, tabac, alcqmlvent augmenter d’avantage ce
déséquilibre. Lorsque la cellule ne peut plus fé@ree a I'accumulation de ces ERO, ces
derniers oxydent des constituants cellulaires gimes, lipides, glucides et ADN) conduisant
a des dommages irréversibles. Ce phénomene edé aprass oxydatif ou stress oxydant. Le
stress oxydatif induit alors I'altération des faoos physiologiquest peut engendrer la mort

cellulaire.
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2.1.1.2.3. L'impact des ERO sur la cellule

Les ERO peuvent agir sur quatre biomolécules esdlest de la cellule : 'ADN, les

protéines, les lipides et les oses.
L’ADN

Les ERO ont une grande affinité de réaction poutases bases constitutives de 'ADN
(nucléaire et mitochondrial). En effet, les EROtsmapables de convertir le résidu thymine en
thymine glycol et en 5-hydroxyméthyluracile, et gaanine en 8-hydroxyguanine et 8-
hydroxy-2’-désoxyguanosindLiang and Godley 2003) lls sont également capables
d’oxyder le désoxyribose provoquant alors des coegpsimple brin voire double brin. Ces
altérations sont normalement éliminées par desmeegyde réparation de 'ADN. Cependant
elles peuvent aboutir & I'apparition de mutationscas de dysfonctionnement des systemes
de réparation ou bien si ces derniers ne peuverst faire face a une accumulation trop
importante d’altérations. Les mutations naissanpesivent alors étre a lorigine de

I'apparition de pathologies.

Les lipides

L’oxydation des acides gras polyinsaturés membrasgar les ERO aboutit a la formation
de dérivés appelés lipides peroxydés. Il existermuokitude de lipides peroxydés. Cependant
les plus fréquemment rencontrés sont le 4-HNE (drblyyNonEnal), le MDA
(MalonDiAldehyde), ou encore les acides hydrexpxo-alkénoiques (THODA (9-Hydroxy-
12-Ox0-10-Decenoic Acid), 'THOOA (5-Hydroxy-8-Oxc®ctenoic Acid) et 'THOHA (4-
Hydroxy-7-Oxo-5-Heptenoic Acid)jKopitz et al. 2004; Tanito et al. 2005; Tanito et al.
2006; Ethenet al. 2007; Kaemmereret al. 2007) (Figure 25). Ces dérivés lipidiques, plus
hydrophiles que leurs précurseurs, entrainent dgturpations de la micro-architecture
membranaire et altérent les fonctions des proté&hdsnc la perméabilité membranaire.

Ces métabolites sont capables de se lier de fage@ente aux résidus cystéine, lysine ou
histidine des protéines, formant ainsi des prodeitsinaux de I'oxydation des lipides. Parmi
ces produits terminaux on peut citer les carboxypikroles (le CEP (2s-CarboxyEthyl
Pyrrole), le CHP (2»-CarboxyHeptyl Pyrrole) et le CPP {2CarboxyPropyl Pyrrole))
(Esterbauer et al. 1991; Gu et al. 2003) (Figure 25). Ces protéines modifiées, non
fonctionnelles et/ou non dégradables ont tendargacgumuler dans la cellule et la matrice

extracellulaire induisant des dégats irréversibles.

48



Produits terminaux

Acides gras Intermédiaires peroxydés S termina
polyinsaturés d’oxydation lipidique
O O
Acides gras polyinsaturés &> W Protelne @ <
MDA NJ
) OH
AcidelinoE 0 o k) Protéine O,
cide linoléique 2 \/\)\/\/\ -
Acide arachidonique T \ = (CH2)4CH3
4-HNE H

Acide linoléique O, OHC\/_k Rroféing CH,);COOH
Acide linolénique s — (CHy);COOH — > (G
HODA

3 Protéine

OH

Acide y-linolénique 0 OHC\A Protéine
Acide arachidonique » 25 / (CH,)sCOOH ——> Q/(CHZ):SCOOH

Acide eicosapentaénoique
HOOA

OH

Protéine

Acide docosahexaénoique —>02 OHG / (CH,),COOH MR (CH,),COOH

2)2
HOHA

Figure 25 : Produits terminaux d’oxydation lipidiques issus degles gras.
4-HNE = 4-HydroxyNonEnal, MDA = MalonDiAldehyde, HIA = 9-Hydroxy-12-Ox0-10-Decenoic Acid,
HOOA = 5-Hydroxy-8-Ox0-6-Octenoic Acid, HOHA = 4-idyoxy-7-Oxo-5-Heptenoic Acid, CEP =@
CarboxyEthyl Pyrrole, CHP = &-CarboxyHeptyl Pyrrole, CPP =@-CarboxyPropyl Pyrrole.
Adapté dgGu et al.2003)

Les glucides

Les ERO peuvent également oxyder les oses enttalaaformation de dérivés appelés
produits de glycoxydation. Comme pour les lipidesopydés, il existe une multitude de
produits de glycoxydation. Cependant les plus courant observés sont les-

hydroxyaldéhydes tel que le glycéraldéhyde et terposés dicarbonylés (le méthylglyoxal,
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le glyoxal et le 3-desoxyglucosone) (Figure 26)s @érivés sont le plus souvent issus du
métabolisme du glucose mais ils peuvent égalemeatigsus des bases de Schiff ou des
produits d’Amadori formés au cours de la glycatimon enzymatique des protéin€ses

produits de glycoxydation (intermédiaires glycoxgdéont capables de se fixer sur les

groupements amines des protéines aboutissanbenation de PTG.

Glucides Intermédiaires Produits terminaux de glycation
glycoxydés

0 | | |
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Figure 26 : PTG détectés dans I'organisme au cours du vieslient.
CEL = CarboxyEthylLysine, CML = CarboxyMethylLysin&-H = Glyoxal-derived Hydroimidazolone, MG-H
= MethylGlyoxal-derived Hydroimidazolone, 3DG-H 3-DeoxyGlucosone-derived Hydroimidazolone, GOLD
= GlyOxal Lysine Dimer, MOLD = MethylglyOxal LysinBimer, DOLD = 3-DeOxyglucosone Lysine Dimer.
Adapté dgMeerwaldt et al.2008)et(Monnier 2003).

Ainsi il existe plusieurs voies de formation de P'HEa effet les PTG peuvent étre issus de la
liaison entre une protéine et 1) un ose réducteuRoun dérivé d’'ose oxydé, lui-méme

produit au cours du stress oxydatif (intermédiagilgsoxydés) (Figure 27).
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— Voie de glycation spontanée
Voie de glycation par glycoxydation
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Figure 27 : Deux voies de production de PTG.
Adapté dgMeerwaldt et al.2008)et (Monnier 2003).

Les protéines

Les protéines les plus sensibles aux attaques B&s d6nt surtout celles qui comportent un
groupement sulfhydryle (SH). C'est le cas de noogae enzymes cellulaires et protéines de
transport. Les protéines modifiées par oxydationedaent beaucoup plus sensibles a I'action

des protéases.

De par son exposition permanente au rayonnemenetlbd forte activité métabolique (forte
concentration en oxygene) la rétine est partioafitant exposée a la formation d’ERO. En
effet, en présence de rayonnements UV, le dioxygsheapable de capter un électron pour
donner un radical superoxyde. De plus les photptéaes sont métaboliquement tres actifs,
ilIs possédent une grande quantité de mitochondsasces d’'ERO. Les segments externes
des photorécepteurs sont essentiellement constiieéseplis membranaires avec une
proportion d’acides gras polyinsaturés trés impaeae qui en fait un lieu privilégié pour
I'oxydation lipidique. De nombreuses études ontpmape la production d’ERO et les
dommages cellulaires causés par I'exposition détlae a la lumieréWiegand et al. 1983;
Kayatz et al.1999; Demontiset al.2002)

51



2.1.2. Le vieillissement physiologique de la rétine

Tous les organes subissent les effets du tempsmpri® I'ceil. Autour de la rétine, trois
structures sont particulierement touchées pardaligsement : la rétine neurale, 'EPR et la

membrane de Bruch.

2.1.2.1. Les altérations de la rétine neurale

Chez I'Homme, plusieurs études ont montré une dition de la densit§{Gao and
Hollyfield 1992; Curcio et al. 1993; Panda-Jonaset al. 1995; Songet al. 2011) et une
désorganisatiofMarshall et al. 1979)des photorécepteurs avec I'age. Certaines étuaes o
également montré une diminution des photopigmesnts ¢es cones aves I'affeeunen et al.
1987; Elsneret al.2002)

Chez la souris le vieillissement de la rétine ssipaié a une diminution de l'aire des arbres
dendritiques et axonales, et a une diminution d#elssité des cellules de la rétine neurale et

des synapsg$Samuelet al.2011)

2.1.2.2. Les altérations de 'EPR

De nombreuses études décrivent I'accumulation dgne@mnts bruns fluorescents appelés
granules de lipofuscine dans I'EPR au cours dulgsement(\Weiter et al. 1986; Kennedy

et al. 1995; Ben-Shabatet al. 2001) Ces granules sont en fait dérivés de lysosomastay
perdu leur capacité de dégradation (Figure 28nalygse de ces granules montre des agrégats
lipido-protéiques non dégradablésturdaugh et al. 2011) parmi lesquels se trouve le
pyridinium bis-rétinoide (A2E) dérivé de la vitamairA. On comprend I'abondance et la
composition de ces granules lorsqu’on fait le Bwec une des fonctions principales de 'EPR
c'est a dire la phagocytose des segments extegmeplibtorécepteurs. En effet, lors de ce
processus 'EPR accumule des lipides et des pegé@rydés provenant des membranes des

photorécepteurs.
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Figure 28 : Formation des granules de lipofuscine.
D’aprés(Kennedy et al. 1995).

EPR

En plus d’étre soumis a I'accumulation de déchetiilaires provenant des photorécepteurs,
'EPR est continuellement exposé a la photo-oxyaatie ses constituants. En effet, malgré la
présence de mélanine dans I'EPR, une partie demmhéumineux n’est pas neutralisée et
peut oxyder diverses biomolécules. La photo-oxydatde la vitamine A conduit a la
formation du A2E ; et la photo-oxydation du A2E-inéme peut conduire a la formation
d’aldéhydes trés réacti{Murdaugh et al.2009) de PTG(Yoon et al.2012) a la production
d’ERO (Weiter et al. 1986; Gaillard et al. 1995; Rozanowskaet al. 1995; Wassellet al.
1999; Wielguset al. 2010) ou encore a sa liaison au glutathigfoon et al. 2011) En plus

de ce phénoméne de photo-oxydation, le processyshdgocytose engendre lui aussi la
production intrinseque d’ERTate et al. 1995). Ainsi de par sa fonction, 'EPR est

particulierement exposé a la formation d’'ERO etadam stress oxydatif.

Pour faire face a ces ERO, 'EPR posséde des @éfexfficaces contre les dommages
oxydatifs. En effet, il est particulierement ricka antioxydants tels que la vitamine E, la
superoxyde dismutase, la catalase, la glutathitn®férase, le glutathion et I'ascorbate
(Robisonet al.1982; Newsomeet al. 1990; Beattyet al.2000) Cependant, avec I'age, I'EPR
semble perdre ses capacités antioxydafiées et al. 1991; Tate et al. 1993) et les

biomolécules oxydées ont tendance a s’accumuley léarcellules.
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2.1.2.3. Les altérations structurales et biochimiges de la membrane de Bruch

Comme nous l'avons évoqué précédemment un grandneode biomolécules et de déchets
produits par 'EPR et la choroide passent a tralermembrane de Bruch. Au cours du
vieillissement, la membrane de Bruch subit diverseeadifications fonctionnelles et
structurales. Des études ont montré un lien deette le vieillissement et I'épaisseur de la
membrane de BrugGreen and Key 1977; Ramrattanet al. 1994)

Plusieurs facteurs peuvent étre a I'origine dediggissement et de I'altération fonctionnelle
de la membrane de Bruch. D’une part les PTG tetslapentosidine, la CML et la CEL (
Figure 23) retrouvés niveau de la membrane de Batalke 'EPR, favorisent les liaisons
entre les fibres de collagéne et réduisent la pahitit® de la membrane de Bru@Handa et

al. 1998; Handaet al. 1999; Schuttet al. 2003; Zhouet al. 2005; Glenn and Stitt 2009)
D’autres travaux ont montré une accumulation degigras, de phospholipides, et d’esters de
cholestérol dans la membrane de Bruch au courseillissement(Sarks 1976; Pauleikhoff

et al. 1990; Okubo et al. 1999; Curcio et al. 2001) augmentant ainsi le caractéere
hydrophobe de la membrane de Bruch. Ainsi au cdurgeillissement apparait au niveau de
la membrane de Bruch des dépbts amorphes lamidaiégires ou globulaires (appelés
druses) (Figure 29 comparée a la Figure 12). L&gissement et les modifications
biochimiques de la membrane de Bruch réduisenassgge des métabolites nécessaires a la
survie de I'EPR et des photorécepteurs et I'élinmmades déchets métaboliques de la rétine
et de 'EPR vers la choroidg€ankova et al.2011)
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Figure 29 : Dépobts observés au niveau de la membrane de Brucbhurs du vieillissement.
D’apres(Curcio et al.2009)
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2.2. Les rétinopathies liées a l'age
2.2.1. La Dégénérescence Maculaire Liée a I'Age (M)

Dans les pays industrialisés, la DMLA est la premieause de malvoyance chez les
personnes agées de plus de 65 ans. Caractériséen@aperte progressivee la vision
centrale, des détails et des couleurs (Figureedi@) touche environ 1,5 million de personnes
(600 000 MLA, 900 000 DMLA) en France. De nombreus#udes montrent que la
prévalence et la progression de la Maculopathieed.i@ I'Age (MLA) et des DMLA
augmentent avec I'agé&riedman et al. 2004; Owenet al. 2012) En France par exemple, la
prévalence globalde la maladie est de 8% apres 50 ans. Située antoatsde 1% avant 55
ans, elle passe progressivement a 25% apres 7baifait du vieillissement de la population
mondiale, la prévalence de la DMLA pourrait consddfement augmenter dans les
prochaines décennies.

La DMLA est une pathologie complexe et multifacttie. Bien que la pathogénie reste
encore discutée, les scientifiques d’accordentuad]jbui sur le fait que le développement de
la DMLA implique I'existence d’'un terrain génétiquea risque » associé a l'effet de facteurs
endogénes et environnementaux. Trois hypothesdégsment depuis quelques années :

1) I'nypothese la plus décrite aujourd’hui implique dysfonctionnement du métabolisme des
cellules de 'EPR. Ce dysfonctionnement seraigkultat de I'exposition chronique de 'EPR
aux lésions induites pas les photons et de I'actation, dans leur cytoplasme, de lipofuscine
et de débris cellulaires issus de la phagocytos€edrémité des segments externes des
photorécepteurs.

2) la deuxiéme hypothese place les mécanismesauritde la DMLA au niveau des
photorécepteurs dont la densité diminue avec I'gs.altérations de I'EPR ne seraient alors
gue secondaires.

2) enfin la troisieme hypothése met plutbt en aVapaississement de la membrane de Bruch
lié a l'altération de ses constituants et a I'acalation de biomolécules (notamment de PTG
et de lipides) au cours du vieillissement. Cettgpdilyese met également en avant les

nombreuses analogies qui existent entre I'athékozet et la DMLAMalvitte et al.2006)
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Figure 30: Altérations de la vision au cours de la DMLA.
La photo de gauche représente la vision d’'un sajettandis que la photo de droite représenteslarvid’'un
patient atteint de DMLA.
D’aprés The National Eye Institute, National Ingtfs of HealthKttp://www.nei.nih.gov/photo/sims/index.gsp
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Compte tenu des traitements actuels essentiellelp@sés sur la régression des néovaisseaux,
seuls 10 a 20% des patients peuvent recevoir utertrant adapté. Dans ce contexte, la
prévention et le développement de traitementsaaffis sont devenus depuis quelques années
I'un des enjeux majeurs de santé publique.

La DMLA est une pathologie dont [I'évolution est gressive et bien souvent
asymptomatique dans les premieres années. Lesedif§éstades de développement de la

DMLA sont caractérisés par des signes cliniques béfinis.

2.2.1.1. La Maculopathie Liée a I'Age (MLA)

Le stade précoce de la maladie est appelé Machiephie a I'Age (Figure 31). Ce stade
n'est pas ou peu symptomatique. Il est caractgg@éla présence d'altérations de I'EPR
(dépigmentation ou hyperpigmentation) et/ou de eku&lépdts amorphes) observables au
fond d'ceil. Il existe également des dépdts de tgpeinaires ou linéaires au niveau de la
membrane de Bruch cependant ils ne sont pas olmesvau fond d’ceilCurcio and
Millican 1999; Anderson et al.2004; Li et al.2005)(Tableau 1). Ces dépobts contiennent des
débris cellulaires, des lipides, des protéinesulmies et des composants de la matrice
extracellulaire(Curcio and Millican 1999; Mullins et al. 2000; Crabb et al. 2002; Rudolf

et al.2008)
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Type de lésion Localisation Aspect

Dépobt laminaire basal | Entre la membrane cytoplasmique et la | Fine couche
lame basale de 'EPR

Druses miliaire Entre la lame basale de 'EPR et la - Rond,

(moins de 125um) couche de collagéne interne de la MB - Jaunatre,

(soft drusen) - Bords bien délimités
Druses séreux Entre la lame basale de 'EPR et la - Granulaire,

(plus de 125um) couche de collagéne interne de la MB - Blanchétre,

(hard drusen) - Bords flous souvent confluents

Dépét linéaire basal Entre la lame basale de 'EPR et la Fine couche
couche de collagéne interne de la MB

Tableau 1 :Lésions observées au cours de la DMLA atrophique.
Adapté dgCurcio and Millican 1999).

Les druses miliaires sont les plus courants et sonsidérés comme de simples signes de
vieillissement tandis que les druses séreux somestt un signe de DMLA. La présence
d'une MLA a un ou deux yeux n’entraine pas syst@uament de DMLA cependant le

risque est plus élevé que chez les patients sains.

Figure 31 :Photographie du fond d’ceil d’'un patient atteinf\ieA.
(Source : Service d’'ophtalmologie, CHU, Dijon)

La MLA peut évoluer en DMLA atrophique ou exsudativ

2.2.1.2. La DMLA atrophique

La forme atrophique appelée également « secherésape 70 a 80 % des patients atteints de

DMLA (Figure 32). Elle résulte de l'atrophie progseve des couches de I'EPR et des
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photorécepteurs. L'impact sur la vision est inédgiamais la progression de la pathologie est

lente.

Figure 32 : Photographie du fond d’'ceil d'un patient atteintOdMLA atrophique.
(Source : Service d’ophtalmologie, CHU, Dijon)

2.2.1.3. La DMLA exsudative

La forme exsudative appelée également « humiderésente 20 & 30% des patients atteints
de DMLA (Figure 33). Contrairement a la DMLA atroghe, son évolution est le plus
souvent rapide. Elle se caractérise par I'appardi® néovaisseaux choroidiens dans la rétine
souvent responsables d'ocedemes, d'exsudations duirasous rétiniennes ou encore

d'hémorragies rétiniennes.

Figure 33 : Photographie du fond d’ceil d’un patient atteintodLA exsudative.
(Source : Service d’'ophtalmologie, CHU, Dijon)
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2.2.2. La rétinopathie diabétique

Dans les pays industrialisés, la rétinopathie dighé est la premiere cause de cécité avant
I'age de 60 ans. Contrairement a la DMLA, dontdeeloppement est principalement lié aux
conséquences du vieillissement, et méme si ledaége est associé, I'apparition de la RD
est principalement liée aux conséquences de I'lpjyeFmie chronique développée au cours
le diabéte. En effet, la RD est une complicationrmiasculaire secondaire au diabéte.

En France, environ 2,9 millions de personnes stiainges de diabéte dont 800 000 atteintes
de RD (soit 30 a 40% des diabétiquéSelcourt et al. 2009) La prévalence de la RD
augmente avec la durée du diabéte et le niveapdriglycémie chronique. Ainsi le nombre
de patients diabétiques atteints de RD augmenteldage. De plus, avec le vieillissement de
la population et I'épidémie de diabete annoncégréaalence pourrait fortement augmenter
dans les années a venir.

Comme la DMLA, la RD est asymptomatique dans lesmpers stades et passe souvent
inapercue jusqu’a I'apparition de troubles visigdsgeres liés a la formation de néovaisseaux,

d’hémorragies et de décollements de la rétine ueig4).

Figure 34 : Altérations de la vision au cours de la RD.
La photo de gauche représente la vision d’'un sajiettandis que la photo de droite représentesiarvid’un
patient atteint de RD.
D’aprés The National Eye Institute, National Ingés of Healthttp://www.nei.nih.gov/photo/sims/index.gsp

Avant de développer la pathogénie de la RD, comomn@ar aborder quelques aspects du

diabete.
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2.2.2.1. Le diabeéte

Le diabéte est devenu en quelgues années un fléadiah En effet, selon I'organisation
mondiale de la santé le nombre de diabétiques ldamonde a été multiplié par 10, passant
de 30 millions en 1970 a 356 millions aujourd’Hlanaei et al. 2011) Le diabéte est
désormais la#'®cause de mortalité dans le monde derriére lesdieal@ardiovasculaires, les
cancers et le SIDA.

Le développement du diabéte est lié aux conségeetdiemomalies liées a une hormone
peptidique sécrétée par les cellules béta desdmtisangerhans : I'insuline. Cette hormone
est essentielle a la régulation du métabolisme Idooge. En effet, physiologiquement, le
glucose sanguin stimule la sécrétion d'insulinequidle se fixe sur ses récepteurs
membranaires et permet I'entrée du glucose darelieges. Ainsi, 'hnoméostasie du glucose
dépend de la balance entre la quantité d'insulieétte et la sensibilité des tissus
périphériqgues a son action. Au cours du diabétepliserve un dysfonctionnement dans le
transport du glucose jusqu’aux cellules soit pames le pancréas ne produit plus
suffisamment d’insuline ou bien parce que les tdlude l'organisme sont devenues
insensibles a l'insuline. On distingue alors lebéi® de type 1 et le diabéte de type 2

(Association Francaise des Diabétiques 2010)

2.2.2.1.1. Les types de diabete

Le diabéte de type 1 ou insulino-dépendant (DIipyésente 10 a 15 % des diabétiques en
France. Les personnes atteintes de DID produisemptu d'insuline (voire pas du tout) suite
a la destruction partielle ou compléte des celluésa du pancréas par leur systeme
immunitaire(Buysschaert 2006) Le diabéte de type 1 est le plus souvent diagnesichez
I'enfant ou le jeune adulte. Les signes caractgtiss de la pathologie se manifestent apres
destruction de 80 % a 90 % des cellules béta. ep®mMes apparaissent généralement de
facon brutale par une polydipsie (soif importargelune polyurie (urines abondantes), une
polyphagie (appétit anormalement augmenté), ungmsaement malgré la polyphagie et une
hyperglycémie (exces de glucose dans le sang supéra 1,26 g de sucre par litre de sang a

jeun, ou supérieure a 2 g/l a tout moment de lenge).
Le diabete de type 2 ou non insulino-dépendant D) Méprésente 85 a 90 % des diabétiques.

Chez les personnes atteintes de DNID, on obseapedrition d’'un phénoméne de résistance

aux effets de l'insuline correspondant a la peadadsensibilité des récepteurs cellulaires a

60



l'insuline: I'insulinorésistancgBuysschaert 2006) Le pancréas continue de sécréter de
l'insuline mais celle-ci n'est plus effective et ¢gucose s'accumule dans la circulation
sanguine aboutissant donc a une hyperglycémie ethyperinsulinémie. L’hyperglycémie
chronique aboutit a I'apparition d’une intoléraraeglucose et au bout de quelques années le

diabéte de type 2 est installé.

La RD est aussi présente chez les patients attentabéte de type 1 que de type 2. Dans le
diabéte de type 1, la RD ne survient en généralapast 7 ans d’évolution. En revanche,

apres 20 ans d’évolution, 90 a 95 % des diabétidadgpe 1 développent une RD, dont 40%
une RD proliférante, stade sévere de la patholdgans le diabéete de type 2, 20 % des
diabétiques présentent une RD des la découvereudeliabete. Cependant, le risque a long

terme d’'une RD proliférante est moins importantuguoedéme maculaire (20% vs 60%).

2.2.2.1.2. Les processus physiologiques a l'origide diabete de type 2

Afin de comprendre les mécanismes impliqués dadgveloppement de la RD il me semble
essentiel de comprendre en premier lieu ceux im@sglans le développement du diabéte.
Comme nous I'avons évoqué précédemment, I'appardio phénomene d’insulinorésistance
est fortement impliquée dans la pathogénie du thalBuysschaert 2006) L'insuline a un
réle majeur dans la régulation du métabolisme gacet de facon générale des substrats
éenergétiques. Les principales molécules sourceseti@é pour I'organisme sont les oses

(principalement le glucose), les triglycéridesest torps cétoniques.
Régulation de la glycémie en condition physiologic

Apres un repas, le taux de glucose dans le saggéfgie) augmente. Le glucose circulant
dans les capillaires des ilots de Langerhans stirfauproduction d’insuline par les cellules

béta. L'insuline ainsi libérée stimule la captatibnglucose par les cellules dans lesquelles il
peut étre stocké - sous forme de glycogéne (polgrderglucose) dans le foie et les muscles
(glycogénogenese), et sous forme de triglycérides de tissu adipeux (lipogenese) — ou bien
directement utilisé comme source d’énergie paola de la glycolyse. Certains tissus comme
le cerveau, les globules rouges, la région médalldi rein, le cristallin et la cornée ne sont
pas capables de le stocker et nécessitent donpportacontinu de glucose. Dans le méme
temps, l'insuline inhibe la production de glucose lp foie (néoglucogenése). Ainsi, grace a
I'activation de la glycogénogenese et a I'inhibitide la néoglucogénése, la glycémie retrouve

son niveau de base (normoglycémie).
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En cas de jelne, la glycémie diminue, ce qui ackbsgevoies cataboliques permettant a
I'organisme de puiser dans ses réserves (Figure[B#)s un premier temps, le foie et les
muscles mobilisent leurs stocks de glycogene auaanitla glycogénolyse grace au glucagon,
hormone également synthétisée par le pancréasquerkes réserves de glycogene sont
épuisées, l'activation de la lipolyse adipocytgiermet la libération d’acides gras dans le
sang. Ces acides gras sont alors directementéstifiar les organes comme source d’énergie
ou bien métabolisés sous forme de corps cétonjpprele foie (cétogénése). Ces derniers sont
ensuite sécrétés dans le sang et utilisés commeesénergétique par les organes (notamment
par le coeur et les reins). Lorsque que la norméghye est rétablie, un rétrocontrole exercé
par ces métabolites induit la sécrétion d’insuljné freine alors la lipolyse adipocytaire et la

cétogenese.

Tissu adipeux

Circulation
sanguine

Jeun

}

Néoglucogénése
Lipolyse adipocytaire
Cétogénése
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Figure 35 : Régulation de la glycémie en condition physiologiqu
AGL = Acide Gras Libres, C = Cholestérol, CC = Coetoniques, TG = TriGlycérides.

62



Régulation de la glycémie et insulinorésistance

Lorsque l'organisme développe une insulinorésigame glucose présent dans le sang ne
parvient plus suffisamment aux cellules. Ainsi, gnélla présence de glucose dans le sang,
les voies cataboligues normalement activées eme&gslne sont induites (néoglucogénése,
glycogénolyse, lipolyse adipocytaire et cétogénéteaugmentent les taux de glucose et
d’acides gras sanguins. L’apport excessif de gkics foie, en plus de l'activation de la
néoglucogenese, induit un emballement de la glgeost aboutit a la formation en exces de
corps cétoniques (hypercétogenése) et de métabatiseis des voies secondaires de la
glycolyse comme les triglycérides et le cholestéidd la méme fagon, I'apport excessif
d’acides gras au foie issus de la lipolyse adipooytinduit une augmentation de la
production de triglycérides et de cholestérol (FéguB6). L’activation de ces voies
métaboliques aboutit & I'exces de synthése de igiémes VLDL (Very Low Density
Lipoprotein) par le foie et donc a une hypertriglgdémie et une hypercholestérolémie.
Cependant, les anomalies induites par l'insulinetésce ne sont pas uniquement d’ordre
quantitatif. En effet, les VLDL naissants, plushes en triglycérides et cholestérol libre, ont
une taille augmentée ce qui leur confére une gégista la lipolyse et diminue leur clairance
plasmatique. De la méme facon, si le taux de LDaw(IDensity Lipoprotein) plasmatique est
le plus souvent normal chez les diabétiques, lebcdisme des LDL est généralement ralenti.
En effet, ces derniéres, plus petites et plus demsésentent elles aussi une augmentation de
leur temps de résidence plasmatique ce qui leufémmnun caractére athérogene. De
nombreux travaux ont montré que les LDL de petitadles étaient particulierement
athérogenes et présentaient un risque accru d&dsidvasculairegBerneis and Krauss
2002; Maedaet al.2011) En effet, les LDL petites et denses s’accumypeéterentiellement
dans les macrophages, favorisant la formation dlale® spumeuses. Elles présentent une
oxydabilité accrue et une plus grande affinité plesrprotéoglycanes de I'intima facilitant
ainsi leur rétention de la paroi artérielle et déapparition de micro et macroangiopathies.
Dans le méme temps, la présence de glucose sagiglactivation des voies de rétrocontrble
induisent la libération d’insuline par le pancréamsi le pancréas synthétise de plus en plus
dinsuline  (hyperinsulinémie) pour compenser llimsorésistance.  Cependant,
I'hyperinsulinémie n’est, elle non plus, pas saasséquence sur le métabolisme. En effet,
elle entraine I'hyperactivation de la lipase hépati et de la Iécithine cholestérol acyl

transférase (LCAT), favorisant ainsi 'augmentatidm catabolisme des HDL. C’est donc
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'ensemble du métabolisme des lipoprotéines qui adré. L'ensemble des altérations
quantitatives et qualitatives du métabolisme degpliotéines est appelée dyslipidémie.

Au bout de quelgues années d’insulinorésistancaelydipidémie et d’exposition chronique

au glucose, I'organisme développe un diabéte qui grs aboutir a diverses complications
microvasculaires comme la nephropathie diabétidaerétinopathie diabétique et/ou les
complications macrovasculaires comme linfarctus mdyocarde, les accidents vasculaires
cérébraux (AVC) et I'ischémie des membres inféseur
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et
macrovasculaires (accident cardiovasculaire, AVC)
et |
Pancréas

Figure 36 : Régulation de la glycémie et insulinorésistance.
AGL = Acide Gras Libres, C = Cholestérol, CC = Cofetoniques, TG = TriGlycérides.

En plus de la dyslipidémie, I'hyperglycémie chraregsemble jouer un réle important dans la
pathogénie du diabete et de ses complications.pi@€ipaux mecanismes biochimiques

impliqués sont développés ci-dessous.
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2.2.2.1.3. Les modifications biochimiques liées’ayperglycémie

L’hyperglycémie chronique observée au cours du é@m’est pas sans conséquence sur
I'organisme. En effet, de multiples altérationdueires et moléculaires ont été décrites dans
des conditions d’hyperglycémia vitro et dans des modeéles de diabéte chez des rongeurs
(Gustavssonet al.2010; Zhonget al.2012)

Les types cellulaires touchés par cette hyperglyeé@hronique sont encore mal connus et
peu décrits. Cependant il semblerait que les presiéibles soient les cellules endothéliales
qgui sont directement au contact du glucose sandran.ailleurs, la plupart des anomalies
biochimiques liées a I'hyperglycémie chronique neigux caractérisées aujourd’hui I'ont été
dans des cellules endothélia(®iller et al.2007; Busiket al.2008; Bakkeret al.2009)

Quatre types de modifications biochimiques intdataires induites par I’hyperglycémie ont
été identifiées a ce jour : la voie des polyolsydée des hexosamines, la voie la protéine
kinase C (PKC) et la glycation non enzymatiqueplesines.

La voie des polyols

En condition hyperglycémique, I'exces de glucogeacellulaire induit I'activation de la voie
des polyols qui est une voie secondaire de métaimn du glucose (Figure 37). Une partie
du glucose est alors métabolisée en sorbitol &kldse réductase puis en fructose via la
sorbitol déshydrogénase. L’activité de l'aldoseuccddse étant plus rapide que la sorbitol
déshydrogénase et le sorbitol ne pouvant franchimlembrane plasmique, ce dernier
s’accumulent dans la cellule et peut aboutir atress oxydatif.

La principale conséquence de l'activation de cetie est la modification du statut redox de
la cellule résultant de la baisse du NADPH (cofactie I'aldose réductase) au détriment de
I'activité d’enzymes antioxydantes comme la glu@athréductase, I'ascorbate réductase ou
encore la oxyde nitrique synthétase qui utiliseat aofacteur(Bravi et al. 1997) La
diminution de l'activité de ces enzymes participersaa I'augmentation du stress oxydatif

cellulaire.

La voie des hexosamines

Dans des conditions métaboliques normales envirar8% du glucose entre dans la voie de
biosynthese des hexosamines (Figure 37). Une mhrtiuctose-6-phosphate produit lors de
la glycolyse est convertie en glucosamine-6-phasplpar la L-glutamine-D-fructose-6-

phosphate amidotransferase puis métabolisée eyl-dighosphate-N-acétylglucosamine. En
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condition hyperglycémique, il a été montré que deevdes hexosamines est augmentée dans
des cellules endothéliales aortiques bovines emnétalaires porcinegKolm-Litty et al.
1998; Duet al. 2000) L’augmentation de la voie des hexosamines a ptiat d’augmenter

la synthese de la protéine prothrombotique PAHHagiRinogen Activator Inhibitor-1) et du
TGF$ (Transforming Growth Factop) qui régulent la prolifération, la différenciation
I'adhérence et la migration cellula{i@rownlee 2001; Madonna and De Caterina 2011)

L’activation de la protéine kinase C

Comme nous l'avons évoquée préecédemment [I'hypergliEéchronique entraine une
hyperactivation de la glycolyse et donc une augatent de la formation des métabolites qui
en découle. Parmi ces métabolites le diacylglyc@®G) est capable d’'activer la PKC qui
est impliquée dans plusieurs voies de signalisatetinqui abouti a la synthése de protéines
participant au modelage de la matrice extracel@lahd la néovascularisation ou encore a
'inflammation (Brownlee 2001; Madonna and De Caterina 2011fFigure 37). Ainsi,
I'activation de la PKC semble jouer un réle majdans le développement des complications
macro et microvasculaires du diabéte comme la Ri2z@les rats diabétiques, il a été montré
que la PKCB est activé dans l'aorte et le cceur, tandis qusdésrmesa,  ete sont actives
dans la rétinélnoguchi et al. 1992; Shibaet al.1993)

Glycation non enzymatique des protéines

L’augmentation des taux de glucose cellulaire agsan accroit la formation de PTG et donc
amplifie les effets délétéres que peuvent avoir roésabolites. De plus la production de
fructose par la voie des polyols peut stimuler déage la formation de PTG car le fructose
est plus réducteur que le glucose (Figure 37).

Dans le sang le glucose est capable de glyquembiébine Par ailleurs, certaines études
suggerent que la glycation des apolipoprotéinesraiuntervenir dans les modifications du
métabolisme des lipoprotéines riches en trigly@sifen particulier les VLDL). En effet, la
glycation de I'apolipoprotéine-B apparait suscdptite réduire la liaison des lipoprotéines a
leurs récepteurs. La glycation de I'apolipoprotéihél, cofacteur de la lipoprotéine lipase,
pourrait également étre en cause dans la diminw@®rson activité. Par ailleucertaines
études suggerent que la perte des péricytes mingerait liée a des produits de
glycoxydation(Reber et al.2002; Kim et al.2010)
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Le stress oxydatif

L’exposition chronique des cellules a de fortescemtrations en glucose accentue encore
d’avantage le déséquilibre lié a I'age entre ladpmion d’ERO et la diminution des défenses
antioxydantes. Au cours du diabete, ce déséquigbteamplifié par I'utilisation du cofacteur
NADPH dans la voie des polyols. De plus I'accumalatde sorbitol augmente la production
d’ERO. L’hyperactivation de la glycolyse induit uneaugmentation de [lactivité
mitochondriale, principale source d’'ERO cellulasaite a I'entrée de pyruvate dans le cycle
de Krebs (Figure 37).
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Complications microvasculaires (nephropathie, rétinopathie)

et
macrovasculaires {accident cardiovasculaire, AVC)
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Figure 37 : Effet de I'hyperglycémie sur le métabolisme ceiltela

Adapté dgMadonna and De Caterina 2011)
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Ainsi I'ensemble des altérations métaboliques pri&ss ci-dessus sont susceptibles de
participer au développement des complications staices telle que la RD.

2.2.2.2. Le développement de la rétinopathie diahgue

Comme développé précédemment, I’hyperglycémie éhpencaractéristique du diabéte est a
I'origine d’altérations dans la structure et la dban des macro- et microvaisseaux. Les
altérations des microvaisseaux sont responsabledadectinopathie diabétique et la
néphropathie diabétique tandis que les lésionsamasculaires sont responsables d’infarctus
du myocarde, d’accidents vasculaires cérébrauxissthémie des membres inférieurs. Il est
maintenant bien établi que le risque de complicativasculaires est, chez le diabétique,
proportionnel au niveau glycémique moyen et a leeelud’exposition a I'hyperglycémie
(Meyer et al.2000; Hodgeet al.2004; Sahyouret al.2008)

La premiere anomalie histologique observée auxestguécoces de la RD est la perte des
péricytes entourant les vaisseaux rétiniens. Eet,efffien qu’il ait été montrén vitro que
contrairement aux cellules endothéliales, les gtagsont capables de réguler le transport de
glucose face a une hyperglycérfiidandarino et al. 1994) il semble que les péricytes soient
affectés avant les cellules endothéliales. La pagtepéricytes entraine alors la rupture de la
barriere hémato-rétinienne interne et donc laugaten de la perméabilité vasculaire.
Linfiltration d’eau, de lipoprotéines, d’hématiede cholestérol, entre autres, dans I'espace
périvasculaire participe alors a I'apparition d’'eeds rétiniens. Dans un deuxieme temps, les
modifications architecturales de ces vaisseaux quuoent la multiplication des cellules
endothéliales aboutissant a l'occlusion progressige capillaires. L’apparition de zones
d'ischémie rétinienne déclenche alors une sérigprdeessus visant a augmenter le flux
sanguin dans le territoire lésé afin de prévenmdtat tissulaire : 'angiogenése (décrit dans la

partie «2.2.3. L’angiogenése : stade ultime de la DMLA2eRD »).

Sur le plan clinique, I'évolution de la RD est pregsive. Elle débute par un stade de RD non
proliférante minime caractérisé au fond d’ceil parpetits micro-anévrysmes (Figure 38).
L’évolution passe ensuite par plusieurs stadesujadg RD non proliférante sévére (ischémie
rétinienne étendue), puis vers le stade de RDf@ralite (prolifération de néovaisseaux dans
la rétine). L’évolution de la pathologie s’accompagde manifestations diverses telles que

des cedéemes maculaires dis a I'hyperperméabilitévdisseaux, des hémorragies intra-
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vitréennes par saignement des néovaisseaux, utiaf@ent de la rétine entrainant souvent

une perte brutale et quasi-complete de la vision.

Figure 38 : Photographie du fond d’ceil de patients atteintRDBe

La dilatation et I'occlusion des capillaires ré&ing sont donc les premiéres lésions décelables
de la RD. Les phénoménes occlusifs (affectant stttorétine périphérique) et cedémateux
(prédominant dans la macula) évoluent de faconamoitante.

2.2.3. L’angiogenése : stade ultime de la DMLA ealRD

Chez l'adulte, I'angiogenése constitue le mécanigieeformation de néovaisseaux par
bourgeonnement a partir de vaisseaux déja existdtite aboutit souvent, dans des
circonstances pathologiques, a la formation deseaisx de petit calibre, peu fonctionnels et
fragiles donc souvent a lorigine d’hémorragies. sCprocessus d’angiogenése sont
responsables des formes les plus séveres de la DM 2ARD.

L'angiogenése est un processus fortement cont@éup équilibre dynamique entre des
facteurs activateurs et des facteurs inhibiteuens'ceil, le VEGF, exprimé par 'EPR, les
cellules gliales, les cellules ganglionnaires,déscytes et cellules endothéliales, semble étre

le régulateur majeur de I'angiogeng®géitmer et al.2003; Adamis and Shima 2005)

2.2.3.1. L’angiogenése dans la DMLA

Comme nous l'avons cité précédemment, le VEGF BEBF sont synthétisés et sécrétés par
'EPR. Cependant les stimuli permettant d’expligues modifications de [I'équilibre
VEGF/PEDF par 'EPR lors de la DMLA exsudative samtonnus. Cela pourrait étre dd a

une diminution des apports en oxygene et métakatitevenant des capillaires choroidiens
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ou bien a une diffusion réduite de ces dernienaets la membrane de Bruch et la rétine
neurale. Dans la DMLA, la néovascularisation s@ffie de la choroide vers la rétine. Des
néovaisseaux provenant des vaisseaux choroidiamstregt la membrane de Bruch dans
I'espace sous-rétinien puis dans la rétine (Fig9)e Les taux de VEGF-A dans le vitré sont
significativement augmentés chez les patientsrattele DMLA exsudativ€Davuluri et al.
2009)

2.2.3.2. L’angiogenese dans la RD

Contrairement a la DMLA, les processus impliquéssda néovascularisation au cours de la
RD débutent dans la rétine et sont un peu mieuxitdd®aqueset al. 1997; Simoet al.
2006; Zhanget al.2009; Praidouet al. 2010)(Figure 39). Le VEGF agit a tous les stades de
I'angiogenese. En effet, il augmente la perméabiudsculaire, favorise la prolifération et la
migration des cellules endothéliales ; et mobilkeseangioblastes. L’expression du VEGF est
régulée par les facteurs sensibles a I'hypoxie at glusieurs cytokines et facteurs de
croissance (TGRB; interkeukine-1, FGF, PDGF et IGKNeufeld et al. 1999) Chez le
primate, des injections répétées de VEGF sont depatle reproduire les anomalies
vasculaires observées chez les diabéti(liekentino et al. 1996; Tolentinoet al.2002) Il a
également été montré que le taux de VEGF sangtiamugsenté chez les patients atteints de
RD (Mahdy and Nada 2011) La surexpression de VEGF observée en cas d’hiyoémie
pourrait étre la conséquence directe de I'activatie la PKC ou de l'ischémie rétinienne
(Miller et al.1997)

Rétine neurale

RPE
Membrane de Bruch

Choroide

Figure 39 : Néovascularisation pathologique dans la DMLA R

71



2.2.4. Les facteurs de risque de la DMLA et la RD
2.2.4.1. Les facteurs de risques endogénes

Certains facteurs de risque sont communs a la DMtLA la RD et de facon générale, les
facteurs de risque liés au développement de laogdithie diabétique sont les mémes que

ceux liés au diabete. Le tableau suivant présest@irincipaux facteurs de risque endogénes

décris pour étre impliqués dans la DMLA et la RD.

DMLA

RD

La prévalence augmente avec I'§dein et al. 1992; Augood
et al. 2004; Friedmanet al.2004; Klein et al. 2007; Butt et al.

La prévalence augmente avec I'dg&to et al.
2002; Wong et al. 2008; Zhang et al. 2011;

l'age 2011; Jonassoret al. 2011; Nangiaet al. 2011; Piermarocchi | Kostev and Rathmann 2012)
et al. 2011; Yanget al. 2011; Cheunget al. 2012; Moonet al.
2012; Owenet al.2012; Rudnickaet al.2012)
Prévalence plus faible de DMLA dans les populatiooises et a| Variable selon les étudeflim et al. 2008;
L'ethnie peau brundFrank et al. 2000; Wanget al. 2003; Klein et al. | Chiang et al.2011; Leeet al.2011; Zhanget al.
2006; Bressleret al.2008; Gooldet al.2010; Kleinet al.2011; | 2011; Sivaprasacet al.2012)
Steinet al.2011; Vanderbeeket al.2011)
Risque augmenté chez les homm&awasaki et al. 2008; | Variable selon les étude@Nong et al. 2008;
Le sexe Goold et al. 2010; Klein et al. 2010; Yanget al.2011; Cheung| Hammes et al. 2011; Semeraro et _aI. 2011;
et al. 2012; Moonet al. 2012)ou chez les femmg®Owen et al. | Zhang et al. 2011; Zheng 2011; Kaiseret al.
2012; Rudnickaet al.2012)selon les études. 2012; Kostev and Rathmann 2012)
Role limité
La couleur (Mitchell et al. 1998; Frank et al. 2000; Nicolaset al. 2003;
de l'iris Tomany et al. 2003; Wang et al. 2003; Phamet al. 2009; )
Chakravarthy et al.2010)
Augmentation de la prévalence de la RD ave¢ la
La durée durée d’exposition au diabet@Hammes et al.
du diabéte ) 2011; Semeraroet al. 2011; Zhanget al. 2011;
Zheng 2011)
Augmentation du risque de DMLA chez les personnieases| L'obésité est I'un des facteurs de risque majeur de
ayant un indice de masse corporel éle¢@mith et al. 1998; | la RD
I'obésité Age-Related Eye Disease Study Research Group 2000f{Imbeault et al. 2011; Lim et al. 2011; Soletet

Schaumberget al. 2001; Seddoret al. 2003; Chakravarthy et
al. 2010; Adamset al.2011; Sinet al.2012)

al. 2011; Fenget al.2012)

L'athérosclérose

Association entre la présence de plaques athérosestedans
l'artere carotidienne et la DMLAKIein et al.2007; Wonget al.
2007; Chakravarthy et al.2010)

Association entre la présence de plaqg
athéromateuses et la RRlein et al.2002; Wong
et al.2008; Zheng 2011)

L’hypertension
artérielle

Association entre I'hypertension et la DML(Age-Related Eye
Disease Study Research Group 2000; Hymaet al. 2000;
Fraser-Bell et al. 2008; Chakravarthy et al. 2010; Butt et al.
2011)

Association entre I'hypertension et la RVong
et al.2008; Movahedet al.2010; Semerarcet al.
2011; Zhang et al. 2011; Fenget al. 2012;
Kostev and Rathmann 2012)

La dyslipidémie

Controversé. Augmentation du risque de DMLA ches
personnes ayant des taux élevés de HDL-cholestétg
triglycérides dans le san@dyman et al. 2000; Seddonet al.
2003; Clemonset al.2005; Klein et al.2007; Klein et al. 2010;
Butt et al. 2011) Cependant une étude récente ne montre
d’associatior{Wang et al.2012)

leAugmentation du risque de RD chez les person
| ayant un taux élevés de cholestérol sang
(Wong et al. 2008) Cependant une étude récer
ne montre pas d'associatifWvang et al.2012)
pas

Les facteurs
génétiques

Association entre la DMLA et le polymorphisme gémé¢ des
genes ABCA4, HTRALl, CFH, ARMS2/LOC387715, APO
Complément C3, CX3CRétc. (Seddonet al. 2005; Souiedet
al. 2005; Klein et al.2008; Farwick et al.2009; Reynoldset al.
2009; Seddonet al. 2009; Levezielet al. 2011; Park et al.

Association entre la RD et le polymorphisme d
Egénes Aldose Reductase, NOS, RAGE, HL
VEGF etc. (Radha et al. 2002; Taverna 2004;
Uhlmann et al.2006; Liewet al.2009)

2012; Shahidet al.2012; Yuet al.2012)

Tableau 2 : Facteurs de risques endogénes associés a la DMa/AR®.
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2.2.4.2. Les risques environnementaux

2.2.4.2.1. Le tabagisme

La plupart des études montrent une associatiortiywsntre le tabagisme et la MLA, la
DMLA et la RD (Chakravarthy et al.2007; Conget al.2008; Kawasakiet al.2008; Klein

et al. 2010; Cackettet al. 2011; Hammeset al. 2011; Yanget al.2011; Moonet al.2012;
Raman et al. 2012; Sin et al. 2012) Plusieurs mécanismes peuvent expliquer cette
association. Il est plausible gu’en réduisant lextd’antioxydants sériques et en favorisant la
formation d’ERO, les taux rétiniens d’enzymes antadantes diminuent également, ce qui
engendre un stress oxydatif. Une autre explicgimurrait étre une altération du flux sanguin
choroidien. Il est maintenant bien connu que lageme modifie les propriétés biochimiques
des molécules et des cellules du sang et augmesnteshjues d’accidents cardiovasculaires
(Yanbaevaet al.2007)

2.2.4.2.2. L’exposition a la lumiere

Les effets délétéeres de I'exposition lumineuserg lterme sur les photorécepteurs et 'EPR
ont été mentionnés dans de nombreuses étudesragpéalesn vitro etin vivo (Wiegand et

al. 1983; Kayatz et al. 1999; Demontiset al. 2002) Il semblerait que I'exposition a la
lumiére augmente les risques de progression ddiAD(Taylor et al. 1990; Cruickshanks

et al. 1993; Fletcheret al.2008) Cependant les études épidémiologiques corrélititAet
exposition a la lumiere sont difficiles a établiat donné la difficulté de mesurer la quantité

de lumiere recue par la rétine.

2.2.4.2.3. Les facteurs alimentaires

Depuis ces 50 dernieres années, notre alimentati@té bouleversée par de profondes
mutations économiques et sociales. La consommatialiments transformés, riches en
lipides, en sucres rapides a index glycémique éepauvres en fibres, a créé un désequilibre
important entre I'apport calorique et la dépensergétique aboutissant a 'augmentation du
nombre de personnes en surpoids ou obeses.

L'obésité est un des facteurs de risque principadidbéte. En effet, les personnes obéses ont
10 fois plus de risque de développer un diabetiaes 80% des cas, les personnes diabétiques
sont en surpoids voire obeses. Depuis quelquesanigfructose est fortement mis en cause
dans le développement de I'obésité. En effet, depoijours 'lhomme a consommeé du
fructose en petites quantités dans les fruits.fl@ependant, depuis 40 ans environ, dans les
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pays industrialisés, la plupart du saccharose aeét@lacé, par un édulcorant moins onéreux
et 1,6 fois plus sucré que le saccharose ou leoghucle sirop de mais a haute teneur en
fructose. Ainsi la consommation de fructose ess@asle 15 a 20 g par jour en 1970 a4 85 a
100 g par jour en 200Bascianoet al. 2005; Miller and Adeli 2008; Butt et al. 2011;
Moon et al.2012; Ramanet al.2012) Des données récentes suggéerent une associatien en
la consommation de fructose, I'obésité et le dalkt type AJohnsonet al. 2007; Bray
2008) Si le fructose est un isomere du glucose, somloésme est quelque peu différent.
Tout d’abord contrairement au glucose, le fructnsepeut pas étre stocke, en cas d’apport
important, il est donc directement métabolisé églyirérides via la voie de la lipogenese.
Ensuite, le fructose a la capacité de contouratage de régulation principale de la glycolyse
contrdlée par la phosphofructokinase (Figure 4Msih alors que le métabolisme du glucose
est régulé négativement par la phosphofructokinaseiuctose peut entrer de fagcon continue
dans la voie de la glycolyse et conduire a la sgpetion de cholestérol et de triglycérides
par le foie (hypertriglycéridémie associée en paligr aux VLDL) (Figure 40). De plus, tout
comme le glucose, le fructose contribue a la foionad’ERO et de PTG, et a I'activation de
PKC et de la voie des héxosamines (Figure 40). Bjea le fructose n‘augmente que
faiblement la synthese d’insuline, une expositibronique semble induire de facon indirecte
une résistance a l'insuline suivie d’une hyperimgrhie(Tran et al.2009)

En ce qui concerne la DMLA, I'existence d’un liemea I'hyperglycémie a récemment été
suggérgChiu and Taylor 2011) Cependant les risques les plus souvent décritsligs a la
consommation de lipides comme cholestérol et agdas trans, saturés et insaturés. En effet
plusieurs études épidémiologiques ont montré ursecaion entre la consommation de
lipides et la prévalence de la DML&ho et al. 2001; Seddonet al. 2001; Seddonet al.
2003; Age-Related Eye Disease Study Research Gro2@07; Delcourtet al.2007; Chong

et al.2009; Kishanet al.2011)
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2.2.5. Les traitements

Des programmes de santé publique et des recomnamglde bonnes pratiques cliniques ont
été élaborés dans de nombreux pays afin d'amél@mmise en charge des patients atteints de
rétinopathies liées a l'age. Cependant, seul unmera régulier peut permettre de

diagnostiquer précocement et de les traiter.

2.2.5.1. Les procédés physiques

Parmi les procédés physiques utilisés pour lintégrogression de la DMLA, on distingue la
photocoagulation et la thérapie photodynamiquepieamiere technique vise a cautériser les
néovaisseaux via un laser. Cependant I'effet seiomanajeur est la destruction de la rétine
sensorielle au niveau de la zone traitée. La secoechnique a pour objectif de traiter les
néovaisseaux sans endommager les tissus adjag#atsonsiste en l'injection intraveineuse
de vertéporfine (Visudyne®), produit photosensdaiiit, qui se fixe préférentiellement sur la
paroi des néovaisseaux, suivie d'une photo-illutmalaser. Cette technique ne posséde
gu’'une efficacité partielle, néanmoins, elle permetdiminuer le risque d’évolution vers la
cécité de l'ordre de 20%. La destruction des né®egiux n’'est souvent que temporaire et
justifie la répétition des procédures, parfois tesstrois mois, pendant les deux premiéres
années.

Dans le cas de la RD, la photocoagulation pansftite est le traitement le plus utilisé.
Contrairement a la photocoagulation effectuée tatrmitement de la DMLA, il s’agit ici de
réaliser une coagulation étendue de toute la r@@nghérique. Ainsi cette technique permet
la régression des néovaisseaux prérétiniens etémapillaires dans pres de 90% des cas. Le
traitement par laser est également indiqgué dandéloe maculaire s’il existe une baisse
d’acuité visuelle significative et prolongée. Dargscas, il consiste en une photocoagulation
en grille sur la surface de I',edeme et permet auxniun ralentissement de la baisse de
I'acuité visuelle.

La vitrectomie est indiquée dans les cas d’héma@ragra-vitréenne persistante et/ou de

décollement de rétine dans les cas de rétinopdiaieetique proliférante.

2.2.5.2. Les agents chimiques

Les agents chimiques sont essentiellement utiisés le cadre du traitement de la DMLA.
En effet, le traitement de la DMLA exsudative cahmkepuis quelques temps une avancée

considérable avec le développement des agent¥B@&F (Witmer et al. 2003; Shams and
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lanchulev 2006) Ces agents agissent par inhibition de la néolassation et réduction de la
perméabilité vasculaire. Les deux agents anti-VEHE&Fplus utilisés actuellement sont le
ranibizumab (Lucentis) et le bévacizumab (Avastin).

Le ranibizumab est un fragment d’anticorps huma¢dgéivé d’un anticorps murin) qui se lie
a tous les isoformes du VEGF. De par son efficadltéest, pour le moment, I'agent
thérapeutique le plus couramment utilisé dans deecdu traitement de la DMLA exsudative.
Les deux études de phase Il MARINA et ANCHOR ordntné une stabilisation de I'acuité
visuelle sur 24 mois chez environ 90% des patisatdfrant de DMLA exsudative. Trente
pour cent d’entre eux ont méme bénéficié d’'un g@nel (Brown et al.2006; Rosenfeldet

al. 2006; Brownet al.2011)

Le bévacizumab est un anticorps complet dérivé dgmen anticorps murin que le
ranibizumab. Enregistré dans le traitement des tusn@étastatiques coliques, pulmonaires et
du sein, il est largement utilisé en injectionganitréennes pour le traitement de la DMLA
exsudative. Il existe également le pegaptanibusndMacugen), aptamere sélectif contre le
VEGF 165, qui est néanmoins tres peu utilisé esoraide la supériorité d’efficacité du

Lucentis.

Malgré le succes de ces traitements leurs limiteg slairement la nécessité d’injection
répétée et le fait que les néovaisseaux ne régregas et soient inactives souvent de fagcon
temporaire. D’autres techniques d’administratiomuftes) et agents thérapeutiques sont
actuellement développés comme le VEGF trap (Regeheun récepteur de haute affinité
pour la VEGF-A, les siRNA anti-VEGF (Bévasiranibar@5 et SIRNA27)Schlingemann
and Witmer 2009), le PEDF ou encore les inhibiteurs de PDGF. Dedutadeurs du cycle
visuel (le fenrétinide et le rétinylamine) qui résknt [activité meétabolique des
photorécepteurs et 'accumulation d’A2E et de lyszine sont également a I'es@diaeda et

al. 2009; Mataet al.2012)

2.2.6. La prévention

Compte tenu de I'augmentation importante de I'apipar de nouveau cas de DMLA et RD
chaque année, il semble essentiel de trouver lgemsade deépister les stades précoces de ces
rétinopathies mais également de pouvoir prévenir Bpparition ou leur progression. La
prévention de la progression de la DMLA et de la Rihsiste également a agir sur les
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facteurs de risque dit réversibles comme l'arréttahac, un contréle du poids et un bon
équilibre alimentaire.

Nous ne développerons dans cette partie que lésufacde prévention impliqués dans la
DMLA car la prévention de la rétinopathie diabé&qronsiste essentiellement a équilibrer la
glycémie (injection insuline) et la tension artBeieLe but étant d'obtenir une hémoglobine
glyquée inférieure & 7%, suivant les recommandstide I'Agence Nationale pour le

Développement de I'Evaluation Médicale et une msirtérielle inférieure ou égale a 14/8.
Le rétablissement de la balance oméga-6/oméga-3

Les acides gras sont des molécules essentielles el cellulaire puisqu’ils sont des
constituants majeurs des triglycérides, des phdgthes membranaires et des esters de
cholestérol. Les acides gras polyinsaturés a lorgnane (AGPI-LC), et notamment les
AGPI-LC oméga-3 ¢3) influencent la fluidité membranaire et particip@ la régulation de
nombreux processus physiologiques (rétine, systeardiovasculaire, cérébral, hormonal et
inflammatoire)(SanGiovanni and Chew 2005; Uauy and Dangour 20Q6)

La rétine est trés riche en AGPI-LC. En effet, ileoliche lipidique des segments externes des
photorécepteurs est constituée a 50% d’AGPI-LC #d®mHA qui représente environ 50%
des phospholipides des batonnets. Le DHA joue Um fandamental dans les propriétés
physico-chimiques des membranes discales des segmédarnes des photoréceptei8tone

et al. 1979; Uauyet al.2001) De plus, avec le renouvellement continu des satgrexternes
des photorécepteurs, un apport important en DHAé&stssaire au maintien de l'intégrité de

leurs membranes.

L’Homme est capable de synthétiser I'ensemble diefes gras dont il a besoin, a I'exception
de l'acide linoléique (LA), précurseur des acidaasgoméga-6 «{6), et de l'acidea-

linolénique (ALA), précurseur des acides gusd (Figure 41). En effet, contrairement aux
végeétaux, 'lHomme ne posséde pas de delta-12 etédaturase. Ainsi, le ALA et le LA sont

dits « indispensables » et sont exclusivement agp@ar I'alimentation.
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Figure 41 : Structure de quelques des acides gras des séréebret oméga-3.
Les acides gras oméga-3 et oméga-6 sont définlagaosition de la premiére insaturation par rappor
I'extrémité méthyle terminale.

A partir de ces deux précurseurs, une série deéiodacenzymatiques, faisant intervenir des
désaturases et des élongases, aboutit a la formdtAGPI-LC. La conversion de ces
précurseurs en AGPI-LC passe par les mémes enzfgese 42). Ainsi, I'exces de I'un des
deux précurseurs favorise la formation d’acide giassa propre série. Ainsi, de par la
compétition qui existe pour les enzymes de coneersiexces dv6 nuit a I'exploitation
optimale desw3 par l'organisme. De plus, méme si 'Homme dispdes enzymes
nécessaires, il semble que le taux de conversardas précurseurs en AGPI-LC de bout de
chaine de biosynthese soit relativement faible pt& au cours du développement et chez la
femme enceinte). En effet, il a été montré cheoitthe, que moins de 5% de I'acide alpha-

linolénique est faiblement converti en DHBrenna 2002)
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Acide oléique (C18:109)
(acide octadécénoique)

l Delta-12 désaturase

Acide linoléique (C18:206) Delta-15 désaturase  pgide a-linolénique (C18:303)

(Acide octodécadiénoique) (Acide octadécatriénoique) Végétaux
LA ALA
l Delta-6 désaturase l Animaux
Acide y-linolénique (C18:3w6) Acide stéaridonique (C18:4»n3)
(Acide octadécatriénoique) (Acide octodécatétraénoique)
Elongase
Acide homo-y-linolénique (C20:3w6) Acide eicosatétraénoique (C20:40»3)
(Acide eicosatriénoique) ETA
GLA
l Delta-5 désaturase l
Acide arachidonique (C20:4»6) Acide eicosapentaénoique (C20:51»3)
(Acide eicosatétraénoique) EPA
l Elongase l
Acide adrénique (C22:406) Acide docosapentaénoique (C22:51»3)
(Acide docosatétraénoique) DPA 3
Acide tétracosatétraénoique (C24.4w6) Acide tétracosatétraénoique (C24:5»3)
l Delta-6 désaturase l
Acide tétracosapentaénoique (C24:5x6) Acide tétracosahexaénoique (C24:6»3)
Acide docosapentaénoique (C22:506) Acide docosahexaénoique (C22:6w3)
DPA ©6 DHA

Figure 42 :Biosynthése des AGPI-LC de la série des omégasfépa-3.

De ce fait I'apport en AGPI-LC par I'alimentation elus de I'apport des précurseurs ALA et
LA s’avere essentiel au maintien des fonctions ghygiques. Ainsi, depuis quelques années,
les lipides et plus particulierement les acidessgfant I'objet de recommandations
nutritionnelles par I'Agence Francaise de SéciBuaaitaire des Aliments (AFSSA). Depuis
2010 'AFSSA recommande un apport lipidique joulgrateprésentant 35 a 40% de l'apport
énergéetiqud ANSES 2011) Pour le LA I'apport nutritionnel conseillé (ANChez un adulte
consommant 2000 kcal/jour a été fixé a 4% de I'eppoergétique contre 1% pour 'ALA.
Enfin pour le DHA et le EPA, 'ANC a été fixé a 25y par jour chacun (Tableau 3).
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Cependant, en France, la consommation en lipidesopisées par 'AFSSA est dépassée par
43% des adultes et 34% des enfants. De plus, amesgjue le rapporw6/m3 dans

I'alimentation occidentale est de 10/1 a 30/1,i&aqd'il devrait idéalement se situer a 5/1.

BESOIN PREVENTION DU RISQUE
PHYSIO- | Syndome . Cancers:| Pathologies | Aules ANC 2010
LOGIQUE || métaboligue-|  Pathologies i neu?g pathologies
MINIMAL® %&éﬁf cardiovasculaires | cqon- | psychiatriques| DMLA™™
[ Lipides totaw® | 3P 30-40 | 35-40° [ 3540 | 35-40° ] <40 35-40F 1
= —
2 ncgfé';‘“ﬁ_’gm 2 > 5 > P <4 4
g A e "g"r'f:q"’e 0,8 0,8° 1" 0.8° 0,6 0.8° 1"
8 Acide
= docosahex adnoigue 250 mg 250 mg
< DHA'f::e‘s Lz 500 mg 806760 g soomg |=200300mg}  500mg
eicosapentaénoique 250mg
EPA,C20:5n-3 -
& - g
2 Acide laurique
@ (C12:0) + Acide
& myristique (C14:0) + - - <g" _ - - <8
] Acide palmitique
2 (C16:0)
= _
Acides Gras Saturés K = o ; . i
S totaux = = =12 s12 =12
= A ran 20" - - - 15-20
Autres AG non .
indispensables”™

Tableau 3 : ANC en acides gras pour un adulte consommant 26810 k
* correspond pour les AG & un apport nécessairer gmiter tout syndrome de déficit alimentaire en A@lispensables. Ces
recommandations assurent un bon fonctionnementedseimble de I‘'organisme et notamment le dévelogperet le fonctionnement
cérébral
** parmi les cancers étudiés, seules les étudasives aux cancers du sein et du célon permettétatidir des recommandations.
*** parmi les maladies étudiées, seules les étudkesives a la DMLA permettent d‘établir des recoamuiations
«-» absence de données bibliographiques permettagtinclure
a Les valeurs ne s‘appliquent que pour un appentgétique proche de 2000 kcal et une balance érgrgé&quilibrée
b Un besoin minimum de 30 % parait souhaitable psaurer I'‘apport minimum en AGPI indispensables plis, il n'y a aucun bénéfice a
descendre en deca de 30 %
¢ Pour des apports de moins de 35 %, il n'y a paséméfice établi pour la santé cardiovasculaire
d Les valeurs proposées pour la prévention desessge maladies cardiovasculaires et de syndrorteboigue peuvent s‘appliquer en
I'absence de données spécifiques étant donnéessibiité d‘un lien pathogénique
e En 'absence de données spécifiques, le besgsiopfgique s'applique
f Sur la base d'études d‘observation qui montrerg des apports excessifs en acide linoléique, supgra 2,5 % ou a 5,5 %, selon les
études, sont associés a une disparition de I'effieéfique des AGPI n-3 LC. La valeur de 4 % a ddagrudemment choisie
g La valeur de I'ANC tient compte du fait qu‘un t@@n nombre de données suggére une limite maxidiapport en acide linoléique
h Cette donnée est déduite d‘études épidémiologidiabservation et non d‘études d'‘intervention felles
i Besoins en EPA+DHA pouvant atteindre 750 mg pesiisujets a haut risque cardiovasculaire (préverscondaire)
j Les données regroupant souvent les effets EPAIA,Da valeur de 250 mg est donc obtenue par saetgin
k Absences de données cliniques cohérentes
| Données restreintes au cancer du sein
m Sur la base de la conjonction d‘études épidémigles et de données cliniques suggérant une atate d'apport
n « Autres AG non indispensables » représentenénsemble d‘AG consommés en faible quantité powulels il n'y a pas d‘ANC
définissable actuellement. Ces AG qui représergrmiron 2 % de I'AE comprennent notamment des AGM:1 n-7, 18:1 n-7 ; 22:1 n-
9...), des AGPI (18:3 n-6, 20:3 n-6, 20:4 n-6 ; 18:3, 20:4 n-3, 22:5 n-3...) et des Afanset conjugués (18:2 nt7 18:2 n-79¢,11). En
ce qui concerne les Atgans il est rappelé que leur niveau d‘apport maxinsallienité & 2 % (Afssa, 2005).

D’aprés(ANSES 2011)

On peut supposer que le rétablissement de la maklimentaire entre6/0v3 puisse avoir des
effets sur développement et/ou de la progressida BMLA. En effet, de nombreuses études
ont rapporté que le développement et la progresseoita DMLA vers ses formes les plus
avancees sont réduits chez les patients dont imeéglimentaire est riche en acides gnds

et particulierement en poiss@¢@hua et al. 2006; Seddoret al. 2006; Delcourtet al. 2007;
Augood et al.2008; Chonget al.2009; Sangiovanniet al.2009; Tanet al.2009; Swenoret
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al. 2010; Christenet al. 2011) De plus certaines de ces études tendent a prouseecette
réduction est potentialisée par une faible consotoma’acides gra®6, notamment en acide
linoléique (Seddon et al. 2001; Seddonet al. 2003; Age-Related Eye Disease Study
Research Group 2007; Chonget al. 2008; Tan et al. 2009; Sin et al. 2012). L’étude
épidémiologique Age-Related Eye Disease Study RelsdAREDS) regroupant 349 patient
atteint de DMLA exsudative et 504 patients sans BMba cherché a évaluer, par
qguestionnaire semi-quantitatif, le risque entrectensommation moyenne @b, d'w3, de
cholestérol, d’acide arachidonique, d’acides gramoeinsaturés et saturés, et la DMLA.
L’étude a révélé que la consommation d’'acides gidconfére un risque plus faible de la
DMLA exsudative et que cette protection est enpiue importante chez les personnes ayant
une faible consommation de LA. Les mécanismes deuaoprotection induite par les AGPI-
LC »3 sont encore peu décrits cependant ils peuverplgi@és par leur fonction. En effet,
sous l'action d’enzymes telles que la lipoxygéndaecyclooxygénase ou le cytochrome
P450, certains AGPI-LC sont convertis en métal®lgecondaires regroupés sous le nom
d’eicosanoides (prostaglandines, prostacyclinespnthoxanes, leucotrienes, lipoxines,
résolvines, protacyclines, acides hydroxyeicosad@miques et €époxyeicosatriénoigues)
lorsqu’ils sont issus d’AGPI-LC a vingt carbonesdetcosanoides (protectines, resolvines,
maresines) lorsqu’ils sont issus du DHA. Les einogdes et les docosanoides issus des
AGPI-LC o3 sont plutét anti-inflammatoires, anti-apoptotiguandis que les eicosanoides
issus des AGPI-LCw6 sont d’avantage pro-inflammatoires, pro-apoptesy et pro-

angiogéniquegSanGiovanni and Chew 2005; Schmitz and Ecker 2008)
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Figure 43 : Médiateurs pro- et anti-inflammatoire issu deslasigras membranaires.
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Une équipe américaine a montré que la neuroprote@il (NPD1), un métabolite du DHA,
aurait des effets anti-apoptotiques et anti-inflatomesin vitro (Bazan 2006; Bazan 2008;
Halapin and Bazan 2010)et in vivo(Qin et al. 2008; Sheetst al. 2010) Cette équipe a
proposeé plusieurs étapes aboutissant a la formddda NPD1 et a son effet neuroprotecteur.
Le DHA contenu dans les phospholipides membranalesscellules de 'EPR et dans les
photorécepteurs serait dans un premier temps litbéséphospholipides par la phospholipase
A2 puis catabolisé en NPD1 par la 15-lipoxygénaseNPD1 ainsi formée serait redistribuée
a la rétine neurale dans laquelle elle inhibetaxpression de genes codants pour des facteurs
pro-inflammatoires tels que COX-2, IIB1CEX-1 et B94, et des facteurs pro-apoptotiques
tels que BAX, BAD, BID, BIK et la caspase-3. Dans méme temps elle activerait la
synthése de protéines anti-apoptotiques telle8@le2, BCL-XL, BFL-1/A1 (Bazan 2006)

La lutéine et la zéaxanthine

Parmi les 600 caroténoides connus, seuls 34 caid&set 8 formes dérivées sont retrouves
dans le sérum, dont les plus fréquentes sont pBme, lg3-carotene, B-carotéene, la lutéine

et la zéaxanthine. Parmi eux, seules la lutéi@ staxanthine se retrouvent dans la rétine, se
concentrant au niveau de la macula. La Iutéine peésente dans I'aire maculaire en
concentration 500 fois plus importante que dansdatre tissu de I'organisme. Au niveau de
la fovéa, la concentration en zéaxanthine est laebldo de la Iutéine. Le rapport
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zéaxanthine/lutéine décroit puis s'inverse progvessent lorsqu’on s’éloigne de la fovéa. Le
pic d’absorption des pigments maculaires est satutéur de 460 nm, ce qui correspond au
spectre d’émission de la lumiére bleue. Ces madécalrétent environ 40% de la lumiere
bleue avant que celle-ci n’atteigne les photoréaegt L'alimentation est la seule source en
lutéine et zéaxanthine. On les retrouve principal@ndans le jaune d’ceuf, les fruits et les
végétaux tels que les épinards, les brocolis, lés ma bien les kiwis. Plusieurs études ont
rapporté un role protecteur de la lutéine et laxagthine sur la DMLA. Dans I'étude de
'AREDS, le risque de développer une DMLA est irs@mment proportionnel aux apports
alimentaires en lutéine et zéaxanth{dge-Related Eye Disease Study Research Group
2007) De la méme facon I'étude POLA a montré une assiodi positive entre les taux de
zéaxanthine plasmatique et une diminution du risqaemaculopathie liee a I'age. En
revanche elle montre également une corrélatiortipegntre le risque de maculopathie liee a
I'age et les taux plasmatiques de lutéine seulassociée a la zéaxanthi(@elcourt et al.
2006) Une étude plus récente a montré une diminutiorisdgie de développer une DMLA
(Flood et al.2002) En revanche d’autres études n’ont pas mis eregeild’association entre
caroténoides et DMLASIn et al. 2012) Plus recemment, une méta-analyse a tenté d’évalue
le lien entre la consommation de caroténoides Bsdgie de DMLA. Les résultats suggéerent
que la lutéine et la zéaxanthine apportées pamidtation ne sont pas significativement
associées a un risque réduit de DMLA au stade pegcen revanche une augmentation de
leur apport par supplémentation semble avoir uet gifotecteur contre la DMLAMa et al.
2012)

Antioxydants et zinc

Comme nous l'avons développé dans 2.X1.2.2. Les systémes antioxydants », les ERO
peuvent étre neutralisés par des enzymes ou meteanitioxydants. Il semble que le stress
oxydatif tient une place importante dans I'appantiet la progression de la DMLA de par
I'exposition continuelle de la rétine a la lumiese sa teneur importante en acides gras
polyinsaturés. Il apparait alors plausible quep@a alimentaire en antioxydants puisse avoir
un impact sur la pathologie. Récemment I'étude &dtm a mis en évidence une association
entre la consommation de ces molécules antioxydaettéa réduction du risque de DMLA
précoce chez des patients généetiquement a rigtuest al. 2011) Aussi, I'étude AREDS a
montré une association significative entre 'appbun mélange alimentaire d’antioxydants
(vitamine E et bétacarotene) et de zinc, et lamitidon du risque de DMLA exsudatiyage-
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Related Eye Disease Study Research Group 2001 risque a 5 ans d’évoluer vers une
DMLA exsudative est diminué de 25% dans les groupes patients prenant une
supplémentation en antioxydants et en zinc. Ennawadans le rapport n°22 de 'AREDS, il
n'est pas montré d’association significative av&utles antioxydants étudiés (vitamine A,
rétinol, B carotenep carotenef cryptoxanthine, lycopéne, vitamine & tocophérol) ; et la

consommation seule d’antioxydants n’est pas assaciéne diminution du risque de DMLA

(Age-Related Eye Disease Study Research Group 2007)

3. Les modeles animaux associés au vieillissemenaex rétinopathies liées a I'age

Il nest pas évident de développer des modeles aningui puissent mimer la totalité de la
pathogénese de la DMLA notamment parce que la mégiaculaire présente chez 'Homme
et le primate n’existe pas chez les rongeurs. Malgut, les modéles de souris sauvages et

transgéniques restent les plus couramment utilisés.

3.1. L’'exposition des animaux aux facteurs de risquenvironnementaux

De nombreuses étudiesvivo associent des facteurs environnementaux et/oitiontrels a la
DMLA. La plupart des études expérimentent les sftbt facteurs connus pour étre a risque
comme des régimes plus ou moins riches en lipidesuare, I'exposition a la lumiére bleue
ou a la fumée de cigarette.

En effet, il a été montré que des souris et daadagpumis a un régime alimentaire riche en
cholestérol présentent des dép6éts lipidiques aganinde la membrane de Bru@ithmar et

al. 2001; Dasariet al.2011) D’autres études montrent que I'exposition de isocom de rats a

la lumiére bleue (a une longueur d’onde de 488 mdyit des altérations de la rétine
semblables a ce qu’'on observe dans la DMLA chearfithe(Marc et al. 2008; Rutar et al.
2010) En 2006, Espinosa-Heidmaeh al ont montré que I'exposition de souris a la fumée
de cigarette associé a un régime riche en lipidaiirune augmentation des dépots laminaires
au niveau de la membrane de BriiElspinosa-Heidmannet al. 2006) En 2008, Fujihara et
al. ont montré que I'exposition de souris a la fendé cigarette 5 fois par semaine durant 6
mois induit la formation de 8-oxo-7,8-dihydro-2,8sthbxyguanosine, un dérivé oxydé de la
désoxyguanosingFujihara et al. 2008) D’autres études associent plusieurs facteurs. En
2002, Cousingt al. ont montré une augmentation des dépots sous I'E&iRR des souris
C57BL/6 exposées a un régime hyperlipidique assaaide exposition a la lumiére bleue
plutbt que soumise un régime hyperlipidique g€dusinset al. 2002) Ainsi, il semblerait
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que certains facteurs induisent des altérationsie@énes semblables a ce qu’'on observe au

cours du vieillissement et chez des patients astei@e DMLA.

3.2. Les souris génétiquement modifieées

La majorité des modeles murins génétiqguement nésdgiont invalidés pour un des génes
déja connus pour avoir un role dans la pathogeie$z DMLA (Rakoczy et al. 2006)

Ainsi les souris vieillissantes invalidées pourdesne<fh, Ccl2, Ccr2, Cx1cr3 SodletSod2
présentent une multitude d’anomalies observées thiEmnme au cours de la DMLA
atrophique. En effet, ces souris présentent demalies biochimiques et structurales de la
membrane de Bruch (épaississement, accumulationsdélépbts similaires a des druses),
parfois une désorganisation des segments exteegeplibtorécepteurs (désorganisés entre
eux et mal alignés avec les cellules de 'EPR) et drganites dans I'EPR (perte de la
polarisation basolatérale), une diminution de lacfmn visuelle, une dégénérescence des
photorécepteurs et dans certains cas, une néogesatibn (pour les souris CFHSOD")
(Ambati et al. 2003; Coffeyet al. 2007; Combadiereet al. 2007) Cependant, d'autres
souris géenétiqguement modifiees présentent cestéasdijues. En 2000, une étude a montré
que les souris invalidées pour le géne ApoE (ApoEléveloppent un phénotype
hypercholesterolémique et présentent, au bout é&ges mois, une accumulation de dép6t
au niveau de la membrane de BriElithmar et al. 2000) Plus récemment, il a été montré
que des souris exprimant I'un des trois allelegélue ApoE (Apo-E2, Apo-E3 ou Apo-E4) et
soumises a un régime hypercholesterolémique pi@sent selon l'allele exprimé, des
anomalies plus ou moins importantes habituellenobservées chez des patients atteints de
DMLA atrophique(Malek et al.2005) De plus, environ 20% des animaux ont dévelopgé un

néovascularisation rétinienne.

3.3. La souris ApoBgo, LDLR ” : modéle animal vieillissement de I'ceil Humain

Cette souris est invalidée pour le gene LdIr etriexg@ exclusivement I'apolipoprotéine B100
humaine.
3.3.1. La construction du modéle Apolyo,LDLR

Ce modele murin a été créé en 1928 le croisement d’'une souris invalidée pour leege
LdIr (LdIr”) avec une souris exprimant exclusivement une gas tbrme de I'apoprotéine b
(ApoBigg) (Powell-Braxton et al. 1998)
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En 1996, Young et son équipe ont créé une sows@énique exprimant uniquement une
forme du gené\pob (Farese et al. 1996)Chez 'Homme et la souris, il existe deux formes
d’apolipoprotéine B : [I'apolipoprotéine B100 (APOBY) et [I'apolipoprotéine B48
(APOB48) ayant 48 % I'homologie avec I'APOB100. Gédsux protéines sont issues du
méme gene cependant dans un cas le géne complearestrit en ARNm et aboutie a la
formation de la protéine APOB100 ; et dans l'autes I'épissage alternatif engendre la
formation d’'un codon «stop » et conduit a la foiiora de la forme APOB48. Ces
apolipoprotéines B ont un rbéle important dans lgaié@isme des lipoprotéines. En effet,
chez 'homme, I'APOB48, exprimée par les entérogytparticipe a la formation des
chylomicrons tandis que 'APOB100, exprimée pafoie, participe a la synthese des VLDL.
Ainsi 'APOBB48 est présente a la surface des amydoons tandis que 'APOB100 est
exprimée a la surface des VLDL, IDL et LDL. En plds son role dans le maintien de la
structure des lipoprotéines, 'APOB100 lie le LDL(Row Density Lipoprotein Receptor)
permettant la capture des LDL par les tissus coatreent a TAPOB48 qui ne possede pas les
domaines de liaisons (situés en C-terminal de I'BR@D). Chez la souris les deux formes
d’Apob sont exprimées dans le foie.

Les souris transgéniques Apob100 ont été crééefapachnique classique de transgénése
ciblée c’est a dire par recombinaison homologuebliteétant de créer une souris qui exprime
seulement la forme 100 du géApoh la premiere étape vise a créer un plasmide comtenta
une partie du gén@&pob (ici I'exon 26) dans laguelle une base est mutéetranscription de
’ADN muté en ARNm aboutira a I'apparition d’'un amul« non-stop »et donc a la formation
de la forme Apobl00. Le plasmide contient égalentEntx genes possédant leur propre
promoteur, la néomycine phosphotransférase quiécénine résistance aux antibiotiques tels
que la néomycine et la généticine (G418) ; et {anilline kinase du virus de I'herpés qui
confere une sensibilité au Gancyclovir.

Le plasmide construit est alors intégré par électration dans des cellules souches
embryonnaires (CSE) de la lignée AB1 (issue detddgtes de souris agouties 129S7)
(Figure 44). Les CSE dans lesquelles le transgeseiatégré au génome sont sélectionnées
par ajout, dans le milieu de culture, de néomyahe&e gancyclovir. Apres deux ou trois
semaines, si le transgéne s’est intégré correcteanregénome alors les CSE sont résistantes
aux antibiotiques. Elles sont alors injectées dhassblastocytes de souris C57BL/6 (noires) et
ces derniers sont implantés l'utérus d’'une femsfleudo-gestante (Figure 44). Les souris

chiméres obtenues sont ensuite croisées avec deis ££67BL/6 (souris noires). Si les
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cellules souches ont contribué au développemettd tignée germinale des souris chimeres
alors les petits sont agoutis. Le génotype dessest déterminé par southern blot. Enfin les
souris hétérozygotes, contentant un alléle muté [gogéne apob100 sont croisée entre elles
pour obtenir des souris homozygotes exprimant skament la forme Apob100.

Les souris exprimant exclusivement ’Apob100 présendes modifications importantes du
métabolisme des lipoprotéineEn effet, contrairement aux souris sauvages, legisso
Apob100 présentent une forte concentration plagmatde LDL riches en cholestérol. Elles
présentent des taux de cholestérol et de triglgesriplasmatiques significativement plus
élevés que chez les souris sauvages. Elles préaség@ement des Iésions athérosclérotiques
plus importantes que chez des souris sauvagesilelleg sont soumises a un régime riche en
lipides (Purcell-Huynh et al. 1995)

La souris invalidée pour le geralr fut créée en 1993 par I'équipe de Joachim Herz
(Ishibashi et al. 1993) Comme pour la souris ApoB100, l'insertion du eectest contrblée
par recombinaison homologue. Le but de ces tragtaix d’étudier le réle de LDLR dans le
métabolisme des lipides. Chez 'Homme, le réceptaux LDL est une glycoprotéine
ubiquitaire transmembranaire, calcium dépendamuigant I'endocytose des LDL via la
liaison de LDLR a ’APOB100 ou & I'APOE. La vésieutontenant les LDL fusionne avec les
pré-lysosomes menant a la dégradation du LDL et @ola libération des acides gras et du
cholestérol dans la cellule. Cet apport entraine diainution de [lactivité¢ de
I'nydroxyméthylglutaryl-Coenzyme A synthase et i&dse, enzymes clés de la biosynthése
du cholestérol, et active l'acyl coenzyme A-ch@edtacyltransferase qui estérifie le
cholestérol en vu de son stockage. Dans le mémpstdim synthese de LDLR diminue afin
d’éviter 'accumulation de cholestérol. Les sounigalidées pour le gene LdIr présentent une
augmentation du taux de LDL et IDL plasmatique. @e&sultats montrent que la voie du
LDLR est donc a la fois un mécanisme d’apport etédgilation du cholestérol au sein de la

cellule.
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Figure 44 : Construction des souris transgéniques ApoB100 ¢R'D

3.3.2. Caractéristiques du modéle ApoRo,LDLR

Récemment, notre équipe a identifié des altératides la rétine chez les souris
ApoB1oo,LDLR” vieillissantes. Ces souris présentent des acctionga d’esters de

cholestérol au niveau de la rétine (Figure 45), perte de la fonction visuelle (Figure 46) et
des points autofluorescents au fond d’'ceil (Figufg ek qui fait de cette souris un modele

particulierement pertinent pour I'étude du viegksnent de I'ceil humai(Bretillon et al.

2008)
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Figure 45 : Esters de cholestérol sur coupe d'ceil de sourigasms et ApoR,LDLR” agées de 14 mois.
Le cholestérol libre est détecté chez les soutisages (e) et Apo, LDLR™ (g).
Les esters de cholestérol sont détectés sur les sauvages (f), souris apeg LDLR™ témoins (h).
D’apres(Bretillon et al.2008)
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Figure 46 : ERG sur des sauvages et ApgR.DLR™ agées de 14 mois.
En gris est représenté le tracé ERG des sourisgasvandis que le tracé rouge représente l'iiieida
variation & 90% donné par les deux quantiles 2088t et 95% chez les souris Apg&.DLR™.
D’aprés(Bretillon et al.2008)
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Figure 47 : Autofluorescence au fond d'ceil et vascularisatieriadrétine chez les souris ApeBLDLR™ agées
de 14 mois.
sauvages (c). Les cellules périvasculaires autstmntes (d) et la structure vasculaire a 514 het @prés
injection de fluorescéine a 488 nm (f) ont été wsees chez les souris ApeBLDLR™ de 14 mois.
D’apres(Bretillon et al.2008)
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Objectifs de la thése

Comme nous l'avons décrit précédemment le viedhissnt est un processus physiologique
qui peut conduire au développement de pathologtes tices a I'age. Dans ces travaux de
thése, nous nous sommes intéressés a deux pad®lages a I'age qui sont les premieres
causes de cécité dans les pays industrialisédMIzA et la RD. Au cours de ces pathologies
sont décrits des phénoménes communs comme le stgdatif ou la formation de PTG.
Bien que de nombreuses études épidémiologiquet &adnli un lien entre ces pathologies et
des facteurs nutritionnels et environnementaux,die concret de ces facteurs sur le
développement de ces rétinopathies reste encae thes.

Dans ce contexte nous avons cherché a évaluer ddtmpe facteurs nutritionnels et
environnementaux sur le vieillissement rétiniedadsouris. Nous avons choisi d’exposer des
souris sauvages et des souris ApgBDLR” & des conditions induisant des modifications
biochimiques déja décrit au cours du vieillissemeintians les rétinopathies liées a I'age a
savoir la formation d’'ERO et/ou de PTG. Par lesstivexpériences effectuées, nous avons
évalué I'impact de ces facteurs d’'une part suriédligsement rétinien de fagcon générale et
d’autre part sur le vieillissement rétinien de dairgs ApoB_oo,LDLR"'. En effet, comme nous
I'avons évoqué précédemment, la souris ApgBDLR”", modéle de vieillissement de I'ceil
humain, se situé a la charniere entre le vieillre=m@t rétinien physiologique et la rétinopathie
Ce modele est par conséquent pertinent pour défirgs altérations biochimiques induites

par ces facteurs peuvent provoquer un état ddisseiment pathologique.

Dans une premiere expérience, nous avons testéfflts d’'une exposition chronique a la
lumiére (source d’ERO) et d’'une injection quotidierde D-galactose (source de PTG) sur le
vieillissement de souris sauvages et de souris ApdB®LR™. Dans une seconde expérience
nous avons testé les effets d’'un régime diabétggéaerce d’'ERO, de PTG et d'une
dyslipidémie, sur le vieillissement rétinien de s®wauvages et de souris ApeLDLR™".
Enfin dans une troisieme expérience, nous avongdabtes facteurs nutritionnels et
particulierement les acides gras3 alimentaires dans une approche préventive du

vieillissement rétinien.
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Deuxieme patrtie :

Evaluation de I'impact de facteurs
endogenes et/ou environnementaux sur le
vieillissement rétinien chez la souris

ApoBioo LDLR ™
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Problématique

Le vieillissement physiologique de la rétine seactérise par une accumulation de cholestérol
et d’esters de cholestérol au niveau de la memiaan®ruch. Ces dépots s’amplifient avec
I'age et chez les patients atteints de DM{Qurcio et al.2001) Un facteur environnemental
comme I'exposition a la lumiére, et/ou un facteutriionnel comme un déséquilibre de la
balance acides gra®6/w3 ou un régime hypercholestérolémique sont suspeétee
impliqués dans le développement et/ou la prograsd® la DMLA (Taylor et al. 1990;
Cruickshanks et al. 1993; Seddoret al. 2003; Age-Related Eye Disease Study Research
Group 2007; Delcourtet al.2007; Chiu and Taylor 2011; Kishanet al.2011)

De nombreuses étudesvivo ont montré que le D-galactose, source de protkritsinaux de
glycation (PTG), pouvait induire des altérationslaeétine neurale et de la membrane de
Bruch semblables a ce qu’on observe au cours dlissement et dans la DMLASonget al.
1999; Hoet al.2003; Idaet al.2004) De plus, il est également bien établvivo etin vitro

que la lumiére, source d’especes réactives dedemg (ERO), peut engendrer des dommages
cellulaires et aboutir a la dégénérescence desopfuapteurs(Wiegand et al. 1983;
Rozanowska et al. 1995; Demontiset al. 2002; Sparrow et al. 2002; Rodriguez and
Fliesler 2009; Wielguset al.2010)

Dans ce contexte nous avons cherché a savoir deslie qnesure des facteurs endogénes et
exogenes générant des ERO et des PTG sont suseepligh:

1) participer au vieillissement de la rétine,

2) provoquer le basculement d’'un vieillissemeniniéh physiologique vers un phénotype
proche d’une rétinopathie, assimilable a un étatDdéLA, dans un contexte génétique

promoteur du vieillissement de la rétine (Apgf.DLR™)..

Pour répondre & ces questions, des souris saugages souris ApoR,LDLR™ agées de 9
mois ont recu une injection quotidienne de D-galset (source de PTG) et/ou ont été
exposees a la lumiere (source d’ERO) durant 2 noedfet de ces facteurs a ensuite été
évalué sur la fonction rétinienne, sur I'aspectfdnd d'ceil et du réseau vasculaire, sur
I'organisation cellulaire et I'épaisseur de la métiet sur I'expression des genégsgf Kdr et
FItl dans la rétine neurale et le complexe EPR-choi@&@B&-Ch).

Les résultats de ces travaux ont été soumis dgasrieal « Investigative & Ophthalmology

Visual Science ».
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Purpose: Advanced-glycation endproducts (AGEs) and light exposure are aging
factors of the retina, and possibly age-related macular degeneration. The
ApoB1oo,LDLR” mouse is a model of aging of the human retina, and therefore
suitable to characterize the events associated with retinal aging and retinopathies.
We ought to evaluate the consequences of AGEs and light exposure on the
phenotypic features associated with retinal aging in this mouse strain by comparison
with control mouse.

Methods: Nine-month-old male control and ApoBig,LDLR”™ mice were either
injected daily with saline, exposed to bright light (5500 lux) 3 times a week or injected
daily with D-galactose + exposed to light for 8 weeks. Mice were submitted to
scotopic single flash and Flicker electroretinography. Mice were examined by
scanning laser ophthalmoscope for autofluorescence and angiography. Gene
expression of VEGF and VEGF-receptors was quantified by RT-gPCR in retinas and
RPE-choroid complexes. Sub-retinal deposits were characterized by labelling for
esterified cholesterol, and immunolabelling for CD68, a marker for
macrophages/microglia.

Results: AGEs and light exposure increased fundus autofluorescence, which was
characterized as esterified cholesterol-rich CD68-positive cells, in both mouse
strains. Both conditions of light exposure only and light exposure + D-galactose
injections reduced rod sensitivity by 0.3-log units, and diminished b-wave amplitude
of the electroretinogram. Neither retinal vasculature nor gene expression of VEGF
and VEGF-receptors were modified by the experimental conditions.

Conclusion: Loss of rod sensitivity and macrophage infiltration/microglial activation
in the retina are primary events in the aging process similarly in control and

ApoBi1oo,LDLR™ mice, while vasculature remained unchanged.
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In eye, aging is characterized by structural and biochemical alterations in Bruch's

3 and can lead to the

membrane (BrM) and retinal pigment epithelium (RPE)"
development of Age-related Macular Degeneration (AMD), the most common cause
of visual impairment in western countries. The mechanisms involved in these
alterations are still unclear, but may likely result from, at least in part, the combined
effects of Reactive Oxygen Species (ROS) and Advanced Glycation Endproducts
(AGEs) which accumulate with age. Experimental studies have shown that chronic
administration of a low dose of D-galactose (D-Gal) forms AGEs and induces
changes that resemble aging*’ and neurodegeneration in animals®, and senescence
in neuronal cell cultures.® In the eye, despite D-Gal induced structural changes of
RPE-Bruch's membrane-choriocapillaris complex that are related to aging, it was not
sufficient to promote AMD."® Other experimental studies have reported the effects of
light exposure on the production of ROS and subsequent cell damages in the
retina."’"* In human, despite the difficulty to quantify the amount of light that reaches
the retina, epidemiological studies have reported that light exposure increases the
risk of AMD progression.""® Light exposure was associated with the recruitment of
monocytes/macrophages and activation of microglia in the retina."”2" In some'"?® but

not all®’

studies, subretinal accumulation of monocyte/microglia was associated with
photoreceptor degeneration. Meanwhile, there is ample evidence that
microglia/macrophages are activated and accumulate subretinally in AMD.**%
Cx3cr1 is a chemokine receptor that is expressed exclusively in retinal microglial
cells.* Cx3cr1 knock-out mice exhibit subretinal accumulation of microglial
cells/macrophages that triggers drusen-like deposits.** Similar pictures have been

observed in ccl2 knock-out animals.>**® Ccl2 (CC-cytokine ligand 2), also known as

monocyte chemoattractant protein 1 (MCP1), is expressed at low levels in the retina
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and RPE of young adult animals, but increases with age and oxidative stress.”* CCL2
was also found to be increased in exudative AMD eyes.?” The exact role of CCL2
and its receptor CCR2 in the resolution of microglia/macrophage activation in AMD,
and its neovascular complication has not been fully resolved.? Thereby, these
finding point out the difficulty and highlight the need for a better understanding of the
duality of microglia/macrophages in promoting the tissue repair but also in amplifying
inflammation and neuronal loss.?®

We previously showed that the ApoB100,LDLR™ mouse is a murine model of aging of
the human retina. Indeed these mice present the features of aging of the human
retina, such as loss of rod and cone sensitivity, deposition of esterified cholesterol
(EC) in Bruch's membrane (BrM) and fundus autofluorescence.?® Despite these
alterations, the ApoBioo,LDLR” mouse did not show the main signs of AMD. For
these reasons we suspect that endogenous and/or environmental pro-aging factors
would favor the development of AMD in an aging-favorable background. Therefore, in
this study we evaluated whether light exposure only or in combination with D-Gal
injections would contribute to amplify the age-related changes in the retina of the

ApoBigo,LDLR™ mouse, and promote vascular changes.
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Methods

Mice

Animals were handled in accordance with the ARVO Statements for the Use of
Animals in Ophthalmic and Vision Research. French legal and institutional ethics
committee review board approvals were obtained. B6129SF2/J wild type (WT) and
transgenic ApoBmD,LDLR"'" mice were purchased from Jackson Laboratories (Bar
Harbor, ME), mated, bred, fed with a standard low-fat diet (128S; Harlan- Teklad,
Gannat, France) and maintained under controlled conditions of temperature (22 +
1C), hygrometry (65%-60%), and light (lights on 7 AM-7 PM, 18 lux) until the age of
9 months (animal breeding house; INRA, Dijon, France). Mice were given daily a
subcutaneous injection of D-galactose (D-Gal) (50 mg/kg, corresponding to
100uL/30g body Weight)m or saline (100 pL/30 g body weight) for 8 weeks and/or not
exposed to light (5500 lux 24 hours a day, 3 times a week) (Table 1).

Table 1: Experimental conditions.

Electroretinography

Scotopic electroretinograms (ERGs) were recorded according to previously
described procedures.29 Before ERG recordings, mice were dark-adapted overnight.
All further procedures were carried out under dim red light (A>650 nm) at a constant
room temperature of 25C. The animals were anaesthe tized with subcutaneous
injection of ketamine (50 mg/kg body weight, Imalgene® 1000, Merial, Lyon, France)
and xylazine (10 mg/kg body weight, Rompun® 2%, Bayer, Puteau, France) in a
saline solution. Their pupils were dilated with 0.5% tropicamide (Ciba Vision
Ophthalmics, Blagnac, France). After 10 min, the mice were positioned in a warming

plate that maintained body temperature at 37°C and the electrodes were put in place.

99



The ERGs were recorded via a corneal electrode placed on each eye (thin gold wire
with a 3 mm ring end), reference and ground electrodes (silver needle) placed on the
forehead and tail, respectively. The mice were placed in a white sphere that mimics a
Ganzfeld dome. The retina was stimulated by a photostimulator (model PS33 PLUS,
Grass Telefactor, Astro-Med Inc., West Warwick, RI, USA) delivering light flashes to
the eye through fiber optics. The response of the retina was amplified and analyzed
with a computer-based control and recording unit (Physiotrace, Estaris Monitoring,
Lille, France). Band-pass filter width was 1 to 300 Hz and band-pass filter cut-off
frequencies were 0.1 and 3,000 Hz. Single-flash recordings were obtained from three
different intensity stimulations: 1 Hz stimulation during 30 s at 9 mcd.s/m? and 10
stimulations at 2,500 mcd.s/m? and 28,000 mcd.s/m? with an interstimulus interval of
17 s. Flicker recordings were obtained from 19 different intensity stimulations
reaching from 0.01 at 28,000 mcd.s/m? with a frequency at 10 Hz. The amplitudes
and latencies were determined for each recording and were measured from the

baseline (a-wave) or from the peak of the a-wave (b-wave).

Fundus Photography

In vivo black-and-white images of the fundus were obtained with the Heidelberg
Retina Angiograph (HRA) (Heidelberg Engineering GmbH, Heidelberg, Germany), as
described elsewhere.’® The HRA is a confocal scanning laser ophthalmoscope
(cSLO) using different lasers deflected by a mirror oscillating sinusoidally at a
frequency up to 20 Hz. Reflectance images of the fundus were acquired using the
infrared diode laser (810 nm), the argon green laser (514 nm) and the argon blue
wavelength (488 nm). Variation of laser beam focus allowed visualization of the

different layers of the fundus (i.e., retina versus Retinal Pigment Epithelium, RPE).
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The size of the square scan field was set to 20%20 ° and 10%10° Methylcellulose
(Humigel®, Virbac, Carros, France) was applied on eyes to ensure good contact with

optical lens and to keep the cornea hydrated during the entire procedure.

¢SLO Angiography

The Retinal and choroidal vasculature changes were evaluated as described
elsewhere after a sub cutaneous injection of 10% fluorescein sodium salt (46960,
Sigma-Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France) (100 uL/30 g body weight) and 0.4%
monopeak indocyanine green (ICG) (Infracyanine® 25 mg, SERB, Paris, France)
(0.5 mL/30 g body Weight).30 The Retinal and choroidal vessels began filling
approximately 30 s after administration. Although timing varied due to subcutaneous
absorption, single pictures, and depth scan movies were taken in an average time of
5 to 10 min after dye administration. Pictures from retinal and choroidal vasculature
were recorded with an argon blue laser (488 nm) for excitation during fluorescein
angiography and an infrared diode laser (795 nm) for excitation during ICG
angiography. Barrier filters at 500 and 810 nm provided the optimal cut-off at the
respective peak fluorescence emission values for the two types of angiography. The

size of the square scan field was set to 20% 20°a nd 10%10°

Filipin histochemistry for detecting free cholesterol and esterified cholesterol
(EC)

After 2 months, the mice were euthanized, enucleated and entire eyes (n = 3 animals
in each group) were embedded within optimum cutting tissue (Tissue-Tek® OCT™,
Villeneuve d'Ascq, France). Cholesterol was revealed in eye sections with filipin, a

fluorescent probe that specifically binds the 3-hydroxy group of cholesterol, according
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to previously described procedures.®'*? The filipin stain solution was prepared by
dissolving 2.5 mg of solid filipin complex (Sigma-Aldrich, Saint Quentin Fallavier,
France) in 1 mL of dimethylformamide and adding the solution to 50 mL of
diphosphate buffer saline. Sections for determination of UC (unesterified cholesterol)
were hydrated, incubated for 30 min in the filipin solution. Sections for determination
of EC were processed as follows: native UC was eliminated by ethanol 70%, and
native EC was then hydrolyzed with cholesterol esterase (Sigma-Aldrich, Saint
Quentin Fallavier, France), 1.65 U/mL in 0.1 M potassium phosphate buffer (pH 7.4),
for 3 h at 37T. UC newly released by the hydrolysis of EC was stained with filipin, as
described above. All sections were incubated 5 min in propidium iodide 0.1 pug/mL.
The sections were viewed by epifluorescence microscopy (Excitation: 450-490 nm,
barrier filter: 520 nm) (Nikon Eclipse E600 equipped with NIS-BR software, Nikon

France, Champigny sur Marne, France).

Gene Expression

After 2 months, the mice (n=6-7 animals per groups) were euthanized and
enucleated. The anterior segment of the eyes was removed after a circular section at
the limbus. The neuroretina (NR) and retinal pigment epithelium/choroid complex
(RPE-Ch) were separated and stored in RNA later® solution at -80%C until further
MRNA extraction. mRNA from the NR and RPE-Ch were extracted using the
RNAqueous® Kit (Applied Biosystems, Courtaboeuf, France) according to the
manufacturer's  procedure and quantified using NanoDrop® ND-1000
spectrophotometer (Thermo Scientific, llIkirch, France). The expression of Vegfa, Kdr
and F/t7 was analyzed by TaqMan® RT-PCR as described previously.33 In brief, RT

was done with High capacity RNA-to-cDNA Master Mix® (Applied Biosystems,
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Courtaboeuf, France) in a C1000 Thermal Cycler C1000° (Bio-Rad, Marnes-la-
Coquette, France) using the following temperature program: 50 min at 37C, 15 min
at 70C, and 5 min at 4C. PCR were performed in 10 pL of PCR mix containing 5 pL
of 2x TagMan Fast Universal Master Mix® (Applied Biosystems, Courtaboeuf,
France) and 5 pL of amplified cDNA (5 to 50 ng cDNA per reaction). The reaction
was performed in custom 96-well FAST plates. PCR amplification was carried out
with StepOne™ Real-Time PCR Systems (Applied Biosystems, Courtaboeuf, France)
with the following cycling parameters: 95T for 20 s, followed by 40 repeats of PCR
cycle of 95T for 20 s, and 60T for 10 s. Fluoresc ent signals were measured by the
StepOne™ Real-Time PCR Systems, and the raw Ct (cycle threshold) values were
exported into DataAssit software (Applied Biosystems, Courtaboeuf, France).
Relative expression was evaluated according to relative quantification (2‘““3’(), using
Gadd45a, B2m and Gusb genes as references genes and control group as calibrator

for normalization.

Immunostaining

The eyes sections were fixed in 4% paraformaldehyde for 10 min, permeabilized in
Triton-X 0.1% for 5 min, and incubated during 30 min in a blocking solution
containing 3%-bovine serum albumin (BSA) (Sigma-Aldrich, Courtaboeuf, France).
Then they were incubated 4 hours at room temperature with rat anti-mouse CD68
antibody at the 1:200 dilution (AbD Serotec, Colmar, France). After washing, eye
sections were incubated 2 h at room temperature with donkey anti-rat
immunoglobulin antibody conjugated to Alexa-594 (dilution 1:300, Invitrogen, Saint
Aubin, France). Cell nuclei were labelled with 4'-6-diamidino-2-phenylindole (DAPI)

(Sigma-Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France). The sections were viewed by
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epifluorescence microscopy (Excitation: 450-490 nm, barrier filter: 520 nm for DAPI
staining; Excitation: 510-560 nm, barrier filter: 590 nm for CD68 immunolabelling)

(Nikon Eclipse E600 equipped with NIS-BR software, Nikon France, Champigny sur

Marne, France).

Statistical analysis
Data from ERGs were statistically analyzed by the non-parametric Kruskal Wallis test

using the SAS software (SAS Institute, Cary, USA). Differences were considered

statistically significant at p<0.05.
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Results

Fundus evaluation and angiography

Autofluorescence imaging of the retina by in vivo ¢SLO at 488 nm is a suitable
technique that, from at least a qualitative point of view, exemplifies the accumulation
of fluorophores inside the retina.*® No autofluorescent dot was observed by ¢SLO in
WT CTR mice at 11 months of age. On the contrary, the fundi of ApoBig,LDLR™
CTR mice showed autofluorescent spots accumulating sub-retinally (Fig. 1), which is
in accordance with our previously published study.® Light and D-Gal+Light
conditions triggered the deposition of fundus scattered autofluorescence in WT mice
(Fig. 1). Increased fundus autofluorescence was observed in ApoBig,LDLR” mice
submitted to Light and D-Gal+Light conditions compared to the ApoBig0,LDLR” CTR
group (Fig. 1).

Of note, neither the pattern of fundus autofluorescence nor the density of the
autofluorescent spots appeared different in ApoBigo,LDLR™ mice and WT mice. No
vascular alterations were observed by fluorescein and ICG angiography in any

experimental group.

ERGs

The a-wave amplitude of the single flash scotopic ERG at 2,500 mcd.s/m?, which
corresponds to pure rod response at this light intensity, was significantly decreased
in ApoBioo,LDLR” mice from the Light and D-Gal+Light groups compared to
ApoBig0,LDLR™ CTR mice (-35.8% and -52.4%, respectively) (Fig. 2). Meanwhile the
a-wave latency at 2,500 mcd.s/m? significantly increased in ApoBige,LDLR™ mice
from the CTR, Light and D-Gal+Light groups by +22.6%, +14.2% and +24.8%,

respectively, compared to WT mice from the corresponding groups. The a-wave
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amplitudes and latencies were similar in all three WT groups. The b-wave amplitude
at 2,500 med.s/m? was significantly decreased in ApoB1go,LDLR” CTR, Light and D-
Gal+Light mice by -32.5%, -43.3% and -46.4%, respectively, compared to WT mice
from the corresponding groups. The decrease was significantly amplified in WT mice
and ApoBigo,LDLR™ mice from the D-Gal+Light groups compared to WT CTR and
ApoBmo,LDLR"' CTR groups (-26.6% in WT mice, -39.9% in ApoBmg,LDLR"' mice,
respectively). Interestingly, the association of D-Gal injections and Light exposure (D-
Gal+Light group) amplified the reduction of the a- and b-wave amplitude of the ERG
observed in the Light groups in both strains of mice, although the difference between
the Light exposed and D-Gal+Light exposed animals failed to reach significance.

Flicker ERG recordings reveal two peaks: the first peak gives rise to the light intensity
value necessary to obtain the maximal response of the rods while the second one
corresponds to the maximal response of the cones. The maximal response of the
rods was obtained at 20 med.s/m? in WT CTR mice, whereas it was observed at 44
mcd.s/m? of flash intensity in ApoB;g LDLR™ CTR mice and all groups of WT and
ApoBig LDLR™ from the Light and D-Gal+Light groups (Fig. 3). This finding
suggested that the conditions of Light and D-Gal+Light induced partial loss of rod
sensitivity in all animals compared to WT mice from the CTR group. Interestingly, the
Light and D-Gal+Light conditions did not impair rod sensitivity in ApoBjg LDLR™
mice. The maximal response of cones was reached at the same flash intensity in all

groups, highlighting no effect of the experimental conditions on this parameter.

Identification of the deposits in the NR
We aimed to give further information about the nature of the changes in the retina of

the animals submitted to the experimental conditions. For that purpose, we first
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performed a histological evaluation of the retina by analyzing the deposition of
esterified cholesterol (EC), accounting that EC-rich deposits, at least in BrM, are
hallmarks of aging.** Two types of EC deposits were observed in all animals but WT
CTR mice. Small size EC deposits accumulated in ONL (Fig. 4a, ¢). Larger deposits
contained EC (Fig. 4b, ¢, e, f) and pigment granules (Fig. 4b, ¢, f). These spherical
EC deposits were localized in RPE (Fig. 4d), photoreceptor outer segment (POS)
(Fig. 4b, ¢, e, f) and outer nuclear layer (ONL) (arrows, Fig. 4c) of ApoBjg,LDLR™
CTR mice and all animal groups exposed to pro-aging factors. The presence of the
large deposits was often associated with reduced outer segment thickness (Fig. 4c,
e, ), structural disorders such as folds (asterisk Fig. 4e and f) and possibly break-

down of the RPE (arrows in fig. 4b).

The presence of a nucleus in the spherical EC deposits (Fig. 4b) suggested that
those could be cells. We speculated that these cells were from the
microglia/monocyte-macrophage lineage. CD68 antigen is predominately expressed
in monocytes/macrophages and activated microglia. The labelling with filipin revealed
that the CD68" cells were EC-rich, and contained pigment granules (Fig. 5). Small
size CD68" cells (Fig.5b) were detected in INL (arrow in Fig. 5c). Interestingly,
pigmented (filled arrow in Fig.6a) and non-pigmented (open arrow in Fig. 6a) CD68*
cells were found only in the POS layer. The large CD68™ cells were localized
prominently in POS (Fig. 7). No CD68-positive (CD68™) cell was found in WT CTR
mice, on the contrary to ApoBigo,LDLR” CTR and all animals exposed to the pro-

aging factors.
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Gene Expression

The expression of Vegf and its receptors F/t7 and Kdr in the neurosensory retina of
WT and ApoBig,LDLR™ from the Light+D-Gal groups showed a slight increase
compared to the corresponding CTR groups but the differences failed to reach

significance (Figure 8). The expression of these genes was not modified in RPE-Ch

(data not shown).
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Discussion

The ApoBm,LDLR"' mouse is a model of aging of the retina with induction of
inflammatory processes

The results of this study confirmed our previous data which suggested that the
ApoBig0,LDLR™ fed on a standard chow diet was a murine model of aging of the
human retina.” Indeed, in addition to the reduced b-wave amplitude of the single
flash ERG, we reported an increase in a-wave latency and loss of rod sensitivity in
ApoBi00,LDLR™ mice compared to wild type animals. Thanks to 488 nm-imaging of
the retina by ¢SLO and fluorescence microscopy, we are able to suggest that the
autofluorescent spots seen by ¢SLO were the CD68/EC-rich deposits observed in
retinal sections.

The spherical CD68"-deposits containing EC were observed in ApoBio0,LDLR™ mice
exclusively in BrM, RPE, and outer retina (POS and ONL). Since CD68 is
predominately expressed in monocytes/macrophages and activated microglia, the
presence of CD68" cells in the retina suggested an inflammatory process in the
retina of ApoBioo,LDLR™ mice, as previously reported in mice invalidated for
receptors or ligands involved in monocyte/macrophage and/or microglia activation:

Ccl272%2% Ccr2”?® and Cx3cr1”?*, and Ccl2™,Cx3cr1” mice.® To our knowledge,

our work is the first one to report the induction of inflammatory processes in a murine
model of aging of the retina, independently from the engineering of the chemokine

pathway, or any modification of the dietary or environmental conditions.
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Light exposure and advanced glycation end products promote aging of the
retina

The exposition of WT and ApoBig,LDLR™ mice to environmental (light) and
endogenous (D-gal) pro-aging factors increased the alterations occurring during
physiological aging of the eye. Indeed, two months after the exposition to the pro-
aging conditions (Light and D-Gal+Light), the mice presented a loss of retinal
functionality. Of note, in both strains of mice the combination of D-Gal injection and
light exposure impaired the a-wave and b-wave amplitude of the single flash scotopic
ERG response in a greater level of magnitude than light exposure only. Meanwhile,
the sensitivity of rods to light stimulus was lowered in WT animals submitted to D-Gal
injections and D-Gal+Light conditions compared to WT CTR mice, and reached the
value observed in the three groups of ApoB1oo,LDLR™ mice. These findings surmise
the usefulness of using both single flash ERG and Flicker ERG as tools to,
respectively, quantitatively and qualitatively record the modifications of the retinal
functionality. Accordingly, we have been able to suggest the value of rod sensitivity
as a marker for retinal aging (ApoB1oo,LDLR™ vs WT mice data) and for the effects of
the pro-aging factors in wild-type animals only. In addition, a- and b-wave amplitudes
of the single flash scotopic ERG can be used to quantify the reduction of the

response of the neurosensory retina.

CD68 is a marker of active phagocytosis that is expressed in macrophages® and
activated microglia.’>*" CD68*-EC rich-cells were found in the photoreceptor layer,
ONL and INL in ApoB1g,LDLR™ CTR mice and all groups exposed to the pro-aging
factors. We can therefore demonstrate the presence of activated microglial cells

and/or the infiltration of monocytes/macrophages from the bloodstream. At present
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time of our knowledge, we cannot distinguish between both cell types. Nevertheless,
we suggest that the exposition of the animals to pro-aging conditions activated both
cell types. On the one hand, the localization of pigment-free CD68"-cells in
photoreceptor layer, ONL and INL favours the identification of activated microglia. On
the other hand, the presence in RPE and photoreceptor layer of CD68*-EC-rich cells
that contained also melanin suggested that these cells were macrophages from the
bloodstream. These macrophages may have phagocytized damaged RPE cells and
part of the EC-rich BrM before entering the neurosensory retina. The role of
infammation has been prominently implicated in aging of the retina and the
pathogenesis of AMD.***° Microglial cells, strictly limited to the INL layer*®, are the
immune cells in the retina. In physiological conditions they display an inactive
phenotype but participate in maintaining the retinal homeostasis by releasing
neuroprotective and anti-inflammatory factors, such as cytokines, chemokines,
neurotrophic factors, and neurotransmitters. Studies showed that under conditions of
advanced age and photoreceptor injury, retinal quiescent stellate-shape microglial
cells are activated into large ameboid bodies.*'*'“*? Then, they proliferate and
translocate into the outer retina in which they phagocytize cellular debris and secrete
pro-inflammatory cytokines and chemokines, as well as neurotoxins.*® Histological
analysis of AMD retinas has depicted the presence of activated microglia in the
macular lesions.** The hypothesis of the infiltration of monocyte/macrophages in the
retina is also supported by the presence of CD68" cells containing melanin in
photoreceptor layer and possibly disorder and break-down of the RPE near these
cells. We suppose that these cells are involved in the process of tissue repair by
engulfing apoptotic RPE cells, photoreceptors, and lipids deposits in BrM.

Macrophages have been also histologically demonstrated near AMD lesions,
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including in areas of BrM breakdown, RPE atrophy, and choroidal
neovascularisation.*® Moreover, studies showing increased oxidized lipoprotein levels
with age in normal eyes and AMD eyes suggest that macrophages seen in AMD

might serve to ingest oxidized low-density lipoprotein that accumulate with age.*®

Different mechanisms, including the increase of oxidative stress and AGEs formation
have been proposed to explain the effects of Light and D-gal.>"#*#" On the contrary to
D-glucose, D-galactose entry in cells is not insulino-dependent and its transport is
facilitated by the transporters GLUT1 and GLUT2.*® In cell, it is normally metabolized
by D-galactokinase and galactose-1-phosphate uridylyltransferase to form glucose-1-
phosphate. In over-supply, one part of D-gal is catabolized by alternate pathways to
form galactitol ***° However, galactitol is not degraded and accumulates in cells,
leading to osmotic stress, production of ROS, unfolded protein response (UPR), and
apoptosis.®**** Moreover, the increase of D-gal levels in cells induces a runaway of
glycolysis and therefore an increase in by-products such as pyruvate and acetyl-CoA
that are not only cholesterol and fatty acid precursors but also enter Krebs cycle,
which is a major source of ROS. The photoreceptors particularly rich in mitochondria
and long chain polyunsaturated fatty acids, such as the docosahexaenoic acid
(DHA), render the retina sensitive to the deleterious effects of light photons. Indeed
the oxidation of the polyunsaturated fatty acids by ROS generates lipid peroxides

57 and protein adducts.’®**° Thus we

such as malondialdehyde and hydroxyalkenals
postulate that the progressive accumulation products from the oxidative stress and
non-enzymatic glycation of proteins during the exposition to pro-aging factors may

have increased the genesis of these end-products in RPE and subsequent local

inflammation 2*
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Interestingly, in a genetic context of aging of the retina, the combination of
environmental and/or endogenous factors leading to oxidative stress and AGEs
promoted inflammation in the retina but was not sufficient for trigger vascular
abnormalities that are hallmarks of age-related retinopathies such as
neovascularization in AMD. Our results support the role of activated microglia and/or
macrophages in aging of the retina. Further works are warranted to evaluate whether
impairing microglial activation and macrophage infiltration may amplify the aging

processes in the retina and participate to vascular changes.

113



Acknowledgements

This work was supported by Laboratoires Horus Pharma (Saint Laurent du Var,
France) and Conseil Regional de Bourgogne (Dijon, France) for the funding of the

PhD thesis of ES and experimental trial.

114



References

' Beatty S, Koh H, Phil M, Henson D and Boulton M. The role of oxidative stress in
the pathogenesis of age-related macular degeneration. Surv Ophthalmol
2000;45:115-134.

2 Handa JT, Verzijl N, Matsunaga H et al. Increase in the advanced glycation end
product pentosidine in Bruch's membrane with age. [nvest Ophthalmol Vis Sci
1999;40:775-779.

® Glenn JV, Mahaffy H, Wu K et al. Advanced glycation end product (AGE)
accumulation on Bruch's membrane: links to age-related RPE dysfunction. Invest
Ophthalmol Vis Sci 2009;50:441-451.

* Ho SC, Liu JH and Wu RY. Establishment of the mimetic aging effect in mice
caused by D-galactose. Biogerontology 2003;4:15-18.

° Song X, Bao M, Li D and Li YM. Advanced glycation in D-galactose induced mouse
aging model. Mech Ageing Dev 1999;108:239-251.

® Wei H, Li L, Song Q et al. Behavioural study of the D-galactose induced aging
maodel in C57BL/6J mice. Behav Brain Res 2005;157:245-251.

" Cui X, Wang L, Zuo P et al. D-galactose-caused life shortening in Drosophila
melanogaster and Musca domestica is associated with oxidative stress.
Biogerontology 2004;5:317-325.

® Zhang Q, Li X, Cui X and Zuo P. D-galactose injured neurogenesis in the
hippocampus of adult mice. Neurol Res 2005;27:552-556.

® Cui X, Li W and Zhang B. [Studies on cell senescence induced by D-galactose in
cultured neurons and fibroblasts]. Zhongguo Ying Yong Sheng Li Xue Za Zhi

1997;13:131-133.

115



"% |da H, Ishibashi K, Reiser K, Hjelmeland LM and Handa JT. Ultrastructural aging of
the RPE-Bruch's membrane-choriocapillaris complex in the D-galactose-treated
mouse. Invest Ophthalmol Vis Sci 2004;45:2348-2354.

"' Demontis GC, Longoni B and Marchiafava PL. Molecular steps involved in light-
induced oxidative damage to retinal rods. Invest Ophthalmol Vis Sci 2002;43:2421-
2427.

'2 Kayatz P, Heimann K and Schraermeyer U. Ultrastructural localization of light-
induced lipid peroxides in the rat retina. lnvest Ophthalmol Vis Sci 1999;40:2314-
2321.

* Wiegand RD, Giusto NM, Rapp LM and Anderson RE. Evidence for rod outer
segment lipid peroxidation following constant illumination of the rat retina. Invest
Ophthalmol Vis Sci 1983;24:1433-1435.

¥ Cruickshanks KJ, Klein R and Klein BE. Sunlight and age-related macular
degeneration. The Beaver Dam Eye Study. Arch Ophthalmol 1993;111:514-518.

'® Taylor HR, Munoz B, West S et al. Visible light and risk of age-related macular
degeneration. Trans Am Ophthalmol Soc 1990;88:163-173; discussion 173-168.

'® Fletcher AE, Bentham GC, Agnew M et al. Sunlight exposure, antioxidants, and
age-related macular degeneration. Arch Ophthalmol 2008;126:1396-1403.

" Rutar M, Natoli R, Kozulin P et al. Analysis of complement expression in light-
induced retinal degeneration: synthesis and deposition of C3 by
microglia/macrophages is associated with focal photoreceptor degeneration. /nvest
Ophthalmol Vis Sci 2011;52:5347-5358.

'® Rutar M, Natoli R, Valter K and Provis JM. Early Focal Expression of the
Chemokine Ccl2 by Mdaller Cells during Exposure to Damage-Inducing Bright

Continuous Light. Invest Ophthalmol Vis Sci 2011;52:2379-2388.

116



'® Rutar M, Provis JM and Valter K. Brief exposure to damaging light causes focal
recruitment of macrophages, and long-term destabilization of photoreceptors in the
albino rat retina. Curr Eye Res 2010;35:631-643.

% Santos AM, Martin-Oliva D, Ferrer-Martin RM et al. Microglial response to light-
induced photoreceptor degeneration in the mouse retina. J Comp Neurol
2010;518:477-492.

I Ng TF and Streilein JW. Light-induced migration of retinal microglia into the
subretinal space. Invest Ophthalmol Vis Sci 2001;42:3301-3310.

2 Raoul W, Auvynet C, Camelo S et al. CCL2/CCR2 and CX3CL1/CX3CR1
chemokine axes and their possible involvement in age-related macular degeneration.
J Neuroinflammation 2010;7:87.

#% Buschini E, Piras A, Nuzzi R and Vercelli A. Age related macular degeneration and
drusen: Neuroinflammation in the retina. Prog Neurobiol 2011:95:14-25.

% Combadiere C, Feumi C, Raoul W et al. CX3CR1-dependent subretinal microglia
cell accumulation is associated with cardinal features of age-related macular
degeneration. J Clin Invest 2007;117:2920-2928.

%% Luhmann UF, Robbie S, Munro PM et al. The drusenlike phenotype in aging Ccl2-
knockout mice is caused by an accelerated accumulation of swollen autofluorescent
subretinal macrophages. Invest Ophthalmol Vis Sci 2009;50:5934-5943.

%6 Chen M, Forrester JV and Xu H. Dysregulation in Retinal Para-Inflammation and
Age-Related Retinal Degeneration in CCL2 or CCR2 Deficient Mice. PLoS ONE
2011,6:e22818.

" Jonas JB, Tao Y, Neumaier M and Findeisen P. Monocyte chemoattractant protein
1, intercellular adhesion molecule 1, and vascular cell adhesion molecule 1 in

exudative age-related macular degeneration. Arch Ophthalmol 2010;128:1281-1286.

117



8 Karlstetter M, Ebert S and Langmann T. Microglia in the healthy and degenerating
retina: insights from novel mouse models. Immunobiology 2010;215:685-691.

¢ Bretillon L, Acar N, Seeliger MW et al. ApoB100,LDLR-/- mice exhibit reduced
electroretinographic response and cholesteryl esters deposits in the retina. Invest
Ophthalmol Vis Sci 2008;49:1307-1314.

0 Seeliger MW, Beck SC, Pereyra-Munoz N et al. In vivo confocal imaging of the
retina in animal models using scanning laser ophthalmoscopy. Vision Res
2005;45:3512-3519.

*! Curcio CA, Presley JB, Malek G et al. Esterified and unesterified cholesterol in
drusen and basal deposits of eyes with age-related maculopathy. Exp Eye Res
2005;81:731-741.

*2 Dithmar S, Sharara NA, Curcio CA et al. Murine high-fat diet and laser
photochemical model of basal deposits in Bruch membrane. Arch Ophthalmol
2001;119:1643-1649.

* Wacharapluesadee S, Sutipanya J, Damrongwatanapokin S et al. Development of
a TagMan real-time RT-PCR assay for the detection of rabies virus. J Virol Methods
2008;151:317-320.

* Curcio C, Johnson M, Rudolf M and Huang J. The oil spill in ageing Bruch
membrane. Br J Ophthalmol 2011;95:1638-1645.

* Tuo J, Bojanowski C, Zhou M et al. Murine ccl2/cx3cr1 deficiency results in retinal
lesions mimicking human age-related macular degeneration. Invest Ophthalmol Vis
Sci 2007;48:3827-3836.

% Ramprasad MP, Terpstra V, Kondratenko N, Quehenberger O and Steinberg D.

Cell surface expression of mouse macrosialin and human CD68 and their role as

118



macrophage receptors for oxidized low density lipoprotein. Proc Nat! Acad Sci USA
1996;93:14833-14838.

" Santos AM, Calvente R, Tassi M et al. Embryonic and postnatal development of
microglial cells in the mouse retina. J Comp Neurol 2008;506:224-239.

*® Patel M and Chan CC. Immunopathological aspects of age-related macular
degeneration. Semin Immunopathol 2008;30:97-110.

¥ Rodrigues EB. Inflammation in dry age-related macular degeneration.
Ophthalmologica 2007;221:143-152.

0 Lee JE, Liang KJ, Fariss RN and Wong WT. Ex vivo dynamic imaging of retinal
microglia using time-lapse confocal microscopy. [Invest Ophthalmol Vis Sci
2008;49:4169-4176.

' Xu H, Chen M, Manivannan A, Lois N and Forrester JV. Age-dependent
accumulation of lipofuscin in perivascular and subretinal microglia in experimental
mice. Aging Cell 2008;7:58-68.

42 Xu H, Chen M and Forrester JV. Para-inflammation in the aging retina. Progr Retin
Eye Res 2009;28:348-368.

# Langmann T. Microglia activation in retinal degeneration. J Leukoc Biol
2007;81:1345-1351.

4 Gupta N, Brown KE and Milam AH. Activated microglia in human retinitis
pigmentosa, late-onset retinal degeneration, and age-related macular degeneration.
Exp Eye Res 2003;76:463-471.

* Penfold PL, Madigan MC, Gilies MC and Provis JM. Immunological and

aetiological aspects of macular degeneration. Progr Retin Eye Res 2001;20:385-414.

119



% Suzuki M, Kamei M, Itabe H et al. Oxidized phospholipids in the macula increase
with age and in eyes with age-related macular degeneration. Mol Vis 2007;13:772-
778.

4 Tian J, Ishibashi K, Ishibashi K et al. Advanced glycation endproduct-induced
aging of the retinal pigment epithelium and choroid: a comprehensive transcriptional
response. Proc Nat/ Acad Sci U S A 2005;102:11846-11851.

8 Leturque A, Brot-Laroche E and Le Gall M. GLUT2 mutations, translocation, and
receptor function in diet sugar managing. Am J Physiol Endocrinol Metab
2009;296:E985-992.

4 Murata M, Ohta N, Sakurai S et al. The role of aldose reductase in sugar cataract
formation: aldose reductase plays a key role in lens epithelial cell death (apoptosis).
Chem Biol Interact 2001;130-132:617-625.

* Takamura Y, Kubo E, Tsuzuki S and Akagi Y. Apoptotic cell death in the lens
epithelium of rat sugar cataract. Exp Eye Res 2003;77:51-57.

*! Mulhern ML, Madson CJ, Danford A et al. The unfolded protein response in lens
epithelial cells from galactosemic rat lenses. Invest Ophthalmol Vis Sci
2006;47:3951-3959.

*2 Monnier VM and Cerami A. Nonenzymatic browning in vivo: possible process for
aging of long-lived proteins. Science 1981;211:491-493.

¥ Hsieh HM, Wu WM and Hu ML. Soy isoflavones attenuate oxidative stress and
improve parameters related to aging and Alzheimer's disease in C57BL/6J mice
treated with D-galactose. Food Chem Toxicol 2009;47:625-632.

* Ethen CM, Reilly C, Feng X, Olsen TW and Ferrington DA. Age-related macular
degeneration and retinal protein modification by 4-hydroxy-2-nonenal. Invest

Ophthalmol Vis Sci 2007;48:3469-3479.

120



% Kaemmerer E, Schutt F, Krohne TU, Holz FG and Kopitz J. Effects of lipid
peroxidation-related protein modifications on RPE lysosomal functions and POS
phagocytosis. Invest Ophthalmol Vis Sci 2007;48:1342-1347.

* Kopitz J, Holz FG, Kaemmerer E and Schutt F. Lipids and lipid peroxidation
products in the pathogenesis of age-related macular degeneration. Biochimie
2004,86:825-831.

7 Tanito M, Elliott MH, Kotake Y and Anderson RE. Protein modifications by 4-
hydroxynonenal and 4-hydroxyhexenal in light-exposed rat retina. Invest Ophthalmol
Vis Sci2005;46:3859-3868.

*® Esterbauer H, Schaur RJ and Zollner H. Chemistry and biochemistry of 4-
hydroxynonenal, malonaldehyde and related aldehydes. Free Radic Biol Med
1991;11:81-128.

* Gu X, Meer SG, Miyagi M et al. Carboxyethylpyrrole protein adducts and
autoantibodies, biomarkers for age-related macular degeneration. J Biol Chem

2003;278:42027-42035.

121



Tables

Table 1: Experimental conditions.

Genotype Experimental conditions
, D-Gal Saline Light
WT ApoB10o,LDLR™ L L
injection injection exposure
WT CTR ApoBigo,LDLR™
- + -
(n=10) CTR (n=10)
WT Light ApoBigo,LDLR™
- + +
Group (n=10) Light (n=10)
WT ;
_ ApoBigo, LDLR™
D-Gal+Light . + - +
D-Gal+Light (n=10)
(n=10)

122



Figure legends

Figure 1: Autofluorescence in WT and ApoBigo. LDLR™ mice observed by ¢SLO at
488nm. Bar 250um

Figure 2: Scotopic single flash ERG response in WT (blue bars) and ApoB100,LDLR™
mice (red bars) at 2500 mcd.s/m? Data are represented as means + SD. *
significantly different from the value in mice from the same strain in control conditions
(CTR) at p<0.05. t significantly different from the value in WT mice submitted to the
same experimental condition at p<0.05.

Figure 3: 10Hz Flicker ERG response in WT and ApoBig LDLR™. Full lines
represent the WT mice group whereas the dashed lines represent the ApoB1o, LDLR’
" mice group.

Figure 4: Filipin staining on eye sections. WT CTR mice presented small EC-rich
deposits in ONL (a). ApoBioo,LDLR™ and all mice exposed to pro-aging factors
present small size and large EC-rich deposits. The small size EC-rich deposits were
only found in INL and ONL layer (c, arrows) whereas the large EC-rich deposits were
found only in POS. (a, e, f). EC-rich deposits was often associated with reduced
outer segment thickness (¢, e and f), structural disorders such as folds (e and f,
asterisk) and possibly break-down of the RPE (b and e, arrows).

Ch, choroid; RPE, retinal pigment epithelium; POS, photoreceptor outer segment;
ONL, outer nuclear layer; INL, inner nuclear layer. Bar 20 pm.

Figure 5: The neurosensory retina presented two types of cells positive for both
esterified cholesterol (a) and CD68 (b) (c, merge). Small cells were restricted to the
internal retina (arrow) whereas the largest cells were found only in POS (arrowhead).
GCL, ganglion cell layer; INL, inner nuclear layer, ONL, outer nuclear layer, RPE,
retinal pigment epithelium.

Figure 6: The neurosensory retina presented pigmented cells (a, filled arrow in bright
field image) or pigment-free cells (a, open arrow) which were both CD68" (b, in red).
Nuclei were stained by DAPI in blue (b). Merge image is shown in panel ¢. INL, inner
nuclear layer; ONL, outer nuclear layer; RPE, retinal pigment epithelium; Ch, choroid.

Figure 7: CD638 staining (in red) on eye section. Nuclei were stained by DAPI (in
blue).

Figure 8: Heat map representation of Vegf, Flf7 and Kdr expression in the
neurosensory retina. Relative expression was evaluated according to relative
quantification (2722}, using Gadd45a, B2m and Gusb genes as references genes
and control group as calibrator for normalization.

123



CTR Light D-gal + Light

" .! g
o ...

Figure 1.

a a-wave amplitude at 2500 med.s/m? b a-wave latency at 2500 med.s/m? ¢ b-wave amplitude at 2500 med.s/m?
.y E-]
- 1 1
™
w
-

em gt -Gt Lighe = ught

Figure 2.

124



[T
70

60

50

40

30

20

10
W CcTR
B Lo
W O -Gal-Light
0 . — - s
-5.0 -3.8 -2.7 -1.7 -0.6 0.4 1.4
log (I)
Figure 3.

125



Figure 4.

126



Figure 5.

Figure 6.

Figure 7.
— - —
0,00 4,52 19,05
CTR Light D-Gal + Light
WT Apob, s, LDLR? WT Apob,,, LDLRY WT Apob, ., LDLRY
Vegfa ' '
Kdr
Fit1

Figure 8.



Résultats et conclusions

Caractérisation du phénotype rétinien de la SOufipoB,o, LDLR™

Tout d’abord, nous avons corroboré les donnéestgefument présentées par notre équipe
sur la souris ApoBg,LDLR™ (Bretillon et al. 2008) en rapportant une augmentation des
signes de vieillissement de la rétine chez lesisolpoBig, LDLR™ du groupe témoin
vieillissantes par rapport aux souris sauvages it&snoeillissantes. En effet, nous avons mis
en évidence chez ces souris une diminution de datifin rétinienne caractérisée par une
diminution de la sensibilité de la rétine, une diation de I'amplitude de la réponse de la
rétine interne (onde-b) et une augmentation datiente de la réponse de photorécepteurs
(onde-a) a un stimulus lumineux. Nous avons égalénmeis en évidence des points
autofluorescents au fond d’'ceil et des dépbts d'eske cholestérol au niveau de la membrane
de Bruch. Les immunomarquages CD68 sur coupes diaeitévélé la présence de cellules
microgliales et/ou macrophages au niveau des sdgnexternes des photorécepteurs. En
regroupant les résultats d'analyse de l'autoflumeese de la rétine par ophtalmoscopie
confocale a balayage laseS(O) etd’immunomarquage CD68, nous pouvons suggérer que
les dépbts autofluorescents observés au fond @egilcSLO correspondent aux cellules
microgliales et/ou macrophages mis en évidence ipanunohistochimie. En effet, tout
d’abord, les analyses immunohistochimiques montrpre les cellules microgliales et/ou
macrophages sont localisés au niveau des segmdetsias des photorécepteurs, dans un
plan focal compatible avec nos observations pafQc$nsuite, ces points autofluorescents ne
peuvent pas correspondre a des déep6ts semblables druses puisque que les druses sont
classiqguement présents dans la membrane de Bruogte ¢ laser argon utilisé a 488 nm n’est
pas capable de traverser la couche des cellulesépdighélium pigmentaire riches en
mélanine. Par ailleurs, si il y avait une activatates cellules microgliales et/ou macrophages
in vivo alors elles ont certainement phagocyté des dételkilaires et des cellules
apoptotiques (cellules épithéliales pigmentaireplaitorécepteurs) contetant probablement
des granules de lipofuscine (autoflorescents ai@Baccumulées au cours du vieillissement.
Ceci expliquerait alors les points autofluorescestiservés par cSLO. Enfin, les mesures
effectuées sur les dépots autofluorescents par c8t@es cellules microgliales et/ou
macrophages en immunohistochimie révelent des diem&emblables entre 20 et gt.
D’autre part, aucun point autofluorescent, ni agcgellule microgliale et/ou macrophage

n'ont été retrouvés chez les souris sauvages t&mbDim récentes études ont fait le lien entre
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des dépdts autofluorescents observés au fond dtdzilprésence de cellules microgliales ou
macrophages dans la rétine chez des souris inealipéur le gen€cl2 ou Ccr2 (Luhmann

et al. 2009; Chenet al. 2011) De plus, les phénomeénes d’inflammation dans tiaeéont
relativement bien décrits au cours du vieillissetetrdans les rétinopathies liées a I'age. En
effet, de nombreuses études décrivent l'activatthn complément(Jha et al. 2007)
I'activation de cellules microgliales et I'infiltt@n de macrophages de la choroide au cours de
la DMLA (Penfold et al. 2001; Rodrigues 2007; Patel and Chan 2008; Xet al. 2009)
Ainsi, ces résultats permettent 1) de confirmer lgusouris ApoBog,LDLR™ est un modéle

de vieillissement de I'ceil humain, a la charniénéres un vieillissement physiologique et la

rétinopathie et 2) de caractériser un peu mieuxaeele murin.

Souris sauvages : témoins vs exposées aux factgé@rsgerateurs de stress oxydatif et de
PTG

L’exposition chronique des souris sauvages visdliges aux facteurs lumiére ou lumiére+D-
galactose, aboutit & des altérations structuralésnetionnelles de la rétine semblables a ce
qu’on observe chez les souris ApeLDLR™ témoin. En effet, aprés deux mois, ces souris
présentent une perte de sensibilité a la lumiergeren évidence par électrorétinographie
(ERG), des dépdts autofluorescents au fond d'cedlemtdés par cSLO et des cellules
microgliales et/ou macrophages au niveau des sdagragternes des photorécepteurs. Malgré
une augmentation (non significative) de I'expresgieVegfet de ses récepteufsir et Fltl,
aucune modification vasculaire n’a été observée.

Il semble donc que les facteurs auxquels les s@atsages vieillissantes ont été exposées,
induisent une augmentation des signes de vieifliss¢ rétinien, voire déclenchent une

réponse inflammatoire propice au développementadiétinopathie.

Souris ApoBoo,LDLR™ : témoins vs exposées aux facteurs générateurstass oxydatif et
de PTG

Chez les souris ApoB,LDLR™ exposées aux facteurs lumiére et lumiére+D-gasacto
certaines altérations physiologiques de la rétom¢ amplifiees par rapport a ce qu’on observe
chez les souris Apo,LDLR™ témoin. En effet, pour chaque condition on obsame
aggravation de la diminution de la réponse des quhoepteurs (onde-a) suite a une
stimulation lumineuse. En revanche, en ce qui corecda réponse de la rétine interne,
I'altération n’est aggravée qu’en condition lumigbegalactose. Aucune modification de la

sensibilité rétinienne n'a été observée par rapmaxtsouris ApoRy,LDLR™ témoin. Malgré
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une augmentation (non significative) de I'expresgieVegfet de ses récepteufsir et Fltl,
aucune modification vasculaire n'a été observéerdmanche, les dépbtbservés en fond
d’ceil et les cellules microgliales et/ou macropltagieservés chez les souris ApgB.DLR™
témoins sont clairement augmentés chez les soyisBA,LDLR™ exposées aux facteurs
lumiere et lumiére+D-galactose.

Nous ne pouvons donc pas prétendre que les facteguels ces souris sont exposées
puissent induire un état pathologique sévere (resmarisation). Néanmoins, il semble qu’ils
soient susceptibles d’induire une augmentation adeéponse inflammatoire qui peut étre
impliquée dans les stades précoces de DMLA. Nousrdetoutefois rester vigilants sur ces
conclusions car si nous avons observé une nettenentgtion du nombre de points
autofluorescents et de cellules microgliales etfmcrophages chez les souris exposées aux
facteurs comparé aux souris témoins, les analysesinohistochimiques et I'observation du

fond d’ceil au cSLO procurent des résultats d’orralitatifs et non quantitatifs.

Facteurs générateurs de stress oxydatif et de PTAROB, oo, LDLR™ vs souris sauvages.

Si on compare les deux souches murines en conglitioniere et lumiere+D-galactose, on
constate que I'aggravation des altérations liégiaillissement (conditions témoins) constatés
chez les souris ApoR,LDLR” par rapport aux souris sauvages semblent étraudeé
lorsque les deux souches sont exposées aux fagknésateurs de stress oxydatif et de PTG.
En effet, la diminution de la fonction rétiniennéest pas aggravée chez les souris
ApoB1oo, LDLR™ exposées aux facteurs lumiére et lumiére+D-gasagbar rapport aux souris
sauvages dans les mémes conditions. De plus stiblee qu'il y ait plus de cellules
microgliales chez les souris ApaBLDLR™ que chez les souris sauvages par marquage
immunochimiques, les examens au fond d’ceil ne piéemtepas de confirmer cette hypothése
car les points d’autofluorescents peuvent étre musmoins visibles selon l'angle de
réfraction de la lumiére. Par ailleurs comme noawsohs indiqué précédemment, les
marquages immunohistochimiques ne donnent qu’urfernration qualitative et non
guantitative.

Il semble donc que les facteurs générant un swoegdatif et des PTG soient capables
d’'induire une augmentation des signes de vieiliismg de la rétine chez les deux souches de
souris. Cependant, contrairement a ce que nousdaites, I'impact de ces facteurs sur le
vieillissement rétinien n'est pas fortement aggrakiéz la souris Apoﬁo,LDLR"' comparé
aux souris sauvages avec comme effet principal angmentation de la réponse

inflammatoire de la rétine traduit par une augmtoriede I'autofluorescence de la rétine et la
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présence de cellules microgliales et/ou macrophagesiveau des segments externes de la

rétine.

Ainsi, bien que les effets déléteres causés parfamsurs ne semblent pas suffisants pour
induire un état pathologique sévére ni chez lesrisosauvages, ni chez les souris
ApoBloo,LDLR"‘. lIs induisent néanmoins une augmentation dessige vieillissement chez
les deux souches. En effet, les altérations liésteass oxydatif et aux PTG sont nettement
augmentées chez les souris sauvages qui présealtast des signes de vieillissement
semblables & ceux observés chez les souris AgbBLR™ témoins. Chez les souris
ApoB1oo, LDLR” exposées aux facteurs de stress, les signesitisséenent de la rétine sont
aggravés par rapport aux souris ApeR.DLR™” témoins. Cependant, I'impact des facteurs
de stress est cependant moins flagrant que chesoles sauvages. En effet, chez les souris
ApoB1oo, LDLR™, seule la réponse inflammatoire semble étre autgraen

Ces données mettent en évidence 1) le role promates facteurs environnementaux
générateurs de stress oxydant et de PTG sur Idisgement rétinien et 2) I'importance
prépondérante des facteurs environnementaux ppontag un facteur genétique (invalidation
du géne LdIr dans un contexte d’expression exatudey 'ApoB oo dans notre cas). En effet,
nous avons montré dans un premier temps que lesufaenvironnementaux et/ou endogenes
peuvent accélérer le vieillissement rétinien. Foasis avons montré que, dans un contexte
géneétique de vieillissement de la rétine, 'asdamiade facteurs environnementaux et/ou
endogenes générateurs de stress oxydatif et de p&€LG induire une augmentation de
linflammation dans la rétine mais n’est pas saffis pour le déclenchement d'une

rétinopathie
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Troisieme partie :
Etude des effets d’'un régime pro-diabétique
sur le vieillissement rétinien chez la souris
ApoBioo LDLR ™.
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Problématique

Depuis quelques décennies, nos habitudes alimestaomt accompagné de fortes
transformations socioculturelles. Nous consommdans pche, plus gras, plus sucré et le
nombre de personnes diabétiques est en constagneeatation dans les pays industrialisés.
La rétinopathie diabétique et la DMLA possedent dasactéristiques communes tant au
niveau de leur impact sur la vision qu'au niveaulale étiologie. Comme l'ont réecemment
montré Chiu et Taylor, certaines voies biochimiquesnme le stress oxydatif et la glycation
non enzymatique des protéines, induites par uneerflyzémie, sont des mécanismes
communs a la DMLA et la RPChiu and Taylor 2011) De plus, il a été montré chez des
rongeurs qu’un régime riche en fructose, permatddiire une résistance a l'insuline et le
syndrome métaboliquéBasciano et al. 2005; Havel 2005; Tran et al. 2009) Ces
modifications phénotypiques se caractérisent paraugmentation de I'hypertension et une
lipogeneése aboutissant a une augmentation des ¢wmuxVLDL et LDL circulants
(dyslipidémie).

Dans ce contexte nous avons cherché a savoir daeke gnmesure les modifications
biochimiques (ERO et PTG) et phénotypiques (dydépiie) induit par un régime enrichi en
fructose sont susceptibles de:

1) participer au vieillissement de la rétine et

2) provoquer le basculement d'un vieillissemeniniéh physiologique vers un phénotype
proche d’'une rétinopathie, assimilable a un étatétieopathie diabétique, dans un contexte

génétique promoteur du vieillissement rétinien (0&poB.oLDLR™).

Pour répondre a ces questions des souris sauviades souris ApoRo,LDLR™ agées de 14
semaines ont été nourries avec un régime enriébPade fructose durant 8 mois. L'effet de
ce régime a ensuite été évalué sur la fonctiomiegthe, sur la structure de la rétine et du

réseau vasculaire et sur I'expression genique ldargtine neurale et le complexe RPE-Ch.

Les résultats de ces travaux ont été soumis dajasifeal « Investigative & Ophthalmology
Visual Science ».
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Abstract

Purpose

Insulin resistance is one of the biochemical features of the metabolic syndrome that
predisposes individuals to diabetes. Our purpose was to characterize the functional and gene
expression changes in the retina after long-term feeding of mice with a fructose-enriched
diet, used to elicit insulin resistance.

Methods

Control and ApoBmo,LDLR"' mice were fed a 60%-fructose diet for 8 months. Single flash
and Flicker electroretinograms were recorded. Images of fundus autofluorescence, choroidal
and retinal angiography were taken. Expression of various genes coding nuclear receptors,
enzymes and lipid transporters was analyzed by RT-qPCR in the neurosensory retina (NR)
and choroid plus retinal pigment epithelium (RPE-Ch).

Results

Feeding fructose significantly up-regulated gene expression of Apoe, Abca4, Abcg1, Srb1,
Cyp46ai, Cyp27at, Lrp1, Lcat, Hmgcr, Insig1, Nfkb1, Nfkb2, Lxra, Ppard, Bax, Gfap, Hk1,
Htra1, and Vegfin the NR from both strains of mice. Fructose feeding significantly reduced a-
and b-wave amplitudes of the dark-adapted electroretinogram and rod sensitivity to light
stimulus by 0.3 log units in both strains of mice. No clinical signs of retinal vasculature
abnormalities were observed in fructose-fed mice. ApoB1oo,LDLR"' mice, used as a model of
aging of the human retina, did not exhibit greater reactivity to fructose feeding than wild-type
animals.

Conclusion

Our data demonstrate that, at early stages of insulin resistance and metabolic syndrome, the
function of the NR is impaired and gene expression is altered. These data outline several
molecular lipid-associated mechanisms that would predispose the retina to the

consequences of metabolic syndrome.
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Aging is a multifactorial process associated with physiological and neurosensory decline. The
retina is the association of the neuroretina (NR) and the retinal pigment epithelium (RPE).
The RPE is supported by a basal membrane called Bruch’s membrane (BrM), which is in
contact with the vascular choroid. Aging of the retina is characterized by the retention of
lipids within BrM." It has been postulated that such accumulation of lipid-rich material impairs
the exchanges of nutrients from and to the NR? reducing the capacity of the retina to
respond to light stimulus.® In conjunction with the remodeling of the extracellular matrix in
BrM, this accumulation may participate in the development of age-related macular
degeneration (AMD).* AMD is the leading cause of visual impairment in Western countries.®
lts prevalence was recently reported to be 6.5% after 40 years of age in the USA?, rising to
30% after 75 years.” After advanced age, which is the prominent risk factor, both genetic and
environmental factors participate in AMD.® The influence of metabolic syndrome/diabetes
and AMD remains controversial, although weak associations have been noted.®
Nevertheless, there is a strong body of evidence — at least experimental — for associating
increased oxidative stress, aging and AMD.'™® As recently reviewed, some hyperglycemia-
related pathways, including oxidative stress, are common mechanisms to diabetic
retinopathy and AMD."’

We previously published that the ApoB1,LDLR™™ mouse is a relevant model of aging of the
human retina.’® This mouse exhibits fundus autofluorescence, accumulation of lipids in BriM,
and reduced response of the retina to light stimulus.® It can therefore be considered to be at
a pre-AMD stage, at the hinge between aging and pathology. Consequently, it is suitable to
better characterize the role of environmental factors in amplifying the signs of retinal aging. In
rodents, a high-fructose diet (FD) is widely used to induce insulin resistance and metabolic
syndrome.®"® The purpose of this study was first to define whether a FD would promote
aging of the retina, in terms of fundus autofluorescence and retinal vascularization, in the
ApoBigo,LDLR™ mouse, by comparison with a control mouse strain. Secondly, we ought to
evaluate changes in gene expression in both the NR and the RPE plus choroid complex

(RPE-Ch) in these animals.
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Methods

Mice

The animals were used in accordance with the ARVO Statement for the Use of Animals in
Ophthalmic and Vision Research. French legal and institutional ethics committee review
board approvals were obtained. Wild-type B6-129SF2/J (WT) and ApoBig,LDLR™ mice,
whose retinal phenotype was initially documented by our group®, were fed a standard
equilibrated chow diet (Table 1) (128S; Harlan- Teklad, Gannat, France) until the age of 14
weeks and maintained under controlled conditions of temperature (22 £ 1°C), hygrometry
(55-60%), and light (lights on 7AM-7PM, 18 lux) (animal breeding house; INRA, Dijon,
France). During the following 8 months, one group of each strain was maintained on the
standard diet (128S; Harlan-Teklad, Gannat, France) (n=8 in WT, n=9 in ApoBiq0,LDLR™),
and one group was fed a 60%-fructose-rich diet (Table 1) (UPAE, Jouy-en-Josas, France)
(n=8in WT, n=9in ApoB1gO,LDLR"').

Electroretinography

Electroretinography (ERG) was performed according to previously described procedures.®™
Before ERG recordings, mice were dark-adapted overnight. All further procedures were
carried out under dim red light (A>650 nm) and at a constant temperature of 25°C. The
animals were anesthetized with subcutaneous injection of ketamine (50 mg/kg, Imalgene®
1000, Merial, Lyon, France) and xylazine (10 mg/kg, Rompun® 2%, Bayer, Puteau, France).
Their pupils were dilated with 0.5% tropicamide (Ciba Vision Ophthalmics, Blagnac, France).
After 10 min, the mice were positioned on a warming plate that maintained a constant body
temperature and the electrodes were put in place. The ERG was recorded via a corneal
electrode placed on each eye (thin gold wire with a 3-mm-ring end), and reference and
ground electrodes (silver needle) placed on the forehead and tail, respectively. The mice
were placed in a white sphere that mimics a Ganzfeld dome. The retina was stimulated by a
photostimulator (model PS33 PLUS, Grass Telefactor, Astro-Med Inc., West Warwick, USA)
delivering light flashes to the eye through fiber optics. The response of the retina was

amplified and analyzed with a computer-based control and recording unit (PhysioTrace,
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Estaris Monitoring, Lille, France). The band-pass filter width was 1-300 Hz for single-flash
and flicker-stimuli recordings. The band-pass filter cutoff frequencies were 0.1 and 3000 Hz.
Single-flash recordings were obtained from three different intensity stimulations: 1 Hz
stimulation for 30 s at 9 mecd.s/m? and 10 stimulations at 2500 mcd.s/m? and 28000 mcds/m?
with an interstimulus interval of 17 s. Flicker recordings were obtained from 19 different
intensity stimulations extending from 0.01 at 28000 mcd.s/m? with a frequency at 10 Hz. The
amplitudes and latencies were determined for each recording and were measured from the
baseline (a-wave) or fram the peak of the a-wave (b-wave).

Fundus Photography

In vive black-and-white images of the fundus were obtained with Heidelberg Retina
Angiograph (HRA) (Heidelberg Engineering GmbH, Heidelberg, Germany), as described
elsewhere.” The HRA is a confocal scanning laser ophthalmoscope (cSLO) using different
lasers deflected by a mirror oscillating sinusoidally at a frequency up to 20 Hz. Reflectance
images of the fundus were acquired using the infrared diode laser (795 nm), the argon green
laser (514 nm), and the argon blue wavelength (488 nm). Variation of laser beam focus
allowed visualization of the different layers of the fundus (i.e., retina versus RPE). The size of
the square scan field was set to 20°x20° and 10°x10°. Methylcellulose (Humigel®, Virbac,
Carros, France) was applied on the eyes to ensure good contact with the optical lens and to
keep the cornea hydrated during the entire procedure.

¢cSLO Angiography

Retinal and choroidal vasculature changes were evaluated as described elsewhere' after a
subcutaneous injection of 10% fluorescein sodium salt (Sigma-Aldrich, Saint Quentin
Fallavier, France) (100 pL/30 g body weight) and 0.4% monopeak indocyanine green (ICG)
(Infracyanine® 25 mg, SERB, Paris, France) (0.5 mL/30 g body weight). Retinal and choroidal
vessels began filling approximately 30 s after administration. Although timing varied with
subcutaneous absorption, single still pictures and depth scan movies were taken in an
average time of 5-10 min after dye administration. Pictures from retinal and choroidal

vasculature were recorded with an argon blue laser (488 nm) for excitation during fluorescein
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angiography and an infrared diode laser (795 nm) for excitation during ICG angiography.
Barrier filters at 500 and 800 nm provided the optimal cutoff at the respective peak
fluorescence emission values for the two types of angiography. The size of the square scan
field was set to 20°x20° and 10°x10°.

Gene Expression

After 8 months, mice were euthanized and enucleated. The anterior segment of the eye was
removed after a circular section at the limbus. The NR and RPE-Ch were separated and
stored in RNA later® solution (Saint Aubin, France) at —80°C until further mRNA extraction.
mRNA from the NR and RPE-Ch were extracted using the RNAqueous® Kit (Applied
Biosystems, Courtaboeuf, France) according to the manufacturer's procedure and quantified
using the NanoDrop® ND-1000 spectrophotometer (Thermo Scientific, lllkirch, France). The
expression of 56 genes (Table 3) was analyzed by TagMan® RT-PCR. In brief, RT was done
with the High-capacity RNA-to-cDNA Master Mix (Applied Biosystems, Courtaboeuf, France)
in a C1000 Thermal Cycler C1000 (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France) using the
following temperature program: 50 min at 37°C, 15 min at 70°C, and 5 min at 4°C. cDNA
were stored at —20°C until PCR amplification. PCRs were performed in 10 L of PCR buffer

®

containing 5 pL of 2x TagMan™ Fast Universal Master Mix (Applied Biosystems, Courtaboeuf,
France) and 5 uL of amplified cDNA (5-50 ng cDNA per reaction). The reaction was
performed in custom 96-well FAST plates. PCR amplification was carried out with StepOne ™
Real-Time PCR Systems (Applied Biosystems, Courtaboeuf, France) with the following
cycling parameters: 95°C for 20 s followed by 40 repeats of the PCR cycle of 95°C for 20 s
and 60°C for 10 s. The raw Ct (cycle threshold) values were exported and analyzed into
DataAssit software (Applied Biosystems, Courtaboeuf, France) to determine the relative
expression of each gene. Gadd45a, B2m and Gusb genes were used as reference genes to

normalize the Ct values of the target genes, and control samples were used as reference

groups.
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Results

A fructose-rich diet reduced retinal function and rod sensitivity

The FD impairs the single-flash scotopic ERG response in both strains of mice. Indeed, the
a- and b-wave amplitudes were reduced in mice fed the FD compared to mice fed the control
diet. The amplitude of the a-wave was decreased by 33.4% in WT mice fed the FD (p<0.01)
and by 55.5% in the ApoBig,LDLR™ mice (p<0.001), compared to mice from the
corresponding strain fed the control diet. Similarly, b-wave amplitudes were decreased by
38% in WT mice (p=0.03) and 41% in ApoBig,LDLR™ mice (p=0.03). The FD significantly
raised the a-wave latency in WT mice, whereas nc modifications were observed in
ApoBigo,LDLR™ mice (Figure 1).

The fixed-frequency Flicker ERG is a valuable tool to separately evaluate the sensitivity of
rod and cone photoreceptors.’® In both strains of mice fed the FD, the peak of rod sensitivity
was switched by 0.3 log units on the right, suggesting a loss of sensitivity. Indeed, the
maximal response was reached with a stimulus intensity of 44 mecd.s/m? in mice fed the FD
compared to 20 mcd.s/m? in WT mice. No cone sensitivity modifications were observed in

WT and ApoBmo,LDLR'/' fed the FD (Figure 2).

The fructose diet marginally increased fundus autofluorescence and did not affect
retinal and choroidal angiography

No abnormalities were observed in retinal and choroidal vessels in ApoBmo,LDLR"' and WT
mice fed either the control diet or the FD (Figure 3). However, fundus imaging at the 488 nm
wavelength clearly illustrated the accumulation of autofluorescent dots and pericytes in the
NR of ApoBig,LDLR™ mice fed the control diet (Figure 4), as previously published.’
Although ¢SLO gives mainly qualitative data, in order to quantitatively illustrate the effect of
FD on fundus autofluorescence, we graded the fundus images using the following features:
normal fundus, presence of autofluorescent pericytes, and/or presence of punctuated
autofluorescent dots. The FD had only a minor raising effect on the accumulation of

autofluorescent dots in the fundus of the animals (Figure 4).
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Strain differences in gene expression in the NR and RPE-Ch between wild-type and
ApoBioo,LDLR™™ mice fed a standard balanced diet

As expected, LDLR was not expressed in ApoB;q0,LDLR™ mice, at least at Ct far above the
limit to be considered relevant (Ct>40). Figure 5 is heat map representation of individual RQs
of gene expression in the NR of wild-type and ApoBq,LDLR™" mice. Figure 6 is the heat
map representation of individual RQs of gene expression in RPE-Ch of wild-type and
ApoBmo,LDLR"' mice. Under a standard diet, gene expression of Abcg? (mean RQ=3.8,
p=0.029), Hfra1 (RQ=3.1, p=0.029), and Nos2 (RQ=2, p=0.015) was up-regulated in the NR
of ApoBigo,LDLR™™ mice compared to WT animals. In RPE-Ch, Abca?, Cxcr3, and Cd18
genes were up-regulated (RQ=1.6, p=0.004; RQ=2.4, p=0.046; and RQ=1.6, p=0.009,
respectively), whereas the expression of Acat! and Hmgcr genes was down-regulated in
ApoB100,LDLR™ mice compared to WT mice (RQ=0.52, p=0.007 and RQ=0.57, p=0.016,
respectively). Up-regulation of Vegf gene expression in the NR and Cd36 in RPE-Ch of
ApoBi0o,LDLR™ mice was close to reaching significance (RQ=1.7, p=0.059; and RQ=1.5,

p=0.055, respectively).

Feeding fructose modified gene expression in the NR and RPE-Ch

Common effects of the FD in both wild-type and ApoB,og,LDLR"' mice

In the NR, both strains of mice showed a similar induction of Apoe (RQ=2.5, p=0.042 in WT
and RQ=4.4, p=0.0015 in ApoBip LDLR™), Srb? (RQ=5.6, p=0.0015; and RQ=4.5,
p=0.0019), Cyp46al (RQ=3.7, p=0.0009; and RQ=4.5, p<0.0001), Cyp27al (RQ=4.1,
p=0.002; and RQ=3.1, p=0.02), Gfap (RQ=4.5, p=0.0081; and RQ=8.4, p=0.007), Hmgcr
(RQ=2.5, p=0.0043; and RQ=1.8, p=0.008), Lrp1 (RQ=4.9, p=0.0001; and RQ=2.7,
p=0.002), LCAT (RQ=2.9, p=0.011; and RQ=3, p=0.012), Lxra (RQ=3.7, p=0.04; and
RQ=5.3, p=0.04), Ppard (RQ=9.3, p=0.01; and RQ=6.1, p=0.01), Bax (RQ=3.8, p=0.0008;
and RQ=2.1, p=0.016), Hifra1 (RQ=10.5, p=0.002; and RQ=3.2 p=0.013), Hk1 (RQ=8.2,

p=0.0027; and RQ=4.8, p=0.012), Insig1 (RQ=6, p=0.0017; and RQ=3.8, p=0.005), and Vegf
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(RQ=5.2, p=0.0018; and RQ=2.3, p=0.0008) genes; and a similar down-regulation of the Lp/
(RQ=0.71, p=0.03; and RQ=0.58, p=0.006) gene in response to the FD (Figure 5). In RPE-
Ch, both strains of mice showed similar inhibition of Sod2 gene expression in response to the

FD (RQ=0.6, p=0.01: and RQ=0.67, p=0.01) (Figure 6).

Specific effects of FD in wild-type mice

In addition to the genes listed above, the FD up-regulated Ldir (RQ=2.7, p=0.015), Abca4
(RQ=5.4, p=0.02), Abcg? (RQ=22, p=0.025), and Srebp1 (RQ=2.1, p=0.0029) in the NR of
WT mice (Figure 5). In RPE-Ch, the expression of Abca? (RQ=1.5, p=0.018), Nfkb2
(RQ=1.9, p=0.02), Cd18 (RQ=1.9, p=0.01), and Lcat (RQ=3.5, p=0.05) was up-regulated,
whereas the expression of Acat1 (RQ=0.38, p=0.002), Clusterin (RQ=0.62, p=0.007), Mtp

(RQ=0.26, p=0.02), and Cc/2 (RQ=0.6, p=0.006) was down-regulated (Figure 6).

Specific effects of FD in ApoB00,LDLR™™ mice
The FD up-regulated Abca1 (RQ=0.56, p=0.044), Nfkb1 (RQ=2.6, p=0.009), Nfkb2 (RQ=6.7,
p=0.01) and down-regulated vimentin in the NR from ApoB;g,LDLR™ mice (Figure 5). In

RPE-Ch, Cd36 was up-regulated (RQ=1.8, p=0.023) (Figure 6).
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Discussion

We previously published data on the retinal phenotype of the ApoBio,LDLR™ mouse. We
showed that this mouse exhibits fundus autofluorescence, reduced electroretinographic
response, and accumulation of cholesteryl esters within BrM upon age.® These features
make this mouse a relevant model of aging of the human retina since these signs are
hallmarks of aging in humans® and are associated with AMD." The present work first provides
data on the process of age-related accumulation of cholesterol and cholesteryl esters within
the retina, at the level of gene expression. The lack of Ldlr expression in ApoBm,LDLR"'
mice leads to the abrogation of the recognition of ApoBige-rich lipoproteins. Subsequently,
the delivery of nutrients, including lipids, to the RPE and NR is likely impaired, leading to
reduced functionality of the retina, as exemplified by electroretinographic data.* We first
found that Abcg? in the NR, Abca? in RPE-Ch, and to a lesser extent Cd36 genes in the NR,
were up-regulated in ApoBip,LDLR™ mice when compared to wild-type animals. We
suggest that CD36, ABCG1, and ABCA1 may participate, at the expense of LDLR, in the
metabolism of lipids in the retina. ABCG1 is expressed in the NR'", ABCA1 in RPE-Ch'é, and
CD36 in both NR and RPE-Ch."™ The exact role played by these proteins in the retina
remains elusive. Nevertheless, by analogy with their invalvement in the export of cholesterol
from macrophages'®?°, up-regulation of Abcg?, Abca?, and Cd36 in the ApoBio,LDLR™"
mouse may be considered as an alternate process to govern lipid export, including
cholestercl from retinal structures. Down-regulation of Acat? and Hmgcr in ApoBm,LDLR"'
may also participate in the same mechanism of cholesterol homeostasis. Indeed, these
enzymes are key regulators for the synthesis of cholesterol and cholesteryl esters. Up-
regulation of Abca? and correlative down-regulation of Acat? in RPE-Ch of ApoBm,LDLR"'
mice are consistent with previous data showing enhanced gene expression of ABCA1 in
ACAT1™" macrophages.?’ We suggest that up-regulation of ABCG1, ABCA1, and CD36 and
down-regulation of ACAT1 and HMGCR may counterbalance the accumulation of cholesteryl

esters in BrM of ApoByo,LDLR™" mice shown in vivo.®
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Interestingly, we reported significant up-regulation of Htra1 gene and close to significant up-
regulation of Vegf gene expression in the NR of ApoBig,LDLR™ mice. These changes in
gene expression indicate the relevance of ApoBig,LDLR™™ mouse as a pre-AMD model.
Indeed, overexpression of HTRA1 in mice has been associated with ultrastructural changes
in BrM, similar to those observed in AMD.?*** Increased expression of HTRA1 has also been
associated with up-regulation of VEGF expression and choroidal vasculopathy.?

The primary objective of our study was to characterize and delineate the consequences for
the retina of high-fructose feeding in wild-type mice and a pre-AMD mouse model.
High-fructose feeding has been widely used to induce hyperinsulinemia, insulin resistance,
lipogenesis, and hypertension in rodents, which initiate metabolic syndrome.'>*?® We first
showed that under these dietary conditions, retinal functionality is partially impaired, whereas
no vascular changes were cbservable (Figure 3). Rod sensitivity was lowered (Figure 2), as
well as the response of the neurons from the inner retina (Figure 1). The FD had a
promoting, although minor, effect on the accumulation of fundus autoflucrescence (Figure 4).
Our data on gene expression are consistent with the induction and repression of several
pathways in connection with the development of insulin resistance, although we have lacked
obvious demonstration that our mouse models developed insulin resistance in response to
FD. It should nevertheless be mentioned that a FD has been widely used in rodents to
induce insulin resistance and metabolic syndrome.’®'* The down-regulation of Sod2 in RPE-
Ch of mice fed the FD is consistent with the reduction of the antioxidant defenses and
increased oxidative stress in high-fructose feeding conditions.?® In our study, Hk7 gene is
strongly up-regulated in the NR. Hexokinase-1 is mainly localized in the outer mitochondrial
membrane where it initiates glycolysis by catalyzing the formation of hexose-6-phosphate. It
has been demonstrated that the expression of hexokinase-1 is increased upon
hyperglycemia in isolated glomeruli of diabetic animals.”” The relevance of such increased
expression may be linked to the neuroprotective property of mitochondrial-bound hexokinase
| activity that maintains adequate glutathione levels and prevents neuronal oxidative

damage.”®* Our finding therefore highlights the ability of the NR to respond to ambient
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glucose concentrations, especially by enhanced glial reactivity as exemplified by GFAP
induction.

Acetyl-coA, dihydroxyacetone phosphate, and glyceraldehyde are end-products of glycolysis
that, in excess, are further used in lipogenesis.?® Fructose has the ability to by-pass the main
regulatory step of glycolysis controlled by phosphofructokinase. Thus, while glucose
metabolism is negatively regulated by phosphofructokinase, fructose continuously enters the
glycolytic pathway and produces pyruvate, which promotes the synthesis of cholesterol and
triglyceride and secretion of VLDL and LDL by the liver. In our study, the increase of Hmgcer
and Srebp gene expression in NR suggests an increase of lipid synthesis, including
cholestercl in the FD condition.

Our work has clearly identified PPARS and LXRa as the main nuclear receptors whose
expression is induced by FD. Several genes mentioned are LXR-target genes and up-
regulated by FD: Apoe, Abcat, Abcg1, Ldlr, Srebp, and Vegf. Both the NR and RPE cells
express various proteins that participate in cholesterol trafficking: VLDLR, LCAT, LDLR,
LPR1, CD36, ABCA1, ABCG1, SRBI, and APOE."®*** Qur experiment found increased
gene expression of these transporters in WT animals: Ldlr, Srb1, Lrp1, Abcat, Abcg1, and
Apoe, which may confirm the trend for an enhanced cholesterol efflux in the NR and RPE-Ch
in response to elevated cholesterol synthesis.

Among the processes that maintain cholesterol homeostasis, the conversion of cholesterol
into more polar metabolites is of peculiar importance. CYP27A1 and CYP46A1 are
cytochrome P450 enzymes that are responsible for the synthesis of 27-hydroxycholesterol
and 24S-hydroxycholesterol, respectively. Both enzymes are expressed in RPE-Ch and/or
NR.*"*" The up-regulation of Cyp27at and Cyp46a1 genes in the NR suggests an increase
of cholesterol efflux. 24S-hydroxycholesterol is one of the most potent LXR inducers, at least
in vitro®® Recent in vivo data have shown that enhanced production of 24S-
hydroxycholesterol in the central nervous system is not sufficient to up-regulate LXR-
dependent genes: Apoe, Abca1, Abcg1, and Srebp.*® Glucose and glucose-8-phosphate are

also LXR ligands.*® Consequently, we suggest that the aforementioned increase in both Hk1
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and Cyp46a1 gene expression may activate LXR gene expression via enhanced synthesis of
glucose-6-phosphate and 24S-hydroxycholestercl in the NR. We suspect a similar
mechanism to explain the induction of VEGF since the Vegf gene is driven, at least in part,
by LXRa.*" VEGF is a key regulator for neovascularization, especially in conjunction with
overexpression of HTRA1.%2 Although we failed to observe neovascularization in our models,
the Vegf and Hira1l genes were up-regulated by FD. We can therefore suggest that FD
promotes but is nat sufficient for the development of retinal neovascularization.

Interestingly, we noted that the main cholesterol transporters exhibited a different pattern of
expression in the NR in WT and ApoBmo,LDLR"' mice. Indeed, on the one hand, Abcg? and
Ldlr were specifically up-regulated in the NR of WT mice, whereas Abcg? gene expression
was not modified in ApoB1gs,LDLR™ mice. On the other hand, Abca? and Cd36 expression
was up-regulated in ApoBigo,LDLR™ mice but not in WT mice. These transporters participate
in the transpart of cholesterol to ApoE-rich lipoproteins. It has been previously postulated that
the export of cholesterol from glia to ApoE-rich particles is mainly dependent on ABCG1, and
to a lesser extent on ABCA1.* Our data suggest that, under standard conditions —i.e., in WT
animals — LDLR and ABCG1 closely interact to promote the export of cholesterol to ApoE-
rich particles. While LDLR is lacking — i.e., in ApoBmo,LDLR"' mice — CD36 is expressed and
interacts with ABCA1.

INSIG1 plays a critical role in diminishing cholesterol concentrations in cells.** INSIG1
expression is under the control of PPARS.* The increased expression of PPARS and INSIG1
in our study is consistent with the early adaptive response of cells to metabolic disturbances,
as has been reported for INSIG1 in white adipase tissue of animals in the early phases of
diet-induced obesity.** PPARS and INSIG1 may represent potential targets in the prevention

of the consequences of insulin resistance in the retina, including lipogenesis.

In summary, this study provides experimental data that a high-fructose diet modulated the

expression of genes associated with cholesterol and lipid trafficking in the neurosensory
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retina and RPE-Ch. We identified the synergistic role of ABCG1 and LDLR on the one hand
and ABCA1 and CD36 on the other hand in exporting lipids, including cholesterol. PPARS
and LXRa were identified as the main nuclear receptors in these effects. The absence of
vascular abnormalities in the retina suggests that modifications of gene expression occur at
the early stages of retinopathy. Our findings demonstrate the importance of maintaining lipid
homeostasis to prevent the development of diabetic complications in the retina. Indeed, a
recent paper in streptozotocin-induced diabetic rats reported that the LXR-dependent
expression of genes involved in lipid metabolism ranked number 4 among genes modified in
the diabetic retina.*® The retinal aging-prone context raised by the ApoB140,LDLR™ genotype
did not amplify the effects of the FD in retinal functionality and gene expression, highlighting
the potency of environmental dietary factors to modify function and lipid homeostasis in the

retina.
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Tables

Table 1: Composition of the experimental diets

Standard Fructose-enriched
In g per kg of diet

Casein 180

Cornstarch 460 90

Sucrose 230 0

Fructose 0 600
Cellulose 20
Mineral mix® 50
Vitamin mix® 10
Fat 50

a

Composition (g/kg): sucrose, 110.7; CaCO;, 240; K;HPO4 215; CaHPOQO, 215;
MgS0,,7H20, 100; NaCl, 60; MgO, 40; FeS0O,,7H20, 8; ZnS0,,7H20, 7; MnSO,,H,0, 2;
CuS04,5H,0, 1; NazSiO7,3H,0, 0.5; AIK(SO,),,12H.0, 0.2; K,CrO4 0.15; NaF, 0.1;
NiSQ4,6H,0, 0.1; H,BO;, 0.1; CoS0O,4,7H,0, 0.05; KlO;, 0.04; (NH,;)6Mo;024,4H,0, 0.02;
LiCl, 0.015; NaySe0s, 0.015; NH,VO3, 0.01.

® Composition (g/kg): sucrose, 549.45; retinyl acetate, 1; cholecalciferol, 0.25; DL- -
tocopheryl acetate, 20; phylloquinone, 0.1; thiamine HCI, 1; riboflavin, 1; nicotinic acid, 5;
calcium pantothenate, 2.5; pyridoxine HCI, 1; biotin, 1; folic acid, 0.2; cyanocobalamin, 2.5;

choline HCI, 200; DL-methionine, 200; p-aminobenzoic acid, 5; inositol, 10.
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Table 2: List of the 56 genes whose expression was evaluated

Reference

Gene name

Mm00432802_m1

Growth arrest and DNA-damage-inducible 45 A (Gadd45a)

MmQ0437762_m1

Beta 2 microglobulin (B2m)

MmQ0446953_m1

Glucuronidase b (Gusb)

MmO0507463_m1

Acetyl-Coenzyme A acetyltransferase 1 (Acat?)

MmQ0437573_m1

Apolipoprotein E (Apoe)

Mm005435833_m1

Arachidonate 12-lipoxygenase (Alox12)

MmQ1250458_m1

Arachidonate 15-lipoxygenase (Alox15)

MmQ1182743_m1

Arachidonate 5-lipoxygenase (Alox5)

Mm01350760_m1

ATP-binding cassette, sub-family A, member 1 (Abca”)

MmQ00492035_m1

ATP-binding cassette, sub-family A, member 4 (Abcad)

MmQ1348250_m1

ATP-binding cassette, sub-family G, member 1 (Abcg1)

Mm00446249_m1

ATP-binding cassette, sub-family G, member 5 (Abcg5)

MmQ0445980_m1

ATP-binding cassette, sub-family G, member 8 (Abcg8)

Mm00432050_m1

BCL2-associated X protein (Bax)

Mm00432403_m1

CD36 antigen (Cd36)

MmQ3047340_m1

CD68 antigen (Cd68)

MmQ0441242_m1

Chemokine (C-C motif) ligand 2 (Ccl2)

Mm00438270_m1

Chemokine (C-C motif) receptor 2 (Ccr2)

MmQ1302427_m1

Chemokine (C-C motif) ligand 5 (Ccl5)

Mm01701838_m1

Chemokine (C-X-C motif) ligand 3 (Cx/c3)

MmQ0438259_m1

Chemokine (C-X-C motif) receptor 3 (Cxcr3)

MmQ0442773_m1

Clusterin (Clust)

Mm01299243_m1

Complement component factor H (Cfh)

MmQ0515567_m1

Crystallin AB (Cryab)

MmQ0470430_m1

Cytochrome P450, family 27, subfamily a, polypeptide 1 (Cyp27a7)
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MmQQ0487306_m1

Cytochrome P450, family 46, subfamily a, polypeptide 1 (Cyp46at)

Mm00492097_m1

DNA-damage inducible transcript 3 (Dadd153)

MmQ1233033_m1

Glial fibrillary acidic protein (Gfap)

Mm00439344 m1

Hexokinase 1 (Hk1)

MmQQ0479887_m1

HtrA serine peptidase 1 (Htra”)

MmQ01282499_m1

3-Hydroxy-3-methylglutaryl-Coenzyme A reductase (Hmgcr)

MmQ00463389_m1

Insulin induced gene 1 (Insig?)

Mm00516023_m1

Intercellular adhesion molecule 1 (lcam)

MmQ0Q0434455_m1

Integrin alpha M (Cd11hb)

Mm00434513_m1

Integrin beta 2 (Cd718)

MmQ1336189_m1

Interleukin 1b (//1b)

Mm00446190_m1

Interleukin 6 (1/6190)

Mm00446191_m1

Interleukin 6 (//67197)

Mm00500505_m1

Lecithin cholesterol acyltransferase (Lcat)

MmQQ0434770_m1

Lipoprotein lipase (Lp/)

Mm00440169_m1

Low-density lipoprotein receptor (Ldlr)

MmQ0464608_m1

Low-density lipoprotein receptor-related protein 1 (Lrp1)

Mm01328171_m1

Low-density lipoprotein receptor-related protein 2 (Lrp2)

MmO00600163_m1

Matrix metallopeptidase 9 (Mmp9)

Mm00435015_m1

Microsomal triglyceride transfer protein (Mip)

MmQ0440485_m1

Nitric oxide synthase 2, inducible (Nos2)

Mm00476361_m1

Nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells 1

(Nfkb1)

Mm00479807_m1

Nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells 2

(Nfkb2)

Mm00443451_m1

Nuclear receptor subfamily 1, group H, member 3 (Lxr)

MmQQ0627559_m1

Peroxisome proliferator activated receptor A (Ppara)
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MmQ1305433_m1

Peroxisome proliferator activator receptor D (Ppard)

Mm01184322_m1

Peroxisome proliferator activated receptor G (Pparg)

MmQ00430234_m1

Scavenger receptor class B, member 1 (Srb7)

Mm00446224 m1

Solute carrier family 2 (facilitated glucose transporter), member 2

(Glut2)

Mm01138344_m1

Sterol regulatory element binding transcription factor 1 (Srebp 1)

Mm00449726_m1

Superoxide dismutase 2, mitochondrial (Sod?2)

Mm00443258_m1

Tumor necrosis factor (Thf)

Mm00437304_m1

Vascular endothelial growth factor A (Vegfa)

Mm01333430_m1

Vimentin (Vim)
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Figure legends

Figure 1: Scotopic single-flash ERG responses of mice fed a high-fructose diet. The
amplitudes of a- and b-waves were diminished in WT and ApoB100,LDLR™ fed the high-
fructose diet and also in ApoBio,LDLR™ fed the standard diet. The a-wave latency was

increased only in WT fed the high-fructose diet.
Figure 2: Scotopic 10 Hz flicker ERG responses of mice fed with 60%-rich fructose diet.

Figure 3: Images of the retinal vascular structure in ApoBigo,LDLR™ mice after fluorescein
dye injection at 488 nm and ICG at 795 nm. No abnormalities were observed in choroidal

and retinal vessels in ApoB1go,LDLR™ mice and WT mice (images not shown).

Figure 4: Assessment of autofluorescence in the eyes of WT and ApoBio0,LDLR™ mice with
SLO (488 nm). Autofluorescence dots were found around blood vessels into pericytes (b)
and retina (c). Autofluorescence into pericytes and all neurosensory retina surface was
observed in ApoBmo,LDLR"' mice, unlike WT mice in which we found only a few punctuated

autofluorescent dots.

Figure 5. Heat map representation of gene expression in the neurosensory retina of WT and
ApoBig0,LDLR™ mice fed the standard or high-fructose diet. The WT control group was used
as the reference and Gusbh, Gadd45a, and B2m were used as the endogenous control genes

to calculate the indicated RQ values, as represented on the color scale.

Figure 6: Heat map representation of gene expression in the RPE/Ch complex of WT and
ApoBi0o,LDLR™ mice fed the standard or high-fructose diet. The WT control group was used
as the reference and Gusb, Gadd45a, and B2m were used as the endogenous control genes

to calculate the indicated RQ values, as represented on the color scale.
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Résultats et conclusion

Régime standard : souris ApaB,LDLR™ vs souris sauvages

Chez les souris ApaB,LDLR™ témoins, la fonction rétinienne n'est pas altéiéefacon
significative comparativement aux les souris sagsag@moins. En revanche elles présentent
de facon spontanée, des points autofluorescenteralid’ceil. Ces derniers n’'ont pas été
caractérisés cependant plusieurs travaux ont neonirée association entre des points
autofluorescents au fond d’'ceil et la présence Hele® microgliales et/ou macrophages dans
la rétine. Ainsi ces études suggérent que les pomitofluorescents sont des cellules
immunitaires et donc le résultat d'une réponseamfhatoire dans la rétine. De plus,
'augmentation de la synthese des protéines Cx&8cfd18 traduite par la surexpression des
genesCx3crl et Cd18 dans le complexe EPR-Ch pourrait étre un indiggomentaire de
I'infiltration de monocytes/macrophages circuladens la rétine. En effet, Cx3crl est un
récepteur membranaire qui se lie a la chimiokin@dlix impliquée dans le recrutement de
cellules immunitaires de la circulation tandis @ieEl8 participe a 'adhésion des leucocytes a
I'endothélium lors de leur infiltration dans ledis

Les analyses d’expression génique dans la rétireeosimplexe EPR-Ch ont permis de mettre
en évidence une augmentation de I'expression dessgédcgl, Abcalnotamment impliqués
dans le métabolisme lipidique. Ces résultats pduv&@expliquer par le phénotype
dyslipidémique de la souris Ape®LDLR™. En effet nous pouvons penser que ces
modifications sont induites pour faire face a lakf important de cholestérol et acide gras
issus des VLDL et LDL circulants. De plus l'augmeidn de I'expression déd36 pourrait
étre induite pour compense I'absence de LDLR.

Ainsi, ces résultats permettent d’enrichir un p&is mos connaissances sur le modele murin
ApoByo, LDLR™ et surtout de montrer que la génétique peut infue I'expression génique

de la rétine et le complexe EPR-Ch.

Régime enrichi en fructose : souris Apag,LDLR™ vs souris sauvages

Chez les souris sauvages et Ap@RDLR™ nourries avec un régime enrichi en fructose,
nous avons mis en évidence des altérations dentaidém rétinienne. En effet, aprés 8 mois de
régime, I'ensemble des animaux présentent une dilnimde la sensibilité de la rétine et une
diminution de la réponse des photorécepteurs é¢a détine interne a un stimulus lumineux

comparativement aux animaux nourris avec un régtaadard. Contrairement a ce qu’on
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pouvait attendre ces altérations ne sont pas agesachez les souris ApegLDLR™
comparés aux souris sauvages dans les mémes oanditi

L’ensemble des animaux nourris avec un régime leineic fructose présentent également des
points autofluorescents au fond d’ceil et au nivdaa vaisseaux rétiniens. Cependant, la
encore ces points autofluorescents ne semblent s augmentés chez la souris
ApoB1oo,LDLR™ par rapport aux souris sauvages. De la méme fagerprécédemment, ces
points autofluorescents n'ont pas été caractedspsndant I'association entre les travaux de
Chen et Luhmann et la surexpression des g&x&erl, Cd18 Bax Gfap et Vegfdans la
rétine, laissent a penser que ces points pourréieatdes cellules immunitaires et donc le
résultat d'une réponse inflammatoire dans la réfiue et al. 2008; Luhmann et al. 2009;
Chen et al. 2011) De plus, la diminution de I'expression du geded? codant pour la
superoxyde dismutase, dans le complexe EPR-Chiaelutire une augmentation d’ERO dans
le complexe EPR-Ch et donc probablement une augti@mt de la production de
biomolécules oxydées propices au stress oxydadifl@flammation. Nous avons également
mis en évidence des modifications d’expression qgénichez les deux souches murines
nourrie avec un régime enrichi en fructose. Entefiensemble des animaux nourris avec un
régime enrichi en fructose présentent une augnientate I'expression dé\poe Srbl,
Cyp46al Cyp27al Hmgcr, Lrpl, Lcat, Lxra, Ppard Htral, Hkl1 et Insigl ainsi qu’une
diminution de I'expression depl dans la rétine neurale.

Il existe également des modifications spécifiquebaque des souches :

- Chez les souris sauvages l'expression des gedies Abcad Abcgl et Srebplest
surexprimées dans la rétine neurale. Dans le comdRPE-Ch, les gene&bcal
Nfkb2 Cd18et Lcat sont surexprimés tandis géeatl, Clusterin Mtp et Ccl2 sont
réprimeés.

- Chez la souris ApoBoLDLR™, dans la rétine neurale, les géAesal, Nfkbl Nfkb2
sont surexprimés tandis que le g&fimentineest réprimé. Dans le complexe RPE-Ch
seul le gen€d36est surexprimé.

Bien que l'expression d¥egf soit augmentée de facon significative dans leuggs de
souris nourris avec un régime enrichi en fructaassune modification vasculaire ne fut
observée.

Les résultats de cette étude permettent dans umigaréemps de caractériser un peu mieux
notre modéle ApoBoLDLR™. En effet, nous avons montré que la souris ApgEDLR™
présentent des modifications du métabolisme, eticpher lipidique, dans la rétine et dans le

complexe EPR-Ch et développerait une inflammatiansda rétine. Nous avons également
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mis en évidence que les facteurs nutritionnelsqdaire cas, un régime enrichi en fructose)
peuvent influer sur le vieillissement rétinien eupent étre a I'origine de l'induction d’'une
réponse adaptative de la rétine. Nous n’avons psemévidence de modification vasculaire
ni chez les souris sauvages, ni chez les sourisBAgtDLR™. Cependant les résultats
rapportés par les examens au fond d’'ceil et la poeszion des gén&x3crl, Cd18 Bax et
Gfap dans la rétine suggerent l'induction d’une répoimfemmatoire chez I'ensemble des
animaux soumis au régime enrichi en fructose. Blaues, 'augmentation du métabolisme
des lipides peut aisément étre expliquée par fessadu fructose gu'’ils soient directs dans la
rétine ou indirects, via sa métabolisation parde.fEn effet comme nous I'avons décrit
précédemment, un régime enrichi en fructose esticgour induire une augmentation de la
production de VLDL par le foie et donc une augmeotades taux de VLDL et de LDL
sanguins. Dans la rétine, la métabolisation du tdse peut également induire une
augmentation de la production de cholestérol dtiglycérides. Nous pouvons alors suggérer
gue les modifications du métabolisme lipidique dengitine et le complexe EPR-Ch soient
induites pour faire face 1) a I'afflux massif deotdstérol et d’acide gras issus des VLDL et
LDL circulants, et 2) a 'augmentation de la protilore de cholestérol et d’acide gras dans la
rétine suite a la métabolisation du fructose. Laaren place d’'une réponse inflammatoire
pourraient étre liées a I'accumulation de choletér d’acide gras et/ou a I'accumulation de
d’ERO et de PTG dans la rétine. Cependant lestedsuie nous permettent pas de savoir s'l
existe un lien de cause a effet entre I'activati@s genes et I'inflammation dans la rétine.
Enfin nos résultats, permettent également de mongue I'association de facteurs
nutritionnels diabétogénes et génétiques (phénotygmercholestérolémique a risque de
DMLA) peut induire une augmentation de l'inflamnuati dans la rétine mais n’est pas

nécessairement suffisante pour le déclenchementatignotype pathologique.
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Quatrieme partie :
Etude de I'effet de facteurs nutritionnels, en
particulier des apports nutritionnels
conseillés pour les acides gras, sur le

vieillissement rétinien chez le rat
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Problématique

Depuis quelques années, les traitements contreM&aADont beaucoup progressé avec
I'apparition d’agents anti-VEGF. Cependant cesadpis ne sont destinées qu’a des patients
atteints de DMLA exsudative. Dans ce contexte, d#atégies préventives ont pris une
importance non négligeable depuis quelques anbB@estfet, il semblerait que les acides gras
®3 notamment le DHA pourraient prévenir I'évolutida la DMLA vers ses formes les plus
avancéeqSeddon et al. 2006; Age-Related Eye Disease Study Research Gro@pO07;
Sangiovanni et al. 2009) et I'apparition de l'insulinorésistancg”aniagua et al. 2011)
facteur de risque principal de la RD. Plusieursiésuépidémiologiques tendent a prouver que
le développement et la progression de la DMLA édtiite chez les personnes et patients dont
le régime alimentaire est riche en acides giagt en particulier en poisson. Certaines études
ont notamment montré que cette réduction est diayiais importante que la consommation
d’acides grasn6 est limitée (acide linoléique en particulier). dDés quelques années, les
lipides et particulierement I'EPA et le DHA fonbbjet de recommandations nutritionnelles.
Sous I'égide de I'agence nationale de sécuritéasande I'alimentation, de I'environnement et
du travail (ANSES), un groupe d’experts a récemmesisité les recommandations
nutritionnelles. Dans ce rapport de mai 2011, fl@sirement recommandé d’augmenter la
consommation en EPA et DHA jusqu’a 500mg par jdapport en chacun des deux devant
étre de 250mg par jour pour bénéficier de leurgtgfpotentiellement protecteurs de la
DMLA.

Les mécanismes moléculaires responsables de ledfeéfique de®3 sur la DMLA restent
encore meconnus. Cependant il est actuellemenéstigge la NPD1, métabolite du DHA,
issu de l'action de la 15-lipoxygénase serait & ndéédiateur des propriétés neuroprotectrices

attribuées au DHA.

Dans ce contexte nous avons cherché a savoilaicbhnsommation d’acides gra8 permet
d’enrichir les tissus et particulierement la rétamen3 et 2) la diminution de la consommation
en acides gra®6 et notamment en acide linoléique pouvait potéséial’enrichissement des
tissus enm3. Nous avons également cherché a savoir sio@speuvent influer sur la
physiologie et le métabolisme général de la rédimes le but de mieux comprendre le role des
®3. Afin de répondre a ces questions, des ratesugiest et leurs petits jusqu’a 11 semaines
apres leurs naissance ont été nourris avec un eggius ou moins enrichi en acides giés

et 6. Le profil en acides gras a été analysé sur slitissus dont la rétine. Nous avons
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également évalué la fonctionnalité rétinienne ekpression de genes impliqués dans le

métabolisme lipidique.
Les résultats de ces travaux ont été publiés dajmiinal « Experimental Eye Research» et

ont servi a I'écriture d’'une partie d’'une revue s dans « OCL » et & la rédaction de la
critique d’un article dans « Expert Review of O@ithology » (cf annexe).
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Age-related macular degeneration (AMD) may be partially prevented by dietary habits privileging the
consumption of w3 long chain polyunsaturated fatty acids («3s) while lowering linoleic acid (LA) intake.
The present study aimed to document whether following these epide miological guidelines would enrich
the neurosensory retina and RPE with w3s and modulate gene expression in the neurosensory retina. Rat
progenitors and pups were fed with diets containing low or high LA, and low or high w3s. After scotopic

K‘”_’;Wrds" single flash and 8-Hz-Flicker electroretinography, rat pups were euthanized at adulthood. The fatty acid
i':iltrition profile of the neurosensory retina, RPE, liver, adipose tissue and plasma was analyzed using gas chro-
cedna matography. Gene expression was analyzed with real-time PCR in the neurosensory retina. Diets rich in

w3s efficiently improved the incorporation of w3s into the organs and tissues. This raising effect was
magnified by lowering LA intake, Compared to a diet with high LA and low w3s, low LA diets significantly
upregulated LDL-receptor gene expression, Similar but not significant upregulation of CD36, ABCA1,
ALOX5 and ALOX12 gene expression was observed in rats fed with low LA. No effect was observed on
retinal function. Increasing the intake in w3s and lowering LA improved the enrichment with w3s of the
tissues, including the neurosensory retina and RPE, and upregulated genes involved in lipid trafficking in
the neurosensory retina. Those results consistently reinforced the beneficial role of w3s in the prevention
of AMD, especially when the diet contained low levels of LA, as suggested from epidemiological data.
© 2011 Elsevier Ltd. All rights reserved.

retinal pigment epithelium
gene expression

1. Introduction

Aging is associated with biological changes in the neurosensory
retina and retinal pigment epithelium (RPE), which may contribute to
the development of age-related maculopathies (ARM) and age-
related macular degeneration (AMD), the leading cause of blindness

Abbreviations: AA, arachidonic acid: ALA, z-linolenic acid; AMD, age-related
macular degeneration; ARM, age-related maculopathy; DHA, docosahexaenoic acid;
DPA, docosapentaenoic acid; EPA, eicosapentaenoic acid; ERG, electroretinography;
LA, linoleic acid; LC-PUFA(s), long chain polyunsaturated fatty acid(s); RPE, retinal
pigment epithelium; RQ, relative quantity.
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after 60 years of age in Western populations (Fine et al., 2000; Klein
et al, 1992; Vingerling et al., 1995). Epidemiological studies have
reported the benefit of an increased consumption of w3 long chain
polyunsaturated fatty acids (LC-PUFAs), including docosahexaenoic
acid (DHA), and low intake in linoleic acid (LA) from the w6 series of
PUFAs in the prevention of ARM and AMD (Age-Related Eye Disease
Study Research Group, 2007; Sangiovanni et al,, 2009; Seddon et al.,
2003, 2006, 2001; Tan et al, 2009). In a previous report based on
samples from humans, we found that LA in adipose tissue, used as
a surrogate for the long-term history of fat intake, was positively
associated with LA in the neurosensory retina. On the contrary, no
similar association was observed with DHA (Bretillon et al., 2008). The
competition between w3 and w6 PUFAs for both conversion into
LC-PUFAs and incorporation into tissues and organs has been known
for years (Simopoulos, 2009). A high ratio of LA to @-linolenic acid
(ALA), the precursor of DHA, contributes to reduced levels of DHA in
the brain (Novak et al., 2008) and retina (Lin et al., 1994). The extreme
situation is observed in animals reared for at least one generation
under strict w3 PUFA deficiency, including ALA and w3 LC-PUFAs. LA is
the sole dietary PUFA available as a precursor for LC-PUFAs and is

170



E. Simon et al. / Experimental Eye Research 93 (2011) 628—635 629

converted into the w6 analog of DHA — docosapentaenoic acid w6
(DPA w6) — which to some extent is considered a biomarker for w3
PUFA deficiency (Bourre et al., 1989; Neuringer et al.,, 1986). Mean-
while DHA levels in the retina are lowered (Moriguchi et al.,, 2004;
Neuringer et al, 1986; Salem Jr et al,, 2005; Weisinger et al., 1996)
and associated with impaired visual function (Bourre et al., 1989;
Bush et al, 1994; Jeffrey and Neuringer, 2009; Neuringer et al,
1986; Weisinger et al., 1996). These conditions of dietary w3 defi-
ciency are far from nutritional reality in humans. To our knowledge,
little is known about the availability of w3 LC-PUFAs for the retina
under low or high intake of dietary LA, but adequate ALA intake. The
consequences of these dietary conditions on gene expression in the
retina also remain undefined.

The present study aimed to document whether increasing w3
LC-PUFAs and lowering LA intakes, as suggested from epidemio-
logical studies on ARM and AMD (Age-Related Eye Disease Study
Research Group, 2007; Sangiovanni et al, 2009; Seddon et al,
2003, 2006, 2001; Tan et al., 2009), would modify the fatty acid
profile and gene expression of the retina in the rat.

2. Materials and methods
2.1. Ethical concermns

The animal experiment was conducted in accordance with the
ARVO Statement for the Use of Animals in Ophthalmic and Vision
Research as well as with the French regulations {personal agree-
ment no. 21CAE095 for LB and animal quarters agreement no. A21
231010EA).

2.2. Preparation of the diets

Commercial high-oleic sunflower oil, sunflower oil, palm oil,
rapeseed oil and fish oil were mixed in various proportions to
prepare the four following lipid blends: low content in LA and high
content in w3 LC-PUFAs (LA w3 ™), low content in both LA and w3
LC-PUFAs (LA w3 ), high content in both LA and w3 LC-PUFAs
(LATw3™), and high content in LA and low content in 3
LC-PUFAs (LATw3 7). The lipid blends were used to prepare rodent
diets whose composition is reported in Table 1.

2.3. Animals

The animals were housed in animal quarters under controlled
temperature (22 + 1 °C) and light conditions (12-h light, 12-h dark
cycle). Female Long-Evans rats (11 weeks of age, Centre d'élevage
Janvier, Le-Genest-Saint-Isle, France) were mated with male rats
(11 weeks of age, Centre d'élevage Janvier, Le-Genest-Saint-Isle,
France) and fed ad libitum until weaning of their litters with
either one of the four experimental diets (n = 6 females per group).
Ten to 13 male rats per group were maintained under the diet fed to
their respective mothers until electroretinographic (ERG) evalua-
tion of the retinal function, euthanasia and collection of tissues and
organs at 10 weeks of age.

2.4. Electroretinography

The ERGs were obtained according to previously published
procedures (Seeliger et al, 2001). Belore ERG recordings, the rats
(n=9-13 in each group) were dark-adapted for atleast 6 h. All further
procedures were carried out under dim red light (4650 nm) and at
a constant temperature of 25 °C. Anesthesia was induced by intra-
muscular injection of ketamine (50 mg/kg, Imalgéne® 1000, Merial,
Lyon, France) and xylazine (10 mg/kg, Rompun® 2%, Bayer, Puteau,
France). The pupils were dilated with 0.5% tropicamide (Ciba Vision

Table 1
Composition of the experimental diets (in g/kg diet).
LATw3~™ LATw3t LA w3~ LA w3®

Casein 180

Cornstarch 400

Sucrose 60

Maltodextrin 200

Cellulose 50

Mineral mix? 50

Vitamin mix® 10

Fat including 50

Total saturated fatty acids 89 8.9 129 143
Total monounsaturated fatty acids 169 15.0 297 252
LA (linoleic acid, w6) 226 19.7 55 4.0
ALA (z-linolenic acid, w3) 0.80 0.65 0.90 0.65
Total w3 LC-PUFAs, including 0.1 4.0 0.1 39
EPA (eicosapentaenoic acid) 0 1.0 0 1.0
DPA 13 (docosapentaenoic acid w3) 0 0.18 0 0.18
DHA (docosahexaenoic acid) 0.10 285 0.10 270
Total wb LC-PUFAs, including 0 0.82 0 0.85
Arachidonic acid 0 0.50 0 0.53
DPA 16 (docosapentaenoic acid w6) 0 0.32 0 032

? Composition (g/kg): sucrose, 110.7; CaCOs, 240; K:HPO4, 215; CaHPOy, 215;
MgS0,,7H,0, 100; NaCl, 60; Mg0, 40; FeS0,4,7H,0, 8; ZnS0,,7H,0, 7; MnSO4H-0, 2;
CuS04,5H20, 1; NaySi0O7,3H20, 0.5; AIK(SO4),12H20, 0.2; KoCrO4, 0.15; NaF, 0.1;
NiS04,6H20, 0.1; HaBOs, 0.1; CoS04,7H20, 0.05; KIOs, 0.04; (NH4)6Mo;024,4H20,
0.02; LiCl, 0.015; Na,SeO;, 0.015; NH,VO,, 0.01.

b Composition (g/kg): sucrose, 549.45; retinyl acetate, 1; cholecalciferol, 0.25; DL-
a-tocopheryl acetate, 20; phylloquinone, 0.1; thiamine HCl, 1; riboflavin, 1; nicotinic
acid, 5; calcium pantothenate, 2.5; pyridoxine HCl, 1; biotin, 1; folic acid, 0.2;
cyanocobalamin, 2.5; choline HCl, 200; DL-methionine, 200; p-aminobenzoic acid,
5; inositol, 10.

Ophthalmics, Blagnac, France). Hydroxymethylcellulose (Humigel®,
Virbac, Carros, France) was topically applied on corneas to ensure good
electrical contact and to keep the eye hydrated during the entire
procedure. After 10 min, rats were positioned in a warming plate that
maintained a constant body temperature, and the corneal electrodes
were put in place. The ERG was recorded via corneal electrodes (thin
gold wire with a 3-mm ring end); reference and ground electrodes
(silver needle) were placed on the forehead and tail, respectively.
The recording setup featured a Ganzfeld bowl, an amplifier, and
a computer-based control and recording unit (RETI port/scan 21, Sta-
sche & Finger GmbH, Roland Consult, Brandenburg, Germany). ERG
responses were recorded from both eyes simultaneously after the rats
were placed in the Ganzleld bowl. Band-pass filter cutolf frequencies
were 0.1 and 3000 Hz. Responses to strain flashes (flicker) were
obtained for a fixed frequency (8 Hz) with a range of intensities
(0.0003—10 cd/m? in steps of 0.35 logarithmic units).

2.5. Sample collection

The animals (10—12 per group) were deeply anesthetized with
gas (Isofluran, Centre Specialités Pharmaceutiques, Cournon d'Au-
vergne, France), exsanguinated by aortic puncture and euthanized.
Plasma was prepared by centrifugation. A piece of retroperitoneal
adipose tissue and the liver were collected. Rats were enucleated.
The anterior segment of the eye was removed after a circular
section at the limbus. The posterior pole was placed on a back-lit
table, moistened in saline, and the neurosensory retina was
removed with forceps. The RPE was gently scraped from the
posterior pole and collected in saline. We assume low contamina-
tion of our RPE preparation with choroid since only low amounts of
cholesteryl esters were detected (less than 1% of the lipids). Cho-
lesteryl esters have been quantified according to previously
described (Bretillon et al., 2008). Since cholesteryl esters are parts
of extracellular deposits in Bruch’s membrane between RPE and
choroid (Curcio et al., 2010), we would have found larger amounts
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of cholestery! esters therein in case of choroid contamination. All
samples were stored at —80 “C until further fatty acid analysis. One
neurosensory retina per animal was collected for fatty acid analysis.
The second neurosensory retina was stored in the RNAlater®
solution at —80 °C until further RNA extraction.

2.6. Lipid analyses

Lipids were extracted from plasma, adipose tissue, liver and
neurosensory retina according to the Folch method ( Folch et al., 1957).
Lipids were extracted from plasma and RPE according to Moilanen and
Nikkari (Moilanen and Nikkari, 1981). Lipids from adipose tissue,
neurosensory refina, RPE, liver, red blood cells and plasma were
transmethylated using boron trifluoride in methanol according to
Morrison and Smith (Morrison and Smith, 1964). Fatty acid methyl
esters were subsequently extracted with hexane and analyzed using
gas chromatography on a Hewlett Packard Model 5890 gas chro-
matograph (Palo Alto, CA, USA) using a CPSIL-88 column
(100 m % 0.25 mm i.d., film thickness 0.20 pm; Varian, Les Ulis, France)
equipped with a flame ionization detector (FID). Hydrogen was used as
the carrier gas (inlet pressure, 210 kPa). The oven temperature was
held at 60 °C for 5 min, increased to 165 “C at 15 °C/min and held for
1 min, and then to 225 °C at 2 °C/min and finally held at 225 °C for
17 min. The injector and the detector were maintained at 250 °C. Fatty
acid methyl esters were identified by comparison with commercial
and synthetic standards (Sigma—Aldrich, L'lsle d'Abeau, France). The
data were processed using the EZChrom Elite software (Agilent
Technologies, Massy, France) and reported as a percentage of the total
fatty acids, after taking into account the FID coefficients of response of
the 36 main fatty acids (fram lauric acid to DHA).

2.7. Analyses of gene expression in the neurosensory retina

Total RNA from the neurosensory retina (n = 6 in each group) were
extracted using a commercial kit following the manufacturer's
procedure (RNAqueous, Applied Biosystems, Courtaboeuf, France).
¢DNA were prepared using oligo-dT as the primer and the High-
Capacity RNA-to-cDNA Master Mix from Applied Biosystems. The
quality and concentration of the cDNA samples were checked by gPCR
analysis of glucuronidase beta (GUSB) expression using TagMan
technology (ABI7900 Fast Real-Time PCR system, Applied Biosystems).
The expression of 32 genes, including genes coding for nuclear factors,
lipid metabolizing enzymes, and chemokines (Table 2), was analyzed
using gPCR with the TagMan Array Plates FAST Custom (ABI7900 Fast
Real-Time PCR system, Applied Biosystems).

2.8. Statistical analyses

The RQ (Relative Quantity ) gene expression data were analyzed
using Data Assist Software (Applied Biosystems). GUSB was used to
normalize the data. Data from the LATw3™~ group were considered
as the reference. Data on fatty acid composition were analyzed with
the nonparametric Kruskal—Wallis test in SAS (SAS Institute, Cary,
NC, USA). Differences were considered significant at p < 0.05. The
Spearman correlation coefficient was calculated to determine the
association between LA, DPA w6 and DHA levels in SAS (SAS Insti-
tute, Cary, NC, USA).

3. Results
3.1. Fatty acid profile of tissues
Increasing the intake in w3 LC-PUFAs in animals fed a low or

high amount of LA increased the content of the neurosensory retina
in EPA (Fig. 1A), DPA w3 (Fig. 1B) and DHA (Fig. 1C). The magnitude

Table 2
List of the 32 genes whose expression was analyzed in the neurosensory retina.
Gene Name Reference
symbol Sequence
185 — control ~ Ribosomal 18S sub-unit X 03205
gene
ABCA1 ATP-binding cassette, sub-family A (ABC1), NM_178092.2
member 1
Acadvl Acyl-Coenzyme A dehydrogenase, NM_012891.1
very long chain
ACAT1 Acetyl-Coenzyme A acetyltransferase 1 NM_17075.1
Actinb — control Actin beta NM 0311442
gene
ALOX12 Arachidonate 12-lipoxygenase NM_001105798.1
ALOX5 Arachidonate 5-lipoxygenase NM_128221
ALOX5ap Arachidonate 5-lipoxygenase-activating NM_017260.2
protein
ApoE Apolipoprotein E NM_138828.2
CD36 CD36 molecule NM_031561.2
COX2 Prostaglandin-endoperoxide synthase 2 NM_0172323
(prostaglandin G/H synthase and
cyclooxygenase) (COX2)
CYP27A1 Cholesterol-27-hydroxylase NM_1788472
CYP46A1 Cholesterol-24-hydroxylase NM_001108723.1
FADS1 Fatty acid delta 5 desaturase NM_0534452
FADS2 Fatty acid delta 6 desaturase NM_031344.2
FADS3 Fatty acid delta 9 desaturase NM_173137.1
GUSB — control Glucuronidase NM_017015.2
gene
HADHb Hydroxyacyl-Coenzyme A NM_133618.1
dehydrogenase/3-ketoacyl-Coenzyme
A thiolase/enoyl-Coenzyme A hydratase
(trifunctional protein), beta sub-unit
HMGCR 3-Hydroxy-3-methylglutaryl-Coenzyme NM_0131342
A reductase
IL1f Interleukin 13 NM_031512.2
IL6 Interleukin 6 NM_012589.1
LDLR Low density lipoprotein receptor NM_17576.2
LXR-o Nuclear receptor sub-family 1, group H, NM 031627.2
member 3 (LXR-2)
PLAZ Phospholipase Az, group IVA (cytosolic, NM_133551.2
calcium-dependent)
PPAR-u Peroxisome proliferator-activated NM_013196.1
receptor o
PPAR-& Peroxisome proliferator-activated NM 0131422
receptor &
PPAR-y Peroxisome proliferator-activated NM_001138839.1
receptor vy
RXR-o Retinoid X receptor o NM_012805.2
SREB-f1 Sterol regulatory element binding XKM_2133292
transcription factor 1
SREB-f2 Sterol regulatory element binding NM_001033694.1
transcription factor 2
TxAS1 Thromboxane A synthase 1 NM_012687.1
TNF Tumor necrosis factor NM_0126753

of the increase in EPA and DPA w3, but not with DHA, was greater in
the groups fed a low level of LA compared to a high level of LA
(Figure 1A, 1B and 1C). (See Supplementary Tables for extended
composition of the tissues).

Considering the data from the animals of the four experimental
groups together, DHA in adipose tissue and plasma were positively
correlated with each other (rspearman = 0.77, p < 0.0001, data not
shown). The DHA content of the neurosensory retina was positively
associated with DHA in plasma (rspearman = 0.32, p = 0.03, data not
shown). On the contrary, DHA in the neurosensory retina and
adipose tissue were not (rspearman = 0.26, p = 0.08, data not shown),
as we previously reported in humans (Bretillon et al., 2008).

The greatest LA content in the neurosensory retina was found in
animals fed with high amounts of LA (LATw3™ and LATw3™) but
remained low with less than 1% of total fatty acids (Fig. 2A and
Supplementary Tables). LA in the neurosensory retina was positively
associated with LA inadipose tissue and plasma (rspearman = 0.70 and
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Fig. 1. Levels of eicosapentaenoic acid (EPA)(1A), w3 docosapentaenoic acid (DPA w3)
(1B), and docosahexaenoic acid (DHA) (1C) in the neurosensory retina of animals fed
with diets containing high or low amounts of linoleic acid (LA) and w3 LC-PUFAs. Data
are expressed as the percentage of total fatty acids (median =, range given by the first
and third quartiles).

0.79, respectively, p < 0.0001, data not shown), as we previously
reported in humans with adipose tissue LA (Bretillon et al, 2008).

Interestingly, the contents of LA and DHA in the neurosensory
retina were inversely and significantly associated with each other
in the groups of animals with low intake of LA (rspearman = —0.62
and —0.83; p = 0.02 and 0.0008, respectively in the LA w3, and
LA~w3™ groups) but not in those fed with a high amount of LA
(rspearman = —0.24 and —0.38, respectively, in the LATw3™ and
LA*w3 "~ groups, p > 0.05).

Low amounts of DPA w6 (less than 1%), a tissue marker of w3
PUFAs deficiency (Bourre et al., 1989), were reported in the
neurosensory retina of animals fed with high intakes of w3 LC-
PUFAs, and in animals fed with low LA. The highest DPA w6
concentration was found in animals fed with low w3 LC-PUFAs and
high LA.
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Fig. 2. Levels of linoleic add (LA) {(2A), arachidonic acid (AA) (2B), and docosa-
pentaenoic acid (DPAw6) (2C) in the neurosensory retina of animals fed with diets
containing high or low amounts of LA and w3 LC-PUFAs, Data are expressed as the
percentage of total fatty acids (median =, range given by the first and third quartiles).

Low w3 LC-PUFAs intakes were associated with the highest
contents in AA (Fig. 2B)and DPA w6 (Fig. 2C)in the neurosensory retina.
Similar findings were found in plasma and liver (See Supplementary
Tables). DPA w6 and DHA were positively associated with each other
in the neurosensory retina of animals fed with high LA and low w3 LC-
PUFAs (LA w3 7) (rspearman = 0.72, p = 0.03, data not shown) and in
humans (rspearman = 0.33, p = 0.04) (Bretillon et al., 2008).

Feeding w3 LC-PUFAs significantly increased the content of the
RPE in EPA (Fig. 3A), DPA w3 (Fig. 3B), and DHA (Fig. 3C), especially
when the diet contained low amounts of LA (LA"w3™). Despite
supplementing the diet with w3 LC-PUFAs, the RPE failed to be
enriched with DHA when the diet contained large amounts of LA
(Fig. 3C). AA was significantly lowered in the RPE in animals fed
with low LA and/or w3 LC-PUFAs, compared to animals fed with
high LA and low w3 LC-PUFAs (Fig. 3D). The ratio of EPA to AA is
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Fig. 3. Levelsof EPA {3A), DPA w3 (3B), DHA (3C), AA (3D), and the ratio of EPA to AA (3E) in the retinal pigment epithelium of animals fed with diets containing high or low amounts
of linoleic acid (LA) and w3 long chain PUFAs. Data are expressed as the percentage of total fatty acids (median x, range given by the first and third quartiles).

significantly increased in diets high in LA compared to low LA diets.
This effect was magnified by high intakes in w3 LC-PUFAs (Fig. 3E).

3.2. Electroretinographic response

The presence of low or high LA content and w3 LC-PUFAs in the
diet had no effect on the maximal sensitivity to light stimulus of
rods, as assessed by 8-Hz ERG. Indeed the maximum response of
the rods was observed at 0.03 mcds/m? (log(l) = —4.5) in all four
groups of animals (data not shown).

3.3. Gene expression in the neurosensory retina

Expression of various genes (see Table 2) including genes coding
for lipid transporters or receptors (LDLR, CD36, ABCA1, apoE), lipid
metabolizing enzymes (PLA;, HMGcoA reductase, ALOX5 and

ALOX12) has been evaluated in the neurosensory retina. As illus-
trated in Fig. 4, diets low in LA (LA"w3~ and LA"w3™) upregulated
the expression of LDLR, CD36, ABCA1, ALOX12, ALOX5 and PLA
genes, compared to a diet containing high LA and low w3 LC-PUFA
amounts (LA™w37). Data were significantly different from the
LA*w3~ group for LDLR expression only, but failed to reach signif-
icance for ABCA1 (p = 0.07 and 0.05 for LA"w3~ and LA~ w3™,
respectively), CD36, ALOX12, ALOX5 and PLA; (p > 0.05). None of
the other genes whose expression was evaluated were significantly
regulated (p > 0.05).

4. Discussion

The role of the diet as a modifier of the fatty acid profile of the
neurosensory retina has been known for years. The oldest studies
have shown that the levels of w3 LC-PUFAs in the neurosensory
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Fig. 4. Heat map representation of the expression of LOLR, CD36, ABCA1, ALOX12, ALOX5 and PLA; in the neurosensory retina of rats fed with diets low or high in LA and w3 LC-
PUFAs (n = 6 in each group). The LA*w3 ™ group was used as the reference and GUSB as the endogenous control gene to calculate the indicated RQ values, *Significantly different

from the value in the LA*w3~ group at p < 0.05.

retina are tremendously reduced in animals reared under strict w3
PUFA deficiency, including ALA and w3 LC-PUFAs (Bush et al., 1991;
Connor and Neuringer, 1988; Futterman et al., 1971; Moriguchi
et al, 2004; Neuringer et al., 1986, 1984; Salem |r et al., 2005;
Weisinger et al., 1996). This loss can be partially reversed by die-
tary supplementation with ALA (Anderson et al., 2005) and more
efficiently with fish oil rich in w3 LC-PUFAs containing EPA, DPA w3
and DHA (Lin etal., 1991). Even in non-deficient animals, dietary w3
LC-PUFAs are more efficient than ALA in raising w3 LC-PUFA levels
in the neurosensory retina (Diau et al., 2003; Heinemann et al,,
2005). The accretion of w3 LC-PUFAs is improved by a dietary
supply of w3 LC-PUFAs independently of the presence of arach-
idonic acid, a long chain metabolite of LA, in the diet (Huang et al.,
2007). However, the level of w3 LC-PUFAs in the neurosensory
retina is reduced in animals fed with high amounts of LA (Arbuckle
et al,, 1994). Similarly, a high ratio of LA to ALA in the diet is asso-
ciated with low levels of w3 LC-PUFAs in the neurosensory retina
(Pawlosky et al., 1997). None of these studies evaluated whether the
levels of w3 LC-PUFAs levels in the neurosensory retina would be
influenced by the presence of low or high quantities of LA and w3
LC-PUFAs in the diet. This question is ol importance given that
epidemiological studies favor increasing w3 LC-PUFAs and lowering
LA intakes to prevent the development of ARM and AMD (Age-
Related Eye Disease Study Research Group, 2007; Sangiovanni
et al, 2009; Seddon et al., 2003, 2006, 2001; Tan et al., 2009).
Significant changes of the dietary habits of the general population
would be mandatory for reaching such intakes. Pregnant women
and infants are the main targets of the dietary policies. For that
reason, we have chosen to modify the diet of the pregnant rats and
maintain the pups under the same diets in order to ascertain for the
long-term effects of modifying the dietary habits. Improving the
consumption of w3 LC-PUFAs and lowering LA intake would
necessarily modify the intake of other fatty acids, including satu-
rated and monounsaturated fats. The changes in w3 LC-PUFAs and
LA intakes in our study were counterbalanced by monounsaturated
and, to a lesser extent, saturated fatty acid changes. We must
acknowledge that such variations may participate to the effects on
gene expression. Nevertheless, we may postulate that these effects,
if any, would be little compared to those induced by w3 LC-PUFAs
and LA changes. Indeed, LA intake was 5-fold greater in LA-rich
diets compared to others, w3 LC-PUFAs were not significant in
w3-poor diets (0.1%) but accounted for 4% of the dietary fatty acids
in w3-rich diets (Table 1).

The present study demonstrates that diets rich in w3 LC-PUFAs
efficiently improve the incorporation of w3 LC-PUFAs in plasma,
adipose ftissue, liver, neurosensory retina and RPE. The major
strength of our study, compared to previous ones, was that we used
modest amounts of dietary w3 LC-PUFAs: total dietary w3 LC-PUFAs
accounted for no more than 4 g per kg of diet. Interestingly, a low
dietary intake in LA magnified the raising effect of w3 LC-PUFA

supplementation on EPA and DPA w3 incorporation in the neuro-
sensory retina (Fig. 1). Compared to EPA and DPA w3, the amounts
of DHA in the neurosensory retina and RPE are modestly modified
by w3 LC-PUFA-rich diets. This finding is corroborated by our
previous findings in humans reporting that adipose tissue DHA,
used as a surrogate for circulating and dietary DHA, did not
correlate with DHA in the neurosensory retina (Bretillon et al,
2008). The efficacy of the neurosensory retina and RPE in
becoming enriched with DHA was unaffected by the presence of
low or high LA content in the diet (Figs. 1C and 3C). Modifying LA
and w3 LC-PUFA intake may marginally improve the synthesis of
active metabolites from DHA, such as neuroprotectin D1 (Bazan,
2009). On the contrary, a diet low in LA and high in w3 LC-PUFAs
was more efficient in increasing EPA in the neurosensory retina
and RPE than the corresponding high LA and high w3 LC-PUFA diet
(Figs. 1A and 3A). EPA is the precursor of cellular mediators such as
resolvin E1 in the RPE (Seki et al., 2009). Resolvin E1 exhibits anti-
inflammatory (Serhan and Chiang, 2008) and anti-angiogenic
properties (Connor et al,, 2007) that may participate in prevent-
ing the development of AMD. The mechanisms surrounding the
protective effect of a diet low in linoleic acid and high in w3 LC-
PUFAs toward the prevention of AMD is largely unknown until
now. Based on our data, we suggest that reducing dietary LA and
increasing w3 LC-PUFAs intake would more likely favor the
enrichment of the RPE with EPA, and potentially the subsequent
formation of active metabolites, compared to DHA which concen-
tration in the RPE is not modified by dietary LA. The effect of the
diets on the ratio of EPA to AA in RPE consistently reinforces this
hypothesis. Indeed increasing w3 LC-PUFAs and lowering LA intake
increased the EPA/AA ratio in the RPE (Fig. 3E). This ratio can be
considered to some extent as an index for the balance between
precursors of anti- and pro-inflammatory metabolites. Therefore,
reducing LA and privileging the consumption of w3 LC-PUFAs
would ameliorate the potentiality of RPE to secrete active metab-
olites from EPA, at the expense of those from AA. We must also
acknowledge the possibility that part of EPA that accumulates in
the tissues may originate from retroconversion of DHA.
Interestingly, we found that DHA was inversely associated with
LA in the neurosensory retina, as we previously found in humans
(Bretillon et al., 2008). LA in the neurosensory retina can to some
extent be associated with its dietary intake, contrary to DHA, with
the neurosensory retina amount stemming mainly from endoge-
nous recycling and only slightly from the diet (Bretillon et al,
2008). Since LA is only a minor fatty acid in the neurosensory
retina (from 1 to 2.5% of total fatty acids), compared to DHA (from
10 to 20%), we can discredit the hypothesis that dietary LA
competes with endogenous DHA for incorporation into the
neurosensory retina and thus explain the inverse association
between LA and DHA in the neurosensory retina. Although their
exact rale in the neuraosensory retina is unclear, LDLR, ABCA1 and
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CD36 have been suggested to participate in lipid recycling therein
(Tserentsoodol et al., 2006a,b). Immunoreactivity to LDLR was
found in the ganglion cell layer, which includes Miiller cell
processes, outer plexiform layer, and inner segments of the
photoreceptors in the monkey retina (Tserentsoodol et al.,
2006a,b). LDLR may be associated with the remodeling of LDL-
like particles. Since the inner segments of the phatoreceptors are
the site of outer segment synthesis and therefore crucial in recy-
cling of DHA, LDLR might also participate to intra-retinal lipid
metabolism. Besides its involvement in the remodeling and
enrichment of lipoproteins with lipids, CD36 may also participate in
other outcomes including the control of angiogenesis (Houssier
et al., 2008; Silverstein and Febbraio, 2009). In this study, we
found that feeding rats with a high amount of LA downregulated
the expression of these genes, compared to diets low in LA (Fig. 4).
Therefore, a high LA intake may be associated with a high amount
of LA in the neurosensory retina, downregulation of the genes
involved in lipid trafficking, including fatty acids and DHA. Under
this scheme, the trafficking of DHA may be impaired and lead to
reduced levels of DHA in the neurosensory retina. We acknowledge
that this effect would marginally alter the functioning of the
neurosensory retina, since no differences were reported in the
electroretinographic response of the four groups of animals,
including rod sensitivity to light. Again, the major strength of our
study is that we used w3 LC-PUFAs at nutritional doses which we
did not expect to modify electroretinographic response.
Comparing the present data to humans, the LA"w3 ™ group can
be considered the reference. Surveys on the food habits of the
French population have reported that LA accounts for 3—4% and w3
LC-PUFAs for 0.21-0.22% of total daily energy intake (Astorg et al.,
2004; Feart et al., 2007). Our LATw3™ diet provided similar
amounts of LA to the rats — 5% of total energy intake — and w3
LC-PUFAs — 0.02% of total energy intake — which is close to the
median and minimum values thus far reported for w3 LC-PUFA
consumption in human populations (Astorg et al, 2004; Feart
et al,, 2007). An additional finding would corroborate the use of
the LATw3~ group as a reference for human intake: DHA and DPA w6
were similarly associated with each other in the neurosensory
retina of humans and animals from the LATw3™ group but not the
other experimental groups. The elevated level of DPA w6 in animals
fed with high LA and low w3 LC-PUFA amounts is minimal — 1.5% of
DPA w6 (Fig. 2C) — and far from w3 deficiency (Bourre et al., 1989).
Lastly, our diet provided sufficient ALA (0.80 g/kg diet, Table 1).

5. Conclusion

“Increase the amount and variety of seafood consumed by
choosing seafood in place of some meat and poultry” is one ol the
recent dietary guidelines for American (see http://www.health.gov/
dietaryguideline/dga2010) or French populations (see http://www.
anses.fr/Documents/NUT2006sa0359EN.pdt). Seafood is the prom-
inent source of w3 LC-PUFAs, accounting for more than 60% of the
total w3 LC-PUFAs (Astorg et al., 2004). Animal meat, poultry, eggs
and dairy products participate to more than 50% of the intake in LA
(Astorg et al, 2004). Based on epidemiological data (Age-Related
Eye Disease Study Research CGroup, 2007; Sangiovanni et al,, 2009;
Seddon et al., 2003, 2006, 2001; Tan et al., 2009), this recommen-
dation would prevent from the development of ARM and AMD. Until
now, the mechanisms behind these associations remain elusive. w3
LC-PUFAs may be converted into biologically active metabolites.
Using often supra-nutritional doses of dietary fatty acids, numerous
studies have established the competition between w3 and w6 fatty
acids for their incorporation in tissues. Based on our data using
nutritional amounts of w3 LC-PUFAs, we suggest that promoting the
consumption of w3 LC-PUFA and lowering low LA intake would

ameliorate the efficacy of w3 LC-PUFAs, especially EPA, to incorpo-
rate the neurosensory retina and RPE. In addition this effect was
associated with upregulation of the genes involved in lipid traf-
ficking in the neurosensory retina.
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Résultats et conclusion

Apport modéré en AGPI-L@3

Les analyses effectuées dans cette étude montegnd’abord qu’un régime enrichi de fagon
modérée en AGPI-L@3 (LA*»3") permet d’améliorer significativement l'incorpooat des
AGPI-LC »3 dans divers tissus tels que le plasma, le tidgpeax, le foie, la rétine neurale et
I'EPR. Comparativement aux animaux nourris avecégime LA'®3, les rats nourris avec
un régime LA®3" présentent des quantités d’EPA et de DBRAB significativement
augmentées dans la rétine neurale et 'EPR. Enncbea les teneurs en DHA ne sont
augmentées que dans la rétine neurale. Ainsi l'dpp® lorsqu’il est associé a un apport
important de LA ne permet pas d’enrichir 'TEPR eHA Outre I'enrichissement des tissus
en AGPI-LCw3, il existe une corrélation positive entre lesrgités de DHA retrouvées dans
le tissu adipeux et le plasma, et dans la rétineate et le plasma. En revanche, comme nous
I'avons déja montré chez I'Homme, les quantité<DiA dans la rétine neurale et dans le
tissu adipeux ne sont pas positivement asso¢Eesillon et al. 2008) Ainsi un apport en
o3 permet d’augmenter de facon significative la qi&ard’AGPI-LC »3 dans la rétine et
'EPR.

Apport modéré en AGPI-L@3 associé a une diminution de I'apport en LA

Lorsque les animaux sont nourris avec un régima&nBA l'incorporation AGPI-LCw3 dans
les tissus est amplifiée comparé aux animaux reakec un régime LA3". Dans la rétine
neurale et 'EPR, I'incorporation de DR#8 et particulierement d’EPA est amplifiée de fagon
importante dans les groupes d’animauxa® comparé aux groupes d’animaux 1a8*. De
plus dans la rétine neurale, le contenu en LA eADddt inversement et significativement
associée dans les groupes d'animaux nourris aveégime pauvre en LA et plus ou moins
riche en AGPI-LCw3 contrairement aux animaux nourris avec un réginfe en LA. Ainsi

un apport em3 permet d’augmenter de fagon significative la digéud’ AGPI-LC ©3 dans la
rétine et 'EPR et cette incorporation est ampdiflérsque la quantité de LA dans le régime
est réduite.

Malgré ces observations intéressantes de leffet deides gras alimentaires sur la
composition membranaire de la rétine neurale ePRE aucune modification de la
fonctionnalité de la rétine n'a été détectée. Né&zinm nous avons mis en évidence une
augmentation de I'expression des gebds, Cd36, Abcal, Alox12, Alox&t Pla2 chez les

rats nourris avec un régime [#8" comparativement aux rats nourris avec un réginerga
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en AGPI-LC w3 et riche en LAn3. Cependant seule I'expression du gdrdir est
augmentée de facon significative. Nous ne pouvass gonclure sur l'effet bénéfique ou
nuisible desn3 sur la rétine puisqu’aucune altération ou amation de la fonctionnalité de
la rétine n'ont été détectées. Cependant les séyd, oo, LDLR " invalidées pour le géne
Ldlr développent un vieillissement avancé de la rétimis pouvons alors supposer que
'augmentation de I'expression dellr suite a un apport augmenté en AGPI-u& traduirait

un réle plutét protecteur vis-a-vis du vieillissarhectinien.

Grace a cette étude, nous supposons qu’un appadérmnen AGPI-LG»3 sur une génération
(géniteurs et leur progéniture) engendre des nuadifins de I'expression de genes impliqués
dans le métabolisme lipidique et augmente l'incampion d’AGPI-LC 3 dans la rétine
neurale et 'EPR.

Du fait que notre modele était constitué de rategestation et de leur descendance, nos
données renforcent I'intérét des recommandatioistionnelles chez la femme enceinte. Un
des intéréts majeurs de notre étude était que awoss utilisé une supplémentation @8
modeérée, que I'on peut considérer comme raisorifréeffet, nos régimes ne contenaient que
4g d'w3 par kilogramme de régime, ce qui représente oram’environ 100 mg d3 par
jour par animal, soit 8% des lipides ingérés, laestps recommandations nutritionnelles pour
la femme enceinte sont de 500 mg par jour.

Contrairement aux autres tissus, dans 'EPR, |atiféade DHA n’est pas augmentée dans un
régime riche en LA etw3 (LA'®w3"). En revanche, on observe une augmentation de
I'incorporation de DHA lorsque I'apport modéré eGRI-LC »3 est associé a une diminution
de l'apport en LA (LAn3"). Ces résultats peuvent participer a corroboeétades montrant
les effets nuisibles d’'un déséquilibre de la batand/0w6 et I'effet bénéfique d'une
alimentation riche em3 sur l'insulinorésistancéMuramatsu et al; Poudyal et al. 2011)et

le développement ou la progression de la DM{@ho et al. 2001; Seddonet al. 2001;
Seddonet al.2003; Age-Related Eye Disease Study Research Gro2@07; Delcourtet al.
2007; Chonget al. 2009; Kishan et al. 2011) Ainsi, I'enrichissement des membranes en
AGPI-LC o3 pourrait faciliter et amplifier la mobilisatiores acides gras précurseurs des
molécules neuroprotectrices suite a I'apparitionpdacessus pro-inflammatoires et/ou pro-
apoptotiques dans la rétine. Dans cette étude mettons une fois de plus en évidence le réle

crucial que peuvent avoir des facteurs nutritiosiselr la physiologie de la rétine et de 'EPR.
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Depuis ces derniéres décennies, I'espérance daesgigopulations croit un peu plus chaque
année augmentant dans le méme temps le nombrerstnpes agées. Dans ce contexte, le
vieillissement et les pathologies liées a I'aget fwbjet d’'une attention grandissante de la
part des autorités et du monde scientifique. A, la compréhension des mécanismes et
des facteurs liés au vieillissement est de pluspkis avancée. Parmi les mécanismes
impliqués dans le vieillissement, le stress oxydatiuit par 'accumulation d’'ERO et la

glycation non enzymatique des protéines sont maamtebien décrits.

Le vieilissement de I'ceil méne a des modificatidsischimiques et fonctionnelles de la
membrane de Bruch et de 'EPR. En effet, avec |'fenembrane de Bruch s’épaissit et sa
perméabilité diminue tandis que I'EPR perd ses dégm antioxydantes et se charge en
granules de lipofuscine. Le vieillissement de I'egilcaractérise également par 'accumulation
de lipides, de PTG et de produits issus de l'aaf&RO au niveau de la membrane de Bruch
(cholestérol et esters de cholestérol) et dangtlaer(Brownlee 1995; Handaet al. 1999;
Curcio et al.2001; Liang and Godley 2003; Suzuket al.2007; Glenn and Stitt 2009)Au
cours du vieillissement peuvent apparaitre desopagies dites liees a I'age telles que la
DMLA et la RD. Il est maintenant bien établi quediéveloppement de ces pathologies tient
d'une part a des facteurs génétiques et d'autré pades facteurs nutritionnels et

environnementaux considérés comme a risque.

Dans ce contexte, nos travaux avaient pour butatl’lé&v dans un premier temps, I'impact de
facteurs nutritionnels et environnementaux sur ikllissement rétinien chez des souris
sauvages et des souris transgéniques ARABLR” modeéles de vieillissement de la rétine
humaine. Dans un second temps nous avons cherébh&@wer I'impact d’'un régime enrichi

en AGPI-LCw»3 sur la fonction et le métabolisme de la rétinezde rat.

Caractérisation du modéle ApaB,LDLR™

Dans chacune de nos expériences, les souris AgbBLR” vieillissantes présentent
naturellement une diminution de la fonction dedane, des dépots autofluorescents au fond
d’'ceil et une accumulation d’esters de cholestéwlnaveau de la membrane de Bruch
confirmant ainsi les résultats précédemment pulpeisnotre équipe qui montrent que la
souris apoByg, LDLR™ se trouve a la charniére entre un vieillisseménysiplogique et une
rétinopathie (Bretillon et al. 2008) Nous avons également mis en évidence d'autres

caractéres phénotypiques jusque la non décritsadwegouris comme 1) une inflammation de
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la rétine qui se traduit par la présence de cdllutdcrogliales et/ou macrophages dans
I'espace sub-EPR, et 2) une modification de I'egpi@n génique de la rétine et du complexe
EPR-Ch avec 'augmentation de I'expression de gémpqués dans I'efflux du cholestérol
(Abcglet Abcal), dans le trafic des lipoprotéin€Sd36, et dans l'infiltration leucocytaire a
travers I'endothélium et la migration des cellutésrogliales dans la rétin€g3crletCd18.

Les souris ApoRy,LDLR™” sont connues pour étre un modeéle d'athéroscléfemeseet al.
1996; Veniant et al. 1998; Heinonenet al. 2007) Elles sont hypercholestérolémiques et
présentent des taux €levés de VLDL et LDL circidggburces importantes de cholestérol et
d’acides gras) par rapport a des souris sauvagesiobbreuses analogies existent entre les
mécanismes impliqués dans la genese des lésiciimrtateuses et dans la physiopathologie
de la DMLA (Anderson et al.2002) Par exemple, I'implication du cholestérol, de désvés
oxydés (les oxystérols) et des LDL oxydés, a lamy@neté démontrée dans les processus
athéromateuXBrown and Jessup 1999¢t dans la formation de drus@urcio et al. 2001;
Malvitte et al. 2006) Il existe également des points communs au niveaatomo-
pathologique. En effet, dans I'athérosclérose digsdts lipidiques dans I'intima induisent un
épaississement et une perte de I'élasticité desgaasculaires, et sont I'élément déclencheur
du recrutement des monocytes circulants et dora émation les Iésions athéromateuses.
De la méme fagon, dans la DMLA, les dépéts lipidotgiques (druses) au niveau de la
membrane de Bruch renforcent son caractere hydbephee qui réduit les échanges entre
'EPR et la choroide. La présence de cellules mj@tes et/ou macrophages dans la rétine
des souris ApoBoLDLR” suggére I'existence d'un processus inflammatoire ppurrait
étre semblable a ce que l'on observe lors de landtion de lésions athéromateuses
(infiltration de monocytes circulant dans l'intimasculaire). Par ailleurs, 'augmentation
dans le complexe EPR-Ch de I'expressionGiecrl (récepteur de la chimiokine Cx3cll
impliquée dans le recrutement de cellules immum@sade la circulation), e£d18 (protéine
d’adhésion des leucocytes a I'endothélium) poureait partie expliquer linfiltration de
monocytes/macrophages dans la rétine et doncdimfiation. De par les études montrant
une diminution des capacités antioxydantes de I'BBRours du vieillissemeltiles et al.
1991; Tate et al. 1993) et I'age des souris ApaB,LDLR™ dans nos expériences nous
pouvons supposer gu'il existe une diminution detkaté antioxydante dans I'EPR et donc
que la présence d’ERO dans la rétine et le com@d#}e-Ch soit a I'origine de I'oxydation
de biomolécules pro-inflammatoire issus des lipidésHNE, MDA, CEP, CHP, CPP,

oxystérols), des oses (glyoxal, méthylglyoxal, 3a&glucosone) et des protéines. Dans
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'EPR. les ERO peuvent également étre a I'origiadadformation de LDL oxydés semblables
a ceux que I'on observe dans I'intima au coursadeldmation de plaque d’athéromes.
En ce qui concerne les modifications de I'exprasgiénique dans la rétine et le complexe

EPR-Ch chez les souris Ape@LDLR™ témoins nous pouvons suggérer trois hypothéses :

1) 'augmentation de I'expressionAticglet Abcal transporteurs impliqués dans I'efflux
du cholestérol, e€d36 transporteur des LDL et des LDL oxydés, est idafflux dans
la rétine de monocytes/macrophages connus poumasxpces transporteu(€hawla et
al. 2001)

2) 'augmentation de I'expression géniquedlcgl Abcal et Cd32 serait le résultat
d’'une réponse adaptative de la rétine face adiafilnportant de cholestérol et acides gras
issus des VLDL et LDL circulants vers la rétine. &fet, 'augmentation de I'expression
d’Abcgl Abcal et Cd36 ne serait donc pas liée aux cellules microgliagtsu
macrophages mais a d’autres types cellulairesgietsles cellules de 'EPR ou bien les
cellules de Miller décrites pour exprimer ces tpaneurs(Bojanic et al; Tserentsoodol

et al. 2006; Rodriguez and Larrayoz 201Q)Par ailleurs, la diminution de I'expression
d’Acatl et Hmgcr dans le complexe ERP-Ch traduit une diminutionstlickage du
cholestérol par les cellules et supporte un pes phypothése d’'une réponse adaptative
de la rétine. On peut également suggérer que I'antation de I'expression ded36 soit

une compensation a I'absence de Ldlr.

3) Ces moaodifications seraient le résultat de l'esdgmn des deux hypotheses
précédentes : une augmentation du métabolismeipidsd en réponse a 'augmentation
de l'afflux de LDL dans la rétine et une activatiomcrogliale et/ou infiltration de

monocytes/macrophages (semblable a ce qu'on obs#swms I|'athérosclérose) pour
éliminer les déchets dans la membrane de Bruchaetétine. Dans ce cas, les
modifications de I'expression génique seraient duda fois a I'activation des cellules

microgliales et/ou macrophages et aux cellulesnetede la rétine.
Ainsi, 'ensemble de ces résultats permettent de mtrer que le phénotype de la souris

ApoB1o,LDLR 7 peut avoir un impact sur la physiologie et le vidissement de la rétine.

De plus si on considére que la souris Apak,LDLR "~ présente un état de rétinopathie,
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alors les résultats apportent une preuve supplémeaite de [limplication de
I'inflammatoires dans les stades précoces de DMLA.

Impact des facteurs nutritionnels et environnementasur la rétine

Chez I'ensemble des animaux exposés aux facteur®enementaux et nutritionnels sources
d’ERO et de PTG, on constate des modifications iplggiques de la rétine et du complexe
EPR-Ch. En effet, les souris exposeées a la lumard)-galactose ou a un régime enrichi en
fructose présentent une altération de la foncté&imienne qui se traduit par une diminution
de la réponse et de la sensibilité de la rétina timulus lumineux. Par analogie avec de
récentes publication®u et al.2008; Luhmannet al.2009; Chenet al.2011)qui rapportent
comme dans la premiere partie de nos travauxdsepice de points autofluorescents au fond
d’ceil et des cellules révélées positives par immuenrguage anti-CD68 sur coupe d’ceil, nous
supposons l'induction d'une réponse inflammatoiangl la rétine. Cette hypothése est
supportée par 'augmentation de I'expression demg€x3crlet Cdl8dans la rétine et le
complexe EPR-Ch chez les souris nourris avec uimeegnrichi en fructose. De plus,
'augmentation de I'expression des geBes et Gfap -codant respectivement pour le facteur
pro-apoptotiqgue Bax gtour la protéine du cytosquelette GFAP - montrelgustress oxydatif

et les PTG générés dans la rétine par le régimeh¢mn fructose sont capables d’'induire la
mort cellulaire et un état de stress rétinien falbstgs a un état inflammatoire. Par ailleurs, la
diminution de I'expression du gerteod? codant pour la superoxyde dismutase, dans le
complexe EPR-Ch peut traduire une augmentation @'EBns le complexe EPR-Ch et donc
probablement une augmentation de la productionia@adiécules oxydées propices au stress
oxydatif et a I'inflammation. Les phénomenes damimation dans la rétine sont relativement
bien décrits au cours du vieillissement et dansrétimopathies liees a I'age. En effet, de
nombreuses études décrivent I'activation du cometérfdha et al. 2007) I'activation de
cellules microgliales et l'infiltration de macrogies de la choroide au cours de la DMLA
(Penfold et al.2001; Rodrigues 2007; Patel and Chan 2008; Xat al.2009)

Bien que nous n'ayons pas observé de néovasctilangatade sévere de la DMLA et de la
RD) chez aucun de nos animaux exposés aux facwerstress, 'augmentation de
I'expression dé&/egf I'aggravation des altérations liés a I'age etadezponse immunitaire de
la rétine laissent a penser que les souris expaséles facteurs sources d'ERO et de PTG
présentent une accélération du vieilissement deréline voire un stade précoce de

rétinopathie.
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Contrairement & ce qu’on pouvait attendre, damséeble de nos expériences, les altérations
observées chez les souris sauvages exposées aux fdisteurs semblent peu amplifiées chez
les souris Apoky, LDLR™ dans les mémes conditions.

Ainsi, ces résultats apportent une preuve suppléméaire du réle certain de la génétique
dans le processus de vieillissement de la rétinedans le développement de rétinopathies

- puisque la souris ApoBo,LDLR 7~ présente spontanément des signes de vieillissement
avancés de la rétine - et de linfluence avérée ddacteurs environnementaux et
nutritionnels dans ces processus. Cependant, I'assation de facteurs génétiques a des
facteurs environnementaux ou nutritionnels ne semkl pas forcement suffisante pour

déclencher des signes de rétinopathies aux stadéséyes.

Un régime enrichi en fructose est décrit pour éne source dERO et de PTG mais
également d’hyperinsulinémie, d’insulinorésistanog@hypertension et de lipogenese
(Bascianoet al. 2005; Havel 2005; Rutledge and Adeli 2007; Traet al. 2009; Dekker et

al. 2010) Ouitre les effets sur la fonction et la réponseimitaire de la rétine, nous avons
montré que le régime enrichi en fructose a longnéerest susceptible d'impacter sur
I'expression génique dans la rétine et le compERK-Ch. En effet, les souris sauvages et
ApoB1o,LDLR” nourries durant 8 mois avec un régime enrichirestbse présentent une
augmentation de I'expression de geénes impliquéss dan métabolisme et l'efflux du
cholestérol Kimgcr, Lcat, Cyp27aet Cyp46a Insigl) et dans le trafic des lipoprotéinégppe
Srbl Lrpl). Elles présentent également une augmentatiolexigréssion de génes impliqués
dans la synthése de facteurs nucléaires ligandhdiestérol, des oxystérols et des acides
gras., et initiateurs de diverses voies de sigaiadiss (Lxra, Ppard). Ces modifications
géniques peuvent étre expliquées par I'effet didecfructose dans la rétine dans laquelle il
est métabolisé en acétyl-coenzyme A, précursela geie de biosynthése du cholestérol et
des triglycérides et par son effet indirect sufdie dans lequel sa métabolisation aboutit a
'augmentation de la lipogenese et donc a 'augatent des taux de VLDL et LDL dans le
sang. En effet, les LDL (riches en cholestérdirigtycérides) dans la circulation sanguine
arrivent a la rétine par les vaisseaux rétiniehschoroidiens et sont captés par des
transporteurs comme LDLR et CD36. Par conséquepeah penser qu’'une augmentation de
taux de LDL dans le sang peut induire, une augmentale I'afflux de LDL et donc de
cholestérol et acides gras dans la rétine (Figaye 4

Ainsi, malgré les effets délétéeres d’'un régime eruhi en fructose sur lintégrité de la

rétine, cette derniere serait capable de fournir ua réponse adaptative pour faire face a
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'augmentation de la production et de I'afflux de tolestérol et d’acides gras dans la

rétine.

Il existe cependant quelques spécificités de soueheeffet, dans la rétine, les gerafir,
Abcgl Abca4det Srebplsont surexprimés chez les souris sauvages, estgnd les génes
Cd36 Abcal Nfcbl, Nfcb2 sont surexprimés chez les souris ApRBRDLR”. La
surexpression #&bcgl et Ldir chez les souris sauvages @d636 et Abcal chez les souris
ApoB1oo,LDLR” suggére une association entre LDLR et ABCG1 aee@D36 et ABCAL.
Ces différences montrent donc que face a un ménteuia et comparativement aux souris
sauvages, le phénotype de la souris AggBDLR™ peut influer la réponse de la rétine et du

complexe EPR-Ch.

Dans la derniére expérience, nous avons souha#tiervi'effet d’'un apport modéré en
AGPI-LC ®3 sur la rétine. Pour cela des rates ont été sesndsun régime plus ou moins
enrichi en AGPI-LCw»3 et en LA durant leur gestation, et sur leur pniigée jusqu'a 11
semaines. Les analyses chromatographiques nougpeontis de mettre en évidence un
enrichissement de la rétine neurale et 'EPR en IAGP »3, et particulierement en EPA,
lorsque les animaux sont nourris avec un régime&linen acides grae3. Dans le méme
temps nous avons montré que la diminution de latif@éad’acide linoléique dans le régime
permet de potentialiser I'enrichissement des tissars AGPI-LC ®3. Cet effet
d’enrichissement peut constituer un des mécanismas sous-tend les données
épidémiologiques qui montrent un effet protecteas @3 sur la DMLA plus important
lorsque les quantités d’acides linoléique dansé@gme sont réduite€Seddonet al. 2001;
Age-Related Eye Disease Study Research Group 200Zhong et al. 2008; Tan et al.
2009) Notre travail permet d’apporter des élémentsémmse supplémentaires concernant
les mécanismes sous-jacents a l'effet neuroprateates 3. En effet, nous pouvons
supposer que l'enrichissement de la rétine en AGP®3 augmente leur disponibilité et
donc facilite la formation de meétabolites secorslimeuroprotecteurs tels que les
prostaglandines, les leukotriénes, les protectieieles résolvines dans la rétine. D’autre part,
'augmentation de I'expression des gehddr, Cd36 et Abcal impliqués dans le trafic des
lipides et des genedox12 Alox5 etPla2, enzymes participant a la métabolisation des acide
gras suggere une amélioration du métabolisme geded et une augmentation de la
formation de métabolites secondaires des acidesdznas la rétine des animaux nourris avec

un régime riche en AGPI-LG3 et pauvre en acide linoléique.
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Ces travaux mettent en évidence la capacité de la&tme a produire une réponse
adaptative a certains facteurs nutritionnels, et aportent une preuve supplémentaire que
I'alimentation joue un réle important dans la structure biochimique et le métabolisme
de la rétine, et trés certainement dans le processude vieillissement, voire

potentiellement dans le développement de pathologiéiées a I'age.

En conclusion générale, les résultats de ces travausuggerent que les facteurs
environnementaux et nutritionnels tiennent un rdle non négligeable dans le
vieillissement rétinien et sur le métabolisme de laétine. Certains facteurs sources
d’ERO et de PTG sont capables d’augmenter I'apparibn de signes de vieillissement de
la rétine et d’induire une réponse adaptative de larétine par la modification de
I'expression génique et par le déclenchement de pressus inflammatoires qui
pourraient étre le point de départ de rétinopathiediées a I'age telles que la DMLA ou la
RD. D’autre part ces travaux permettent de confirme I'importance de I'équilibre de la
balance entre acides gram3 et w6 et des apports nutritionnels lipidigues recommanés

pour les AGPI-LC dans la composition lipidique et & métabolisme de la rétine.

Les perspectives de ce travail pourraient toutardlronsister a définir de facon précise les
lésions occasionnées par ces facteurs nutritiomiedgvironnementaux en mesurant le stress
oxydatif, le taux de VLDL et LDL oxydés sanguin, daen en analysant de facon
histochimique la présence de PTG au niveau detilzerét de la membrane de Bruch. Nous
pourrions également analyser I'expression génigueis éventail plus large du génome dans
le but de voir si ces facteurs peuvent influer diautres fonctions cellulaires comme la
prolifération ou encore la différenciation cellutai

L’exposition aux divers facteurs sur de longuesqoi&s ne nous permet pas de définir une
chronologie des événements ni méme d’établir umdie cause a effet entre 'augmentation
du métabolisme des lipides, 'accumulation d’estirscholestérol et I'inflammation dans la
rétine. De plus nous ne savons pas si ce procddatlammation dans la rétine se développe
au cours des premiers jours d’exposition ou bigesaplusieurs mois.

Il nous semble également essentiel d’approfondiralealyses sur I'inflammation engendrée
par ces facteurs. En effet, de nombreuses questidrsistent quant a l'origine, gliale et/ou
circulatoire des cellules immunitaires que l'onreewve dans la rétine. Les cellules
microgliales et les monocytes/macrophages sonsigs&ula méme lignée myéloide, c'est

pourquoi ils présentent la plupart du temps les eg€marqueurs membranaires et il est
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difficile de les distinguer. Il semblerait cepentd@ue certains marqueurs comme CDB8O0,
LAMP-1 et la lamine soient spécifiquement exprinpds les cellules microgliales activées
tandis que d’autres marqueurs tels que-Chymotrypsin, NG2 et RFD7 soient exprimés
spécifiguement par les macrophages. Afin de cosfirnte lien entre les points
autofluorescents observés en fond d'ceil et les naaes sur coupe d'ceil, des analyses
supplémentaires par immunomarquages sur des rém@yes montées a plat (flatmount)
permettraient d'une part de mieux distinguer laphotogie des cellules dans leur ensemble
et d’autre part de déterminer I'origine des ceBufgie I'on retrouve au niveau des segments
externes des photorécepteurs. La microdissectssr lde ces cellules associé a une analyse
protéomique et lipidique en HPLC/MS permettraitrdiux caractériser la composition de
ces cellules.

Il serait également intéressant de développer udetaomurin qui puisse développer une
néovascularisation rétinienne. Pour cela, nousrfmog exposer ces souris a des conditions
associant facteurs environnementaux et facteurgionhels. Ainsi ces souris pourraient étre
exposees a la lumiére et/ou a la fumée de cigaektteurris avec un régime a haute teneur en
lipides @6, cholestérol) ou fructose. En effet, nous pouveugposer qu'en multipliant les
facteurs de risques associés a la DMLA et la rpttitie diabétique, I'accumulation de
modifications biochimiques (stress oxydatif, PT®)netaboliques soient suffisantes pour
induire une néovascularisation semblable a ce qolmerve dans ces rétinopathies.

Enfin pour confirmer l'effet protecteur des3 face a des Iésions de la rétine une étude
complémentaire pourrait permettre d’évaluer I'effatn régime plus ou moins enrichi ex3

et o6 sur des souris exposées aux différents facteutstionnels et environnementaux
augmentant les signes de vieillissement de lagé@ependant, les études préliminaires ayant
montré qu’un régime enrichi en AGPI-LC induit unggementation de I'expression dellr,

on peut se demander si la souris ApgRDLR” invalidée pour le génkdir, serait un bon

modéle pour cette étude.
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The past decades have been characte-
rized by the improvement of life expect-
ancy and changes of the living including
dietary habits of the Western popula-
tions. Meanwhile, the development of
pathologies has emerged. Eye diseases
remain the second most prevalent ones

Abstract: Life expectancy at birth has reqularly increased decade after decade,
especially since the beginning of the 20th century: 15 years have been gained over the
past 50 years. Changes in living and dietary habits during this time period have been
associated with the development of various pathologies which represent a growing socio-
economic burden. Among age-related disorders, ocular diseases are the second most
prevalent ones after 65 years. Age-related Macular Degeneration (AMD) is the leading
cause of visual impairment after the age of 50 years. Age is the prominent risk factor for
AMD and is accompanied with both endogenous (including genetics) and environmental
factors, such as smoking habits and dietary factors (diet rich in cholesterol and saturated
fatty acids). AMD is characterized by the loss of cells at the most central area of the
retina, called macula. The neural retina is a highly structured neurosensory tissue that is
responsible for the transduction pathway. The transduction pathway is initiated in
photoreceptors where the light stimulus is coded into an electrical signal. This signal is
transmitted to neighboured neurons and transferred to the brain via the optic nerve. The
retinal pigment epithelium (RPE) is the cellular and metabolic interface between the
neural retina and choriocapillaris through Bruch’s membrane. The close association
between RPE and photoreceptors is one of the factors that promote the efficacy of RPE to,
in the one hand, provide nutrients and oxygen to photoreceptors and, in the other hand,
eliminate the metabolic debris originating from shedding of the outer segments.
Epidemiological data suggest that dietary habits privileging the consumption of omega-
3 long chain polyunsaturated fatty acids participate to prevent from the development of
AMD (Sangiovanni et al., 2009). The mechanisms underlying the effects of omega-3
fatty acids remain unclear until now. The purpose of the present paper is to give a review
on the role, metabolism and effects of omega 3 fatty acids in the retina.

Key words: lipid, omega 3, retina, nutrition, aging, prevention

after the age of 65 years in Western
countries. Accounting to the demo-
graphic forecasts, patients with eye disea-
ses are expected to represent a sensitive
and growing socio-economic burden.
Aging remains one of the most influenc-
ing factors associated with the develop-
ment of retinal pathologies. Age-related
Macular Degeneration (AMD) is the
leading cause of visual impairment of
the aged developed populations. Envi-
ronmental factors, including dietary
habits, are also of some concerns in the
development of AMD. Aging of the
retina is characterized by specific clinical,
functional and morphological features,
including lipid deposition. Lipids are
quantitatively important components

of the retina but their roles are not fully
defined. Lipids may both promote and
prevent aging of the retina. The purpose
of this review is to highlight the roles and
benefits of lipids and dietary fatty acids in
aging and age-related diseases.

Lipids are structural
components of the
retina

The term “‘retina’”’ encompasses both
the neural retina and the retinal pig-
ment epithelium (RPE). The retina
covers the internal part of the ocular
globe at its posterior pole (figure 1).
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The neural retina is a neurosensory
tissue which primary function is to
convert light photons into an electrical
signal. This function is called the trans-
duction pathway. The neurosensory
retina contains photosensitive cells
(rods and cones), neurons and glial
cells. Various types of neurons are
present in the neurosensory retina:
bipolar cells, ganglion cells, amacrine
cells, horizontal cells (figure 1). The
architecture of the neurosensory retina
is reverse to the way light enters. Cones
and rods are located at the most
external side of the neurosensory retina,
at the vicinity of the RPE. The coding
function of the retina is dependent not
only to photoreceptors but also to
neurons, glial cells and RPE which
amplify the signal. Rods represent the
prominent population of photorecep-
tors compared to cones, even in most
diurnal animal species (Masland, 2001).
The structural organization of photo-
receptors and neurons in the retina is
unique. The signal emerges from rods
and cones independently, is transmitted
to bipolar cells, converges to ganglion
cells, and is transferred to the brain via
the optic nerve. On the contrary to the
cone pathway which involves a one-to-
one association of cone-bipolar cell-
ganglion cell, the rod system is much
more convergent since the signal from
many rods is pooled to generate a signal

in one ganglion cells. About 100
millions of cones and rods and 1 million
of ganglion cells are present in the
retina. This relationship between photo-
receptors, bipolar cells and ganglion
cells maximizes the response to light,
especially in rods. The ability of photo-
receptors to convert light photons into
an electrical signal is due to the presence
of a photopigment (opsin in cones,
rhodopsin in rods) in their outer seg-
ments. The outer segment of a photo-
receptor consists in a stack of disk
membranes (figure 2) that are synthe-
sized in the proximal portion of the
outer segment (close to inner segment,
B-panelin figure 2), and shed at its apical
side by the RPE (C-panel in figure 2). RPE
forms villi that entrap the outer seg-
ments of the photoreceptors, and
thereby improves the capacity of the
RPE to eliminate the debris, and provide
the neuroretina with nutrients.

Rhodopsin is a G-protein coupled recep-
tor which is present in the outer seg-
ments. Absorption of photons by
rhodopsin yields conformational move-
ments of rhodopsin that result in activa-
tion of the G-protein and bioclogical
response. The lipid environment of rho-
dopsin is a key effector of these changes
(Brown et al., 2010). The neurosensory
retinais composed of 90% phospholipids
and 10% cholesterol (Bretillon et al.,
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Figure 1. Structure of the human eye and organization of the retina
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2008; Fliesler and Bretillon, 2010). Doco-
sahexaenoic acid (DHA) is a long chain
polyunsaturated fatty acid (LC-PUFA)
from the omega 3 series. It is present at
high levels in the neurosensory retina:
about 15% in the whole human retina
(Bretillon et al., 2008), and accounts for
50% of the fatty acids in the outer
segments of photoreceptors (Fliesler
and Anderson, 1983). DHA improves
the kinetics of the photocycle by creating
specific inter-molecular associations with
rhodopsin. The highly unsaturated chemi-
cal structure of DHA with six double
bonds confers enhanced fluidity to DHA-
rich membranes which ameliorates their
biophysical parameters. On the contrary,
saturated fatty had opposite effects
(Litman and Mitchell, 1996); cholesterol
stabilizes rhodopsin and impairs rhodop-
sin activation (Grossfield et al, 2006).
Electroretinography is a suitable method
to monitor the capacity of the retina to
respond to light stimulus. The retina of
animals reared under a diet deficient in
omega 3 fatty acids is depleted in DHA,
and shows a reduced electroretino-
graphic response (Neuringer et al.,
1986). In addition to DHA, very LC-PUFA
with 32 or 34 atoms of carbon are found
in the human retina (Berdeaux et al.,
2010). Their function remains uncertain
but their deficiency is associated with a
specific retinal phenotype induding
impaired electroretinographic response,
increased accumulation of a toxic vitamin
A derivative and degeneration of photo-
receptor cellsin the central retina (Agbaga
et al., 2008; Karan et al., 2005). These
features are associated with mutations in
the gene coding ELOVL4 (elongation of
very long chainfatty acids 4) and with the
dominantly inherited juvenile macular
degeneration called Stargardt-like macu-
lar dystrophy (STGD3) in humans (Karan
etal.,, 2005). The interested reader should
refer to the review from Berdeaux in the
present issue of the journal.

Where do fatty acids in
the retina come from?

The capacity of the retina to get
enriched in DHA from dietary sources
is relatively low. Bazan reported two
decades ago that DHA is recycled with
high efficiency in the outer segments
and is also provided by circulating
sources (Bazan, 1989). But the relative
contribution of exogenous sources and
recycling to retinal DHA remains poorly
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Figure 2. Morphological structure of the whole (A-panel) and outer retina (B- and C- panels)

defined. Recently, we have analyzed
retinal and adipose tissue samples from
human donors. The fatty acid profile of
adipose tissue was considered as a
surrogate for long term history intake
in dietary fatty acids of the subjects.
Linoleic acid is exclusively of dietary
origin. Its content in the neurosensory
retina was strongly and positively asso-
ciated with its adipose tissue level. Onthe
contrary, no similar association was
observed with DHA levels (Bretillon
et al., 2008). Therefore, we suggest that
only a small portion, at best, of retinal
DHA may be derived from dietary DHA.
The efficacy of dietary supplementation
with DHA to enhance the accumulation
of DHA in the neurosensory retina
remains unknown in humans. Data in
laboratory animals favour a positive
although relatively minor effect. Indeed,
using long term supplementations with
omega 3 LC-PUFA (19.2% of the dietary
fatty acids), DHA concentration increases
in the retina only by less than 10%,
compared to a control diet devoid of
omega 3 LC-PUFA (Schnebelen et al.,
2009; Schnebelen et al.,, 2009).

Circulating fatty acids are found esteri-
fied with a glycerol backbone in trigly-
cerides and phospholipids, and linked to
cholesterol in cholesteryl esters. Trigly-
cerides are the major lipid components
of chylomicrons and VLDL which are

produced and remodelled in the early
hours after meal by enterocytes and
liver, respectively. Cholesteryl esters
represent the prominent lipid class in
LDL. It has been shown with labelled
molecules that LDL can reach the RPE
and deliver their content therein
(Tserentsoodol et af.,, 2006). We found
in human samples that the fatty acid
moiety in cholesteryl esters is in close
association with the fatty acid profile of
the neurosensory retina (Bretillon et al.,
2008), suggesting that cholesteryl
esters can be carriers of circulating fatty
acids, including DHA, to the neuro-
sensory retina.

Influence of dietary
lipids in retinal aging
age-related retinal
diseases

Fatty acids and Age-related
Macular Degeneration (AMD)

Aging, and to a greater extent Age-
related Macular Degeneration (AMD), is
associated with the accumulation of
extracellular lipid particles at the base-
ment of RPE, within Bruch’s membrane
(Curcio et al, 2009) (see figure 1 for
location of Bruch’s membrane). These
lipid particles take part of complex
deposits called drusen which accumu-

lation is a clinical sign of maculopathy:
the early stage of AMD. The composition
of drusen has not been fully determined,
but include lipofuscin, fibrillar and non-
fibrillar amyloid, cholesterol, glycopro-
teins, vitronectin, inhibitors and activa-
tors of the extracellular matrix,
complement factor H, complement com-
ponent C3, and zinc. This accumulation
of debris creates a lipid wall which
participates to the age-associated thicke-
ning of Bruch’s membrane and to the
increase in hydraulic resistance. Such
accumulation of lipid-rich particles within
Bruch’s membrane may reduce the fluxes
of nutrients to the retina, and may be
involved in the partial loss of retinal
functionality in a relevant rodent model
of aging of the human retina: the trans-
genic mouse expressing the human
apolipoprotein Byoo and lacking LDL-
receptor (Bretillon et al., 2008).

AMD targets a specific area of the retina:
the macula (figure 1). Visual field of AMD
patients is characterized by the loss of
central vision. AMD patients therefore
poorly discriminate colors and details.
Aging, genetic and environmental fac-
tors participate to the development
of AMD, advanced age being the promi-
nent one. High fat intake, and especially
saturated fatty acids and cholesterol, has
been associated with higher risk for AMD
(Age-Related Eye Disease Study Research
Group, 2007). Advanced stages of AMD
are of two types: wet or dry AMD. Wet
AMD, also called neovascular AMD,
affects about 40% of the population
with late AMD. It is characterized by
choroidal neovascularization, whereas
the primary clinical characteristic of dry
AMD is the appearance of RPE atrophy,
also called geographic atrophy. The
clinical management of patients with
neovascular AMD is of peculiar interest
given the incidence of choroidal neo-
vascularisation, and potentially intrareti-
nal haemorrhages. Drug therapies and
laser treatments are so far gold standards
for clinical ophthalmologists in AMD
patients. Preventive approaches would
also be pertinent in patients with macu-
lopathy.

AREDS (Age-Related Eye Disease Study)
is a multicenter study funded by the
National Institutes of Health in the USA.
This natural history study and phase Il
clinical trial was designed to assess the
clinical course, prognosis, risk factors,
and nutrient-based prevention and
treatment of AMD. More than 4700
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participants were initially enrolled from
November 1992 to January 1998. The
5-years follow-up was completed in
April 2001, and continued until Decem-
ber 2005 to evaluate the 4-years clinical
course and progression of AMD for
participants previously enrolled in the
trial. Numerous reports have been
published so far on this trial. The last
one reveals that participants who have
the highest omega 3 LC-PUFA intake
(0.11% of total energy intake) were
30% less likely to develop geographic
atrophy and neovascular AMD than
lower consumers (0.01% of total energy
intake) (Sangiovanni et al., 2009). The
Blue Mountains Eye Study in Australia
has reported similar association: one
serving of fish per week was associated
with reduced risk of early AMD by 30%,
primarily in subjects with less than the
median linoleic acid consumption (Tan
et al., 2009). The US Twin Study of AMD
was derived from the National Academy
of Sciences-National Research Council
World War Il Veteran Twin Registry. This
registry is the largest population-based
twin registry in the US and includes
information for 15924 white male twin
pairs born between 1917 and 1927 who
served in the US armed forces. The large
size of this population gave the unique
opportunity to evaluate the role of
genetic and environmental risk factors
for age-related diseases including AMD.
Data from 681 twins report that two or
more servings of fish per week reduced
the risk of AMD by 2-fold. This reduction
in risk was seen primarily among sub-
jects with low levels of linoleic acid
intake (Seddon et al., 2006).

The mechanisms behind this protection
are poorly defined. We recently ques-
tioned whether following the epidemio-
logical-based guidelines (increase omega
3 LC-PUFAs and reduce linoleic acid
intake) would enhance the enrichment
of the neurosensory retina and RPE with
omega 3 LC-PUFAs, and modulate gene
expression in the neurosensory retina
(Simon et al., 2011). Diets rich in omega
3 LC-PUFAs efficiently improve the incor-
poration of omega 3 LC-PUFAs in the
tissues. This raising effect was magnified
by lowering linoleic acid intake. Reducing
linoleic acid intake up-regulated the
expression of genes coding for trans-
porters of lipids and enzymes involved in
lipid metabolism (LDL-receptor, CD36,
ABCAT1, ALOX5 and ALOX12). LDLR,
ABCAT and CD36 have been suggested
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to participate to lipid recycling in the
neurosensory retina (Tserentsoodol etal.,
2006; Tserentsoodol et al., 2006). ALOXS5
and ALOX12 are lipoxygenase enzymes
that catalyze the hydroxylation of PUFAs.
DHA may be converted into such bio-
logically active metabolites in the RPE
(Bazan et al., 2010). Neuroprotectin D1 is
a stereospecific derivative of DHA, pro-
duced after the release of DHA from
phospholipids and hydroxylation by
15-lipoxygenase. NPD1 is a cell mediator
which activates pro-survival repair signal-
ling. NPD1 exhibits anti-inflammatory
properties, induces anti-apoptotic pro-
teins and inhibits pro-apoptotic pro-
teins. Thus, NPD1 triggers activation of
signalling pathway that promotes cell
survival. NPD1 would be of peculiar
importance in the response of RPE cells
to oxidative stress during photoreceptor
outer segment phagocytosis and in the
course of AMD (Bazan et al., 2010).

Fatty acids and glaucoma

Glaucoma is the second leading cause of
blindness worldwide. More than 60
millions of glaucoma patients are
expected in 2020 in the world
(Quigley, 2011). Glaucoma is a pro-
gressive optic neuropathy which is
characterized by the loss of retinal
ganglion cells (figure 1).Various risk
factors have been associated with glau-
coma, such as high intraocular pressure,
age, familial history, ethnicity, gene
polymorphisms, and myopia (Quigley,
2005). Epidemiological data reported
that major fats and lipids were not
associated with glaucoma (Kang et al.,
2004). But higher ratio of omega 3 to
omega 6 LC-PUFA was positively asso-
ciated with a greater risk of glaucoma
(+50%), especially in subjects with
elevated intra-ocular pressure (Kang
et al., 2004). Animal data showed that
omega 3 LC-PUFA deficiency impaired
the electroretinographic response of
retinal ganglion cells (Nguyen et al.,
2008), and increased intra-ocular pres-
sure (Nguyen et al., 2007). Recently, we
published that not only dietary omega 3
LC-PUFA, but also the combination of
omega 3 LC-PUFA and omega 6 fatty
acids, modulate the stress of the retina
to elevated intra-ocular pressure in early
hours (Schnebelen et al., 2011) and at
long term (Schnebelen et al., 2009).
Interestingly, we found that glaucoma
patients had erythrocytes with reduced
levels of DHA-rich phospholipids and

plasmalogens. The differences were
associated with the severity of glaucoma
(Acar et al., 2009).

Conclusion

Lipids represent the most energetic
nutrients. In Western and developed
populations, more than one third of the
daily energy intake comes from lipids.
Dietary recommendations for fatty acid
intake to the French population have
recently been re-evaluated. Omega 3-
long chain polyunsaturated fatty acids
(EPA and DHA) are now included not only
in order to fulfil the physiological needs
but also in order to prevent from age-
related disorders, including AMD. Oxi-
dative stress and inflammation are with
certainty the most influencing mecha-
nisms in the aging processes. In addition
to their role as fuels, lipids are also
metabolicsubstrates and cellular effectors
that intervene in those various cellular
mechanisms.
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Age-related macular degeneration (AMD) is the leading cause of visual impairment in the elderly
in developed countries. Risk factors for AMD are classified into endogenous nonmodifiable
factors, including genetics and environmental factors such as smoking and dietary habits. Both
epidemiological and experimental studies suggest that dietary omega-3 long-chain fatty acids
would participate to prevent from the development of AMD. The mechanisms behind this
association have been poorly defined until now. Kabasawa and coworkers recently published
that Japanese AMD patients did not exhibit a different serum fatty acid profile compared with
Japanese controls, although the circulating levels of omega-3 fatty acids were doubled in
Japanese subjects when compared with subjects in the USA — a consequence of Japanese dietary

habits privileging fish consumption.

Kevworps: age-related macular degeneration  lipid ¢ nutrition ® smoking

In this article, we would like to emphasize the
data reported by Kabasawa and coworkers about
the lack of association between serum omega-3
fatty acids and age-related macular degenera-
tion (AMD) in a Japanese population [1. AMD
is the leading cause of visual impairment in the
elderly in developed countries. AMD primar-
ily affects the photoreceptors, retinal pigment
epithelium (RPE) and Bruch’s membrane. Its
prevalence was estimated to be 6.5% after the
age of 40 years in the USA [2] and 4.1% in
Japan [3]. Advanced age is the main risk factor
for AMD. The 15-year cumulative incidences of
early and late AMD increase dramatically with
advancing age, reaching 25% betrween 65 and
74 years of age in the US population from the
Beaver Dam Eye Study [4]. Early stages of AMD
are also called maculopathies. The clinical signs
of early AMD are thickening and abnormal
architecture of Bruch’s membrane, accumula-
tion of lipofuscin in the RPE, and formation of
drusen beneath the RPE in Bruch’s membrane.
Drusen are parts of extracellular lesions. Drusen
are complex deposits composed of lipids,

apolipoproteins, complement factor H, amy-
loid, and so on [5]. AMD shows two different
presentations at advanced stages of the disease.
Geographic atrophy, or dry AMD, is character-
ized by areas of RPE loss which is secondarily
responsible for the death of photoreceptors, and
visual loss. Exudative, or wet, AMD is defined
by the development of choroidal neovascular-
ization at high risk of retinal hemorrhage [¢].
AMD is a multifactorial disease: both endo-
genous and environmental factors participate
in its development. Candidate gene studies and
genome-wide analysis study approaches have led
to the identification of susceptible genes and
loci. Variants of several genes involved in the
complement pathway, including complement
factor H, have been associated with AMD [7].
Significant associations have also been reported
with variants in the ARMS2/HTRAI locus on
chromosome 10 (5] and lipoprotein lipase type
C on chromosome 15 [9]. Among environmental
factors, smoking remains the most important
modifiable promoting facror for AMD [10].
Epidemiological studies have highlighted the
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association between fat consumption and AMD risk and evolu-
tion, especially under low intake in linoleic acid [11]. A meta-
analysis published in 2008 reported that the consumprion of
fish at least twice a week and foods rich in long-chain omega-3
polyunsaturated fatty acids (LC-PUFAs) reduced the risk of
early and late AMD [12]. Fish and seafood are the prominent
dietary sources of omega-3 LC-PUFAs in Japan [13]. In France,
60% of omega-3 LC-PUFA intake is provided by fish and sea-
food, and 25% by animal products [14]. The serum fatty acid
profile in omega-3 LC-PUFAs reflects the dietary habits in fish
consumption [1s]. As an example, Japanese individuals living in
Japan show greater circulating levels of omega-3 LC-PUFAs than
Japanese individuals living in the USA and white Americans [13].
Eicosapentaenoic acid (EPA) and docosahexaenoic acid (DHA)
are the main omega-3 LC-PUFAs found in foods. The mecha-
nisms behind the association between omega-3 LC-PUFAs and
AMD are poorly defined, but it has been suggested that EPA
and DHA may be converted into active metabolites, especially
in the RPE. Those active products, such as neuroprotectin D1,
may prevent angiogenesis, neurodegeneration and inflammation
in the course of AMD [1¢].

The paper under evaluation by Kabasawa ez /. explores whether
AMD patients exhibit differences in serum fatty acid profile
compared with disease-free subjects [1].

Summary of methods & results

This case—control study was carried out in Japan in 143 controls
and 279 AMD patients. Among AMD patients, 166 showed a
typical neovascular form, 82 had polypoidal choroidal vasculo-
pathy, and 31 had non-neovascular AMD. All subjects were
Japanese—Asian natives. The diagnosis of AMD was based on
a clinical ophthalmologic examination and fundus evaluation.
Fatty acid profiles were analyzed in sera from 142 cases and
122 controls. Age, gender and smoking habits were considered
as confounding factors in the statistical analyses.

AMD patients were 3 years older than controls (71.2 + 8.7 vs
68.1 + 10.0 years). Male prevalence was higher in AMD patients
than in controls (male:female ratio of 3 in AMD compared with
1 in controls). The proportion of smokers and hypertensive sub-
jects was higher in the AMD group (74.9 and 46.2%, respec-
tively) than in the control group (40.1 and 30.1%, respectively).
Cigarette smoking was identified as a significant risk factor for
AMD, with multivariate-adjusted odds ratios of 4.06 with all
forms of AMD (95% CI: 2.22-7.43; p = 107), 4.59 with typical
neovascular AMD (95% CI: 2.29-9.18; p = 10**) and 4.87 with
polypoidal choroidal vasculopathy (95% CI: 1.96-12.1; p = 10°%).

The main finding of this study is that the serum fatty acid
profile was similar in both AMD patients and control subjects,
except for EPA concentration, which was significantly higher
in the AMD group than in the control group (2.04 + 1.06%
compared to 1.63 + 0.90%, respectively).

Expert commentary
Observational studies strongly suggest that dietary omega-3
LC-PUFAs protect individuals from the development of

AMD [17]. Nevertheless, the mechanisms behind this asso-
ciation are poorly understood. EPA and DHA are the two
major omega-3 LC-PUFAs in the diet. DHA is the prominent
LC-PUFA in the neurosensory retina, where it accounts for
approximately 16% of the total fatry acids in humans 18] and
30-50% in rodents [19,20]. We recently published that adipose
tissue DHA, used as a surrogate for a long-term history of fat
intake, poorly correlates with DHA in the neurosensory retina
in humans [18]. Epidemiological darta clearly highlighted that the
prevention of AMD by dietary omega-3 LC-PUFAs is primar-
ily observed in patients with low linoleic acid intake [1011]. In
a recent study we reported that, following these requirements,
a diet high in omega-3 LC-PUFAs and low in linoleic acid
improved the enrichment of the retina and retinal pigment epi-
thelium in omega-3 LC-PUFAs, and upregulated the expression
of lipid-associated genes in the retina [21]. The accretion of the
retinal tissues in omega-3 LC-PUFAs was magnified by low lin-
oleic acid intake. This was peculiarly true with EPA, whose con-
tent in the retina was multiplied by a factor of approximartely 4
when a diet contained low linoleic acid and was rich in omega-3
LC-PUFAs compared with a diet high in linoleic acid and low in
omega-3 LC-PUFAs [21]. Although differences between Japanese
and populations from Western countries cannot be restricted
to differences in lipid dietary intakes only, one would expect
a greater omega-3 LC-PUFA content in the retina of Japanese
subjects compared with Western populations. The paper by
Sugano and Hirahara in 2000 clearly illustrates differences in
circulating omega-3 LC-PUFAs berween Japan and the USA
(13]. The lack of differences in the serum fatty acid composition
reported by Kabasawa and coworkers between AMD patients
and control subjects in Japan [1] does not discredit the poten-
tial of omega-3 LC-PUFAs in the prevention of AMD. Merely,
it highlights that AMD is a complex mulrtifactorial disease in
which dietary omega-3 LC-PUFAs are only participants in the
prevention process. Nevertheless, this article clearly pointed out
that circulating omega-3 LC-PUFAs cannot be considered as
markers of AMD risk.

Five-year view

Accounting for aging of the population and the prevalence of
AMD, patients with AMD are expected to represent a growing
burden for developed countries within the next few decades.
Identifying risk factors for AMD is of crucial importance for the
clinical management of patients at high risk. Progress in genetics
has identified risk loci and genes [¢,9). Preventing the development
of the disease at its early stages facilitates the clinical management
of at-risk patients by ophthalmologists. Reducing cigarette smok-
ing also participates in lowering the development of AMD, and
such recommendations are already in use in clinics. Some evidence
comes from observational studies that dietary omega-3 LC-PUFAs
participate to prevent from the development and evolution of
AMD [17]. Until now, we have lacked clear demonstration from
randomized clinical trials that supplementing subjects or AMD
patients with diets rich in omega-3 LC-PUFAs will lower the risk
or development of AMD. AREDS 2 is a multicenter, randomized
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trial designed to assess the efficacy of oral supplementation with
omega-3 LC-PUFAs and/or carotenoids (lutein and zeaxanthin)
on the progression towards advanced stages of AMD. The study
will enrol approximately 4000 AMD participants presenting
with either bilateral large drusen or large drusen in one eye and
advanced AMD in the other eye. The patients will be followed
for 56 years. The scientific and medical community is looking
forward to the key data that will be provided by this study.
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Key issues

e Age-related macular degeneration (AMD) is the leading cause of visual impairment in developed countries.
e Dietary omega-3 fatty acids have been associated with a reduced risk of AMD in population-based studies.
e The serum fatty acid profile in omega-3 fatty acids was not associated with AMD in the Japanese population, despite the consumption
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