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Abréviations

A2E : N-retinylidene-N-
retinylethanolamine

ABCA4 : ATP binding casette subfamily A
member 4

ADN : acide déxosiribonucléique
ADNmt : acide déxosiribonucléique
mitochondrial

ADNg : acide déxosiribonucléique
génomique

AMPc : adénosine monophosphate
cyclique

ApoE : apolipoprotéine E

ARMS?2 : age-related maculapathy
susceptibility 2

AREDS : age-related eye disease study
ARN : acide ribonucléique

ARNm : acide ribonucléique messager
ATP : adénosine triphosphate

BMP : bone morphologenetic protein
CCl2 : chemokine ligand 2

CCP : complement control protein
CCCP : carbonyl cyanide m-chlorophenyl
hydrazone

CFB : facteur B du complément

CFH : facteur H du complément
CRALBP : cellular retinaldehyde-binding
protein

CRP : proteine C réactive

CS-EPR : progéniteur des cellules de
I’épithélium pigmentaire de la rétine
neurale et adipo-mésenchymales

CSE : cellule souche embryonnaire

CSPi : cellule souche pluripotente induite
CoQ : coenzyme Q

DAPI : 4',6-diamidino-2-phénylindole
DAG : diacylglycérol

DCFH-DA : dichloro-dihydro-fluorescein
diacetate

DiOC2(3) (3,3'-diethyloxacarbocyanine
iodide

Dkk1 : dickkopf-related protein 1
DMEM : Dulbecco's Modified Eagle's
medium

DMLA : dégénérescence maculaire lié a
'age

DO : densité optique

EC : embryonal carcinoma cells

ECATSs : ES cell-associated transcripts
EFEMP1 : EGF containing fibulin like
extracellular matrix protein 1

ELOVL4 : elongation of very long chain
fatty acids protein 4

EPR : épithélium pigmenté rétinien
EUREYE : european eye study

ERO : especes réactives de I'oxygéne
FADH : flavine adénine dinucléotide
FAK: kinase d’adhésion focale

Fe-NTA : FeCL3-sodium nitrilotriacetate
FGF1 : fibroblast growth factor 1

FGF2 : fibroblast growth factor 2

FGFS5 : fibroblast growth factor 5

Gas 6 : growth arrest specific protin 6

GDP : guanosine diphosphate
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GMPc : guanosyle monophosphate
cyclique

GTP : guanosine triphosphate

H : heavy

H20: : Peroxyde d’hydrogene

HLA : human leukocyte antigen

HTRA1 : high-temperature requirement A
serine peptidase 1

IGF1 : insulin-like growth factor-1

IL-1: interleukine 1

IL-6 : interleukine 6

IL-8 : interleukine 8

IMC : indice de masse corporelle

InsP3 : inositol 1,4,5-triphosphate

L: light

LC3 : microtubule associated

protein 1A/1B-light chain 3

LX-PCR : long extension - polymerase
chain reaction

Kb : kilobases

KeV : kiloelectron-volt

Klif4 : kruppel-like factor 4

MII : métharhodopsine II

MAC : complexe d’attaque membranaire
MESA : mutli-ethnic study of
atherosclerosis

MERTK : myeloid-epithelial-reproductive
tyrosine kinase

MITF : microphtalmia-asociated
transcription factor

MLA : maculopathie liée a I'age

MMPS : métalloprotéinases de la matrice

MTT : sel de tétrazolium

NADH : nicotinamide adénine
dinucléotide

NCBI : national center for biological
information

NO : monoxyde d’azote

Nrf2 : nuclear factor erythroid 2-related
factor

02" : anion superoxyde

OCT : tomographie par cohérence optique
Oct3/4 : octamer-binding transcription
factor 4

OMS : organisation mondiale de la santé
ONOO:-: peroxynitrite

OH- : radical hydroxyle

OTX2 : orthodenticle homeobox 2

PBMC : cellule mononuclée su sang
périphérique

PBS : tampon phosphate salin

PEDF : pigment epthelium derived Factor
PFA : paraformaldéhyde

PKC : protéine kinase C

PLC : phospholipase C

PINL1 : PTEN-induced putative kinase 1
PIP2 : phosphatidylinositol-4.5-
biphosphate

PTG : produits terminaux de la glycation
RCS : royal college of surgeron

RPEG65 : retinal pigment epithelium-
specific 65 kDa protein

RT-qPCR : reverse transcription -
réaction en chaine par polymérase
quantitative SCARB1 : scavenger receptor

class B member 1
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SC-EPR : cellules souches de I'épithélium
pigmenté de la rétine

SEP : segment externe des

photorécepteurs

Shh : sonichedgehog

SNCT : somatic nuclear cellular transfert

ou transfert cellulaire de cellule

somatique

SSEA-3 : stage-specific embryonic antigen 3
SSEA-4 : stage-specific embryonic antigen 4
SVF : sérum de veau feetal

TGFp : transforming growth factor beta
V-ATPase : vacuolar-type H-ATPase

VEGF : vascular endothelial growth

factor.

VSX2 : the paired-like homeodomaine
transcription facteur

Z0-1 : zonula occludens-1
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Avant-propos

Ce travail a été réalisé dans le cadre d’une collaboration avec le laboratoire I-STEM
(Institut des cellules souches pour le traitement et I'étude des maladies monogéniques, U-
861) basé a Evry et dirigé par le Pr. Marc Peschanski. Ainsi, j’ai été accueillie durant ma
premiere année de these dans I'équipe « rétinopathies » du Pr. Christelle Monville et ai été
formée aux techniques de reprogrammation cellulaire, de culture des cellules souches et

de différenciation en cellules de I’épithélium pigmenté rétinien (EPR).

J'ai intégré le laboratoire LNEC (Laboratoire de neurosciences expérimentales et
cliniques, U-1084) a Poitiers en juillet 2015, au début de ma deuxiéme année de these.
Grace au soutien de la région Poitou-Charentes et du CHU de Poitiers, nous avons pu
commencer les prélevements sanguins au niveau de sujets sains et de patients atteints de
la dégénérescence maculaire liée a I'age (DMLA) atrophique en décembre 2015. Ainsi, en
juillet 2016, nous avions développé deux banques (controle et DMLA) de cellules de EPR

dérivées de cellules souches pluripotentes induites.

Dans ce manuscrit, je commencerai par vous présenter I'organe au centre de notre
travail et responsable de la vision: I'ceil. Je focaliserai ensuite le second chapitre sur le
vieillissement et les facteurs responsables de ce phénomene. La troisieme partie de
I'introduction sera dédiée a la DMLA et aux différentes hypothéses étiopathogéniques qui
nous ont intéressées pendant ce travail. Enfin, je terminerai sur les modeles cellulaires et
animaux aujourd’hui a notre disposition pour I'étude de cette maladie en laboratoire, sujet

central de notre projet.

Durant ma these, nous nous sommes principalement intéressés a I'’hypothése
oxydative pouvant expliquer I'étiologie de la DMLA. Ainsi, nous avons étudié 'effet d’'une
accumulation intracellulaire de fer, responsable de la production importante d’espéces
réactives a 'oxygene (Yu et al,, 2017), sur le métabolisme des cellules de 'EPR. Nous avons
étudié I'impact de cet environnement pro-oxydant sur I'activité principale de ces cellules:
la phagocytose des segments externes des photorécepteurs et leur recyclage. En effet, il a
précédemment été mis en évidence une diminution de l'efficacité de la phagocytose

induite par le vieillissement ou lors d'un stress oxydatif (Chen et al., 2009). Par ailleurs,
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une altération de cette fonction semble étre impliquée dans la formation des drusens et la
dégénérescence des cellules de la rétine (cellules de 'EPR et photorécepteurs) (Kolar,
2013; Soubrane et al.,, 2007).

Lors de ces travaux, nous avons observé en condition basale ou lors d'un stress oxydatif,
un phénotype fonctionnel des cellules de I'EPR dérivées de patients atteints de la DMLA
atrophique, distinct de celui des cellules de I'EPR contrdles, en réponse a un stress
oxydatif. Ces résultats vous seront présentés sous la forme d’un article intitulé « Typical
disease-phenotype of hiPSC-RPE derived from dry AMD patients ».

Précédemment a ces résultats, nous avions mis en place les différents protocoles
nécessaires a cette étude grace a la lignée cellulaire ARPE-19, classiquement utilisée in
vitro pour I'étude des maladies rétiniennes. Nous avons alors observé des différences
intéressantes entre cette lignée cellulaire et les cellules de 'EPR dérivées de cellules
souches pluripotentes induites. Ces résultats font I'objet d’'un second article, qui vous sera
également présenté, intitulé «hRPE cells derived from induced pluripotent stem cells

better recapitulate oxidative stress responses than ARPE-19 cells ».

La derniere partie des résultats sera consacrée aux travaux en cours.
Ce manuscrit se terminera par une discussion générale ainsi que les perspectives

d’avenir de ce travail. En parallele de ce projet de these, une étude similaire est

actuellement réalisée au laboratoire pour I'étude de la forme exsudative de la DMLA.
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Chapitre I - L'ceil : I'organe de la vision
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L. Anatomie de I'ceil

L’étre humain possede cinq sens qui vont lui permettre d’évaluer son
environnement : le toucher, le goiit, I'ouie, 'odorat, et la vue. L’ceil, organe de la vision, va
permettre de capter la lumiere et de différencier les formes et les couleurs.

L’ceil humain est composé d’un globe oculaire mesurant en moyenne 2,5 cm de diametre et
ayant un poids de 8 grammes. Cet organe, ainsi que ces appendices, sont placés au sein
d’'une cavité cranienne osseuse appelée « orbite » qui les protege, avec les paupieres, de
I'environnement externe. Le mouvement de I'ceil est permis par l'action des six muscles
oculo-moteurs (quatre muscles droits et deux muscles obliques).

L’ceil est constitué de trois tuniques : la tunique externe (sclere, conjonctive et cornée), la
tunique moyenne (choroide, iris et cristallin) et la tunique interne (rétine et nerf optique)

(Figure 1).

Sclére

Choroide

Macula

Cornée

Cristallin
Nerf optique

Figure 1 : Représentation schématique de I'anatomie de 1I'eeil.
Adaptée d’apres Frost, 2014.

II.1 - La tunique externe : une tunique conjonctive et résistante

A. La sclérotique ou sclére

La sclérotique est une membrane fibreuse, résistance, opaque et blanchatre qui va

former le « blanc de I'eeil ». Elle a une épaisseur variant de 0,3 a 2 mm (Renard, 2009)
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suivant la région oculaire (Renard, 2009). Elle permet de contenir la pression oculaire, de
protéger I'eeil de possibles dégats mécaniques et lui confere sa forme et sa rigidité. Elle fait
partie des membranes oculaires les plus solides et les plus résistantes.

Elle est constituée d'un tissu conjonctif dense formé de bandes fibreuses s’entrecroisant
dans toutes les directions mais restant paralleles a la surface. La sclérotique est peu
vascularisée et est nourrie par imbibition des couches avoisinantes.

Au niveau antérieur, la sclérotique va s’unir avec la conjonctive et la cornée. La jonction
entre la sclére et la cornée est appelée le limbe, région particulierement innervée et
vascularisée.

Au niveau postérieur, cette membrane est reliée au nerf optique.

B. La conjonctive

La conjonctive est une fine membrane transparente de type muqueuse qui recouvre
la face profonde des paupieres et la face intérieure du globe oculaire. Elle est composée
d’un épithélium de différentes cellules, dont les cellules caliciformes, et d’'un chorion.

Les cellules caliciformes vont sécréter le mucus responsable de la lubrification de I'ceil et
de la production d'une partie du liquide lacrymal. La conjonctive possede quatre glandes

responsables de la lubrification : la glande de Henle, de Wolfring, de Krause et de Manz.

C. La cornée

La cornée, membrane transparente réfractive au centre de la partie antérieure du
globe oculaire, va transmettre la lumiére a la rétine. Elle est majoritairement constituée de
collagene et d’eau et s’organise en cinq couches cellulaires (de la superficie a la
profondeur) : I'épithélium, la membrane de Bowman, le stroma cornéen, la membrane de
Descermet et l'endothélium. La cornée, avasculaire, est directement en contact avec

I’humeur aqueuse, liquide responsable du maintien de la pression oculaire.
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1.2 - La tunique moyenne : un tissu pigmenté et tres vascularisé

A. L'uvée

L’uvée est une zone constituée de la choroide, de l'iris et du corps ciliaire.

* La choroide: c’est une membrane vascularisée constituée de quatre
couches : la couche de Haller, de Sattler, la choriocapillaire et la membrane de Bruch. Elle a
deux roles, elle permet I'apport de nutriments et d’oxygene a la rétine et sert d’écran a la
lumiere maintenant I'intérieur de I'ceil en chambre noir.

La membrane de Bruch est une couche tissulaire, de 2 a 4 pm d’épaisseur, située
entre les cellules de I'épithélium pigmenté rétinien (EPR) et la choriocapillaire (Curcio et
al, 2001). Elle est constituée de cinq couches: la lame basale des cellules de I'EPR, la
couche interne de collagéne, la couche moyenne élastique, la couche de collagéne externe
et la lame basale des cellules endothéliales de la choroide (Bonilha, 2008). Elle forme une
barriere de filtration semi-perméable ou passent les nutriments provenant de la
choriocapillaire vers les photorécepteurs ainsi que les produits de dégradation issus du
meétabolisme des photorécepteurs et des cellules de I'EPR dans le sens opposé. Elle est

donc fortement impliquée dans ’homéostasie de la rétine.

* L’iris: c’est la partie pigmentée visible de I'ceil. Elle se situe dans I'humeur
aqueuse, entre la cornée et le cristallin. De par sa capacité contractile, ce tissu va permettre
de diminuer ou d’augmenter la quantité de lumiere transmise par la partie centrale de la
rétine. L'orifice, situé au centre de l'iris, est appelé pupille. Cette variation physiologique va
étre induite par la contraction ou la dilation de deux muscles: le sphincter irien (sous
controle du systéme parasympathique) et le dilatateur (sous contrdle du systéeme
sympathique). Ainsi, une forte luminosité va provoquer une contraction du muscle
sphincter et donc de l'iris (phénomene appelé myosis) ; inversement, une faible lumiere
permettra la dilation du muscle sphincter et une contraction du muscle dilatateur, on parle

alors de mydriase (Figure 2).
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Lumiere vive Obscurité

Figure 2 : Illustration de la variation de la pupille suivant I'éclairage
http://www.futura-sciences.com/medecine-oeil-vision-dela-vision/

* Le corps ciliaire : c’est la partie antérieure de la choroide sur laquelle est
attaché le cristallin par le biais de fibres zonulaires. On y retrouve les proces ciliaires qui

vont sécréter 'humeur aqueuse.

B. Le cristallin

Le cristallin est une lentille biconvexe située derriére l'iris. Avec la cornée, il va
permettre de focaliser I'image sur la rétine. Le cristallin est relié au muscle ciliaire par le
zonule de Zinn ce qui lui confere la particularité de pouvoir modifier sa courbure et donc
sa vergence, et permettre ainsi le phénomene d’accommodation. Ceci permet d’obtenir une

image nette méme si 'objet est proche de la rétine.

I1.3 - La tunique interne, membrane nerveuse du globe oculaire

A. Organisation de la rétine
La rétine est I'organe sensible de la vision. D’'une épaisseur de 0,5 mm (Kolb et al,,

1995), elle recouvre 75% de la face interne du globe oculaire.

Elle est composée de 10 couches cellulaires (Figure 3).
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Figure 3 : Illustration des différentes populations cellulaire de la rétine. Corrélation entre une coloration de la
rétine humain a ’hématoxyline et éosine (A) et un schéma anatomique (B).

Adaptée d’apres Galetta, 2015.

EPR : Epithélium pigmenté de la rétine

On trouve de la couche de la plus externe a la couche la plus interne :

*  L’épithélium pigmentée de la rétine : caractérisé par des cellules polarisées
et pigmentées formant une monocouche dont les digitations englobent les segments
externes de photorécepteurs (SEP). L'implication de ces cellules dans I'homéostasie de la

rétine sera décrite dans la partie B de cette section.

e La couche des photorécepteurs : on retrouve les cones et les batonnets. A la
base de la vision, la rétine est constituée d’environ 6,4 millions de cones, permettant la
vision des couleurs, et de 110 millions de batonnets, vision crépusculaire et nocturne en

noir et blanc (Salesse, 2017). Ils captent la lumiere sous forme de photons grace a des
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pigments visuels qui la transforment en signal électrique: c’est la phototransduction du

signal lumineux (Parmeggiani et al.,, 2012; Pepe et al., 1989; Salesse, 2017).

Les batonnets et les cones sont composés de quatre parties incluant un segment
interne, un segment externe, un corps cellulaire et une terminaison synaptique (Figure 4).
C’est la forme des SEP qui permet de différencier les deux types de photorécepteurs : pour
les batonnets il est long, cylindrique avec de nombreux disques alors que le segment

externe des cones est plus court (Salesse, 2017).

Batonnet

Figure 4 : Caractérisation des deux types de photorécepteurs, les batonnets et les cones.
0S : Segment externe, IS : Segment interne N : noyau, T : terminaison synaptique.
Adaptée d’aprés Tachibanaki, 2006.

Les pigments visuels différent selon le type de photorécepteurs. Ils sont localisés
dans la membrane des disques des SEP. La rhodopsine est le pigment visuel spécifique des
batonnets, les cones en possedent 3 différents : le pigment bleu, vert et rouge. On retrouve
environ 25000 molécules de rhodopsine par disque de SEP, soit plus de 10,4 x 107 par
batonnet (Salesse, 2017). Cette quantité de pigment va permettre I'absorption importante
de lumiére nécessaire a la transmission de I'information visuelle. Tous les pigments visuels

sont constitués d’'une partie sensible a la lumiere : le 11-cis rétinal (Salesse, 2017).

Les batonnets sont spécifiques de la vision scotopique, contrairement aux cones qui
nous permettent la vision photopique. Ceci s’explique par une différence d’efficacité du

mécanisme de phototransduction. Les batonnets sont 102 a 103 plus sensibles que les
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cones (Tachibanaki et al., 2006). De plus, les cones retournent a leur état basal 10 fois plus
rapidement que les batonnets, permettant une adaptation optimale a différents niveaux de
luminosité. Les cOnes ne saturent pas lors de fortes périodes d’illumination, contrairement

aux batonnets (Salesse, 2017).

* La membrane limitante externe: zone d’adhérence entre les segments
internes des photorécepteurs et les cellules de Miiller. Ces cellules gliales ou astrocytes
facilitent le transport des métabolites aux neurones rétiniens et participent au maintien de

I’homéostasie rétinienne.

*  La couche nucléaire externe : elle est constituée par les expansions internes

des cellules photoréceptrices et par des corps cellulaires des cellules de Miiller.

* La couche plexiforme externe: zone de contact synaptique entre les
photorécepteurs et les cellules bipolaires (premier neurone impliqué dans la transmission

du signal).

* La couche nucléaire interne : elle contient les corps cellulaires de 4 types
de cellules: les cellules bipolaires, les cellules horizontales, les cellules amacrines et les
cellules de Miiller. Les cellules horizontales et amacrines sont des cellules d’association :

elles vont permettre par leur axone et leurs dendrites la formation d’un réseau.

*  La couche plexiforme interne : zone de jonction entre les interneurones et

les cellules ganglionnaires.
* La couche des cellules ganglionnaires : les cellules ganglionnaires sont les
cellules de transmission de I'information visuelle. Leurs corps cellulaires sont retrouvés

dans la couche plexiforme interne et leurs longs axones vont former les fibres optiques.

* La couche des fibres optiques : les fibres optiques vont ensuite converger

vers la papille et former ainsi le nerf optique.
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*  La membrane liitante interne : membrane interne constituée en partie par

les pieds des cellules de Miiller, en contact avec le vitré et remplissant la cavité vitréenne.

La macula est la région centrale de la rétine, correspondant a 4% de sa surface
(Gehrs et al., 2006). Elle est responsable de la vision des détails et de la résolution de
I'image observée (Kolb et al,, 1995). Elle se situe du c6té temporal sous la forme d’'une
ellipse de 3 x 2 mm? dépourvue en son centre de vaisseaux sanguins. Cette région de la
macula forme une dépression appelée fovéa ou sont concentrés les cones et ou les
batonnets sont quasiment absents (Salesse, 2017). La fovéa est la zone d’acuité maximale
(Gehrs et al., 2006; Hendrickson and Yuodelis, 1984). Sa partie centrale, la zone la plus fine
de la rétine avec une épaisseur de 300 pm (Salesse, 2017), est nommée fovéola (Figure 5).
Dans cette zone avasculaire, les SEP (essentiellement des cones) sont directement exposés
a la lumiére permettant une détection hautement sensible du signal lumineux (Nivison-

Smith etal., 2014).

g9 Couche des cellules ganglionnaires
“=1 Couche nucléaire interne

L4 4 :I Couche nucléaire interne

Couche des photorécepteurs
g ] Cellules de I'EPR

Fovéola

Fovéa

Figure 5 : Coupe histologique illustrant différentes populations cellulaires de la fovéola.
Adaptée d’apreés Hendrickson, 1984

B. Les cellules de I'épithélium pigmentaire de la rétine, cellules

centrales dans I'homéostasie de la rétine

B.1 - Définition

L’épithélium pigmentaire est la couche cellulaire la plus externe de la rétine. Elle est
caractérisée par une organisation en monocouche de cellules hexagonales unies entres
elles par des jonctions serrées (Figure 6).

Les cellules de 'EPR sont des cellules pigmentées et hautement polarisées. Du coté apical,

elles possedent des microvili qui interagissent avec les SEP des cOnes et batonnets
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(Bonilha, 2008). On estime que, dans la macula, une cellule de 'EPR est en contact avec 20
a 55 photorécepteurs (Nazari et al, 2015). En microscopie électronique, il est possible
d’observer dans cette région la présence de pigments de mélanine, responsable de leur
pigmentation.

Le noyau des cellules de 'EPR se situe au pole basal (Garcia et al., 2015). Dans cette zone,
les cellules de 'EPR sont séparées de la choroide par la membrane de Bruch. C’est au
niveau basal que s’effectuent les échanges métaboliques avec la choriocapillaire (Bonilha,

2008).

Au niveau protéique, les cellules de 'EPR sont caractérisées par I'expression de
différents marqueurs tels que RPE65 (retinal pigment epithelium-specific 65 kDa), une
enzyme du cycle visuelle ; ZO-1 (zonula occludens 1), une protéine des jonctions serrées ;
la Bestrophine-1 ayant un role dans la régulation du calcium et du chlore et Pax6, un
facteur de transcription participant au développement oculaire (Lu et al., 2009 ; Buchholz

et al.,, 2009 ; Reichman et al., 2014).

- 4— Cone
:<; ] ' Batonnet
o
<
' oo ® o ° s ®
T . e o %00 .. ® eo}——— Pigment de mélanine
° ® .

r =t si=t «f}——— Jonction serrée
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b7 g Noyau
: O (

L nddbman e SN Membrane de Bruch

—
- - - - <—Choriocapillaire

Figure 6 : Illustration représentant I'organisation morphologique d'une cellule de I'EPR

B.2 — Réles biologiques des cellules de 'EPR

Les cellules de I'EPR sont essentielles au maintien de I’homéostasie cellulaire dans la
rétine (Golestaneh et al., 2017). Outre leurs réles dans le cycle visuel, elles participent

fortement a la fonction des photorécepteurs (Figure 7).
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Absorption Transport Cycle visuel Phagocytose Sécrétion
de la lumiére trans-épithélial

Glucose ) !
Vitamin A Cl H.O VEGF

Figure 7 : Résumé des différentes fonctions assurées par les cellules de 'EPR.
h-Y : photons ; PEDF : pigment-epithelium derived fator ; VEGF : vascular endothelial growth factor ; C-: Chlore ; Hz0 : eau.
Adaptée d’apreés Strauss, 2005.

* Absorption de la lumiere : les cellules de I'EPR servent d’écran plus ou
moins opaque selon le degré de leur pigmentation et la région rétinienne. En effet, les
cellules de I'EPR absorbent environ 60% des photons non captés par les pigments visuels
grace a la mélanine (Strauss, 2005). Ce phénomene permet d’augmenter l'acuité visuelle et

de diminuer le stress oxydatif induit par la luminosité (Raviv et al.,, 2014).

. Transport trans-épithélial : de par leur organisation en épithélium serré,
les cellules de I'EPR forment une barriere de filtration semi-perméable entre les
photorécepteurs et la choriocapillaire. Ainsi aucun passage de liquide ou de molécule
soluble n’est possible entre les jonctions serrées de ces cellules, ce qui permet une
séparation totale entre ces deux environnements distincts: la rétine et le systeme
vasculaire (Nazari et al., 2015). Ce systeme est similaire a celui de la barriere hémato-

encéphalique (Ballabh et al., 2004).

Le caractere polarisé des cellules de I'EPR est essentiel pour le transport des nutriments et
des déchets. Ces transports, actifs et passifs, sont essentiels au métabolisme de la rétine

qui dépend des apports de la choriocapillaire pour la partie externe, et des apports des
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vaisseaux rétiniens pour la partie interne. Ainsi les nutriments et 'oxygene sont délivrés
de la choriocapillaire aux photorécepteurs via les cellules de I'EPR; I'efflux des déchets
meétaboliques et I'excés d’eau se fait par la partie basale de ces cellules vers le systeme
vasculaire (Kay et al., 2013). Les cellules de 'EPR ont donc un role primordial dans le
maintien de l'osmolarité: les photorécepteurs ont le métabolisme oxydatif le plus
important de toutes les cellules chez les mammiferes ce qui induit une production

importante de déchets et d’eau (Bui et al,, 2003).

* Le cycle visuel: les cellules de I'EPR vont permettre le recyclage et le
transport de la vitamine A, élément essentiel au cycle visuel. Dans les photorécepteurs, la
lumiere va induire l'isomérisation et la réduction du 11-cis retinal en tout-trans retinal.
Cette forme de la vitamine A est alors transférée dans les cellules de 'EPR et régénérée en

11-cis retinal actif qui retourne ensuite dans les photorécepteurs (Zhao et al., 2016).

* Phagocytose et recyclage des SEP: les cellules de I'EPR sont aussi
responsables de la régénération des SEP, partie réceptrice du photorécepteur. Selon un
cycle circadien (les batonnets au levée du jour et les cones a la tombée la nuit), les disques
les plus distaux sont, au fur et a mesure de 'exposition a la lumiere, phagocytés par les
cellules de 'EPR pour étre recyclés (Bosch et al.,, 1993). On estime que chaque cellule de
I'EPR phagocyte 2000 disques par jour. Suite a I'internalisation des SEP par phagocytose,
ces éléments sont dégradés par les lysosomes (Kurz et al., 2007). Ainsi les SEP sont

constamment et entierement renouvelés en 7 a 10 jours (Bobu and Hicks, 2009).

Au niveau des SEP se trouve un domaine, dit « eat me », spécifiquement localisé dans leur
partie distale (Mazzoni et al,, 2014). Ainsi, la premiere phase de la phagocytose est la
reconnaissance de ce domaine du SEP au niveau de la membrane apicale des cellules de
I'EPR via les récepteurs tyrosine kinase c-mer (MerTK) et oyfs-integrin (Finnemann,
2003). Ces deux récepteurs interagissent ensemble par l'intermédiaire d’'une kinase
d’adhésion focale (FAK). Ainsi, lors de la fixation du SEP sur I'ayfs-integrin, le récepteur
MerTK va étre phosphorylé par FAK (Finnemann, 2003; Strauss, 2005) et initier la
phagocytose. Il a été montré que le partenaire spécifique de MerTK est la protéine Gas 6
(growth arrest specific protein 6) mais I'implication de Gas 6 dans le mécanisme de la

phagocytose n’est pas encore clairement établie. En effet, le modéle murin Gas 67/ ne
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montre pas de dysfonctionnement de la phagocytose des SEP (Kevany and Palczewski,

2010).

coas | intégrin = MerTK

Fixation
k. @i@-—j @ Membrane apicale

DAG

PKC activation

Figure 8 : Mécanisme de la phagocytose des SEP par les cellules de I'EPR.

SEP : Segments externes des photorécepteurs; Gas 6 : growth arrest specific protin 6 ; MerTK : récepteur tyrosine kinase c-
mer ; FAK : kinase d’adhésion focale ; PLC : phospholipase C ; InsP3 : inositol 1,4,5-triphosphate ; DAG : diacylglycérol ; PKC :
protéine kinase C.

Modifiée d’apreés Strauss, 2005.

L’initiation de la phagocytose va induire une augmentation intracellulaire de inositol 1,4,5-
triphosphate (InsP3) suite a 'hydrolyse de phosphatidylinositol-4.5-biphosphate (PIP2)
par la phospholipase C (PLC). A partir de I'hydrolyse du PIP2 sera produit aussi du
diacylglycérol (DAG) (Hall et al, 1991). C’est 'augmentation de I'InsP3 qui va induire
I'internalisation du SEP via la formation d’'un phagosome (Figure 8). Ce processus est
régulé par le CD36 (Strauss, 2005).

L’'InsP3 va augmenter la concentration intracellulaire de Ca?* (Strauss, 2005) et le DAG, en
association avec le Ca2+, va activer la protéine kinase C (PKC) (Hall et al, 1991).
L’association des deux processus, augmentation du Ca2+ intracellulaire et activation de la
PKC, va réguler le processus de phagocytose par inhibition de l'internalisation (Strauss,

2005).

Une fois internalisé, le phagosome va subir un processus de maturation

correspondant a une succession de fusion, d’abord avec des endosomes précoces, puis
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tardifs et enfin avec des lysosomes (Kevany and Palczewski, 2010). La derniere structure
formée est appelée un phagolysosome et va étre digérée par le systeme lysosomal (Bosch
et al.,, 1993). Ce systeme, hautement actif, est capable de dégrader des centaines de SEP par
jour (Bonilha, 2008).

La cathepsine D, protéase aspartique principale du systéme lysosomal, est responsable de
la dégradation de l'opsine en condition acide. L’opsine représente environ 85% des
protéines présentes dans les SEP (Nguyen-Legros and Hicks, 2000). L’acidification de
I'environnement est effectué par une pompe a proton, la V-ATPase (Vacuolar-type H-

ATPase), présente au niveau de la membrane des lysosomes (Valapala et al,, 2014).

. Sécrétion de facteurs : le deuxieme role de la polarisation des cellules de
I'EPR est la sécrétion de facteurs. En effet, elles sont responsables de la sécrétion de
facteurs de croissance comme le PEDF (pigment epithelium derived factor, facteur
neurotrophique et inhibiteur de 'angiogenése), mais aussi des protéines de structure telle
que I'’hyaluronan (composant de la matrice extracellulaire). Cette fonction est essentielle
au maintien du micro-environnement (Kay et al., 2013).
De plus, les cellules de 'EPR sont les cellules du systéme immunitaire de la rétine. En effet,
I'ceil possede un micro-environnement immunosuppresseur (Reinisalo et al., 2015 ; Sugita
et al, 2016) dans lequel les cytokines telles que IL-1, IL-6 et IL-8 sont sécrétées par
I'épithélium pigmentaire. Les cellules de 'EPR sont aussi a I'origine de la sécrétion de la
protéine facteur H (CFH), un inhibiteur de la voie alterne du systéme du complément, une

des voies de 'immunité innée (Parmeggiani et al., 2012).

C. Le nerfoptique

Le nerf optique est le deuxiéme nerf cranien. Il mesure approximativement 40 mm
de long pour un diametre de 4 mm (Renard, 2009). Il est constitué d’environ 1,2 millions
d’axones provenant des cellules ganglionnaires et se continue dans le chiasma optique
(zone du cerveau ou se croisent le contingent nasal des fibres optiques provenant de
chaque ceil). Ainsi une partie des informations provenant de I'eeil gauche seront traitées
par I'hémispheére cérébral droit et inversement. Les axones, appelés bandelettes optiques,

rejoignent ensuite le corps genouillé latéral via le tractus optique (Figure 9). L'information
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est acheminée par les radiations optiques jusqu’au niveau du cortex visuel primaire ou elle

est traitée et « vue ». L'image sera mémorisée dans les lobes occipitaux.

Figure 9 : Représentation schématique des voies visuelles chez 'Homme.
http://tp-svt.pagesperso-orange.fr/vision.htm

II.4 - Les réseaux vasculaires

La cavité orbitaire présente une vascularisation assez simple dont 'axe principal est
I'artere ophtalmique. Il est divisé en deux systémes: le systeme artériel et le systeme

veineux (Figure 10).

Branche frontale
Artere ciliaire de I'artére ophtalmique
postérieure
:x, médiale
Artére centrale
de la rétine

Artére carotide
interne
Artere

ophtalmique Artére ciliaire

courte postérieure

Artére ciliaire Artére ciliaire
longue postérieure antérieure

Figure 10 : Vascularisation de 1'ceil.
D’apreés Renard et Sellem, 2014.

A. Vascularisation artérielle
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L’axe principal est I'artere ophtalmique, branche de la carotide interne (Renard and
Sellem, 2014). Elle assure la vascularisation du globe oculaire et de ses annexes, c’est-a-
dire tout le contenu orbitaire a I'exception d'une faible partie irriguée par des arteres
voisines : l'artere sous-orbitaire et l'artere faciale. L’artére ophtalmique pénetre dans
I'orbite en compagnie du nerf optique en traversant la bandelette supéro-médiale du
tendon de Zinn. Elle se dirige ensuite vers le fond de la partie interne du globe en croisant
le nerf optique, généralement, par le dessus. Elle se termine dans les paupieres, le front et

le nez.

Elle va donner plusieurs branches :

* L’artére angulaire : cette artére mesure de % a 3 de mm de diamétre. Elle
est oblique en bas et progresse sur la racine du nez (Renard, 2009). Elle se termine en
anastomose avec l'artere faciale au niveau du bord inférieur de l'orbite. L’artére angulaire
est aussi a I'origine de nombreuses collatérales innervant le sac lacrymal, I'orbiculaire et la

peau, les téguments du front et enfin I'arcade pré-nasale.

* Les branches frontales: dont principalement l'artére frontale. Elle
s’anastomose au niveau du nez avec les branches de I'artere nasale et palpébrale; et se
divise ensuite en deux branches : une superficielle qui se rend au tégument de la racine du

nez, et une plus profonde qui remonte au niveau frontal.

* Lesarteres a destinée optique : on y retrouve 'artere centrale et les arteres
ciliaires. L’artere centrale au départ de la pupille se sépare en deux branches (supérieure
et inférieure) puis en quatre arteres rétiniennes d’'un diametre de 125 pm, deux
temporales et deux nasales (Renard and Sellem, 2014). Les arteres ciliaires vont

vasculariser I'ceil, via la choroide, la sclére, I'uvée et la téte du nerf optique.

* Les artéres a destinée annexielle: ces artéres vont permettre la
vascularisation des annexes de I'ceil comme les glandes lacrymales (arteres lacrymales),
les fosses nasales (artéres ethmoidales), les muscles oculaires et ceux des paupieres
(arteres musculaires et palpébrales) ainsi que la région supra-orbitaire (artere supra-

orbitaire).
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B. Vascularisation veineuse

La rétine, de par son activité hautement métabolique, est la région oculaire la plus
vascularisée. Il existe deux réseaux veineux : le réseau capillaire rétinien et le réseau

choroidien.

* Le réseau capillaire rétinien : il correspond a un réseau de capillaires
rétiniens issus de I'artére centrale de la rétine. Il est caractérisé par une disposition en un
réseau profond et superficiel de capillaires interconnectés entre les deux réseaux, et non
fenétrés. Ils irriguent les couches superficielles du globe oculaire (cellules bipolaires,

fibres optiques et cellules ganglionnaires).

o Le réseau choroidien : il nait des artéres ciliaires et vascularise la couche

externe de la rétine dont les photorécepteurs et les cellules de 'EPR via la choroide.

II1.1 - Mise en place morphologique de I'ceil

Le développement des yeux va débuter, au moment de la gastrulation, par la
différenciation d’'une région du tube neural qui va s’invaginer pour donner les vésicules
optiques (Renard, 2009) (Figure 11). Dans cette section seront brievement expliquées les

principales étapes du développement oculaire.

E 28 E 31-35

Cellules de 'EPR

DQ{SH' Vésicule optique p— Cellules de I'EPR
/ Rétine
I Rétine
[ Placode cristalline
.\ / (t ( ) Placode cristalline Cornée
Ventral \?_///

Chiasma optique

Nerf optique

Figure 11 : Principales étapes dans le développement oculaire.
E : jour embryonnaire
Adaptée d’aprés Graw, 2003.
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A. Formation de I'ceil

e Ebauche optique : le développement oculaire débute aux alentours du 22¢me
jour de I'embryogénése (Renard, 2009). A ce moment apparaissent deux dépressions au
niveau antérieur de la gouttiére neurale : les fossettes optiques. Au 24¢™e jour, suite a la
neurulation et donc a la fermeture du tube neural, ces fossettes s’évaginent pour donner
les vésicules otiques, reliées au tube neural par un pédoncule, le futur nerf optique (Cook
et al.,, 1994; Graw, 2003; Renard and Sellem, 2014).

Entre la quatrieme et sixieme semaine, les vésicules optiques vont s’aplatir pour former la
cupule optique (Ducasse A and Labrousse M, 2008). Ses bords inférieurs sont séparés par
une fissure appelée fente embryonnaire qui s’étend sur le pédicule optique (Renard and
Sellem, 2014). A ce stade de I’ébauche optique, les vésicules optiques viennent au contact
de l'ectoderme ou elles induisent la différenciation de la seconde ébauche: I'ébauche

cristalline (Graw, 2003).

e Ebauche cristalline : en regard de la vésicule optique va apparaitre vers le
27¢me jour, un épaississement de I'ectoderme de surface : la placode cristalline (Cook et al.,
1994). A partir du 30%me jour du développement, elle va s’invaginer en une fossette
cristallinienne (Renard, 2009). Petit a petit, les deux bords de la fossette vont se
rapprocher constituant une vésicule. A la sixiéme semaine, I'ébauche du cristallin s’est

totalement séparée de I'’ectoderme et recouvre la téte de I'embryon.

*  Evolution des ébauches : I'ébauche du cristallin va induire la différenciation
des vésicules optiques en cupules optiques. Ainsi, 'invagination des vésicules optiques sur
elle-mémes vont aboutir a la constitution d’'une calotte a deux parois: I'une formant le
feuillet externe et I'autre le feuillet interne. Le feuillet interne va étre a I'origine de la rétine
neurale, et le feuillet externe de la couche pigmentée de la rétine (Graw, 2003; Renard,
2009).

Au niveau des bords de la cupule optique il n'y aura pas de différenciation (rétine aveugle),
le feuillet interne reste mince et les deux feuillets accolés tapissent en dedans des replis du
meésenchyme (rétine ciliaire) et s’insinuent entre la vésicule cristallinienne et les plans

superficiels (rétine irienne).
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*  Formation de la rétine : la différentiation de la rétine commence autour du
47¢me jour de gestation (Graw, 2003) avec I'apparition des cellules de Miiller ainsi que des
futures cellules ganglionnaires (Renard and Sellem, 2014). Les prolongements des cellules
ganglionnaires formeront les fibres nerveuses rétiniennes qui atteignent le cerveau
primitif en créant le futur chiasma optique vers la septieme semaine. Les photorécepteurs
eux, apparaissent des la quinziéme semaine (Graw, 2003).

Au troisieme mois, la rétine va étre séparée en 3 couches au niveau du feuillet externe : les
grains externes, les grains internes et les cellules ganglionnaires (Renard, 2009).
Au sixiéme mois, la rétine est fonctionnelle. C’est en effet a ce stade qu’apparait le réflexe

photo-moteur (Renard, 2009).

*  Formation du cristallin : au cours du deuxiéme mois du développement, la
vésicule cristallinienne va se transformer. Les cellulesde la paroi antérieure restent
cubiques et de petite taille tandis que celles au niveau postérieur vont s’allonger et se
multiplier a partir du 44¢me jour de gestation (Graw, 2003). Tres rapidement, cette
prolifération cellulaire va combler la cavité de la vésicule cristallinienne qui disparait
avant la fin du deuxiéme mois (Renard, 2009). La croissance du cristallin résulte
ultérieurement de l'apposition de nouvelles cellules a partir de la zone équatoriale. Ce

meécanisme de renouvellement perdurera jusqu’a I'age adulte.

* Formation de la cornée: parallelement a la formation de I'ébauche
cristalline, une partie de 'ectoderme de surface donne naissance a la membrane prima ou
lame de Hensen (Renard, 2009). Au stade de I'embryon de 9 a 12 mm apparaissent des
cellules mésenchymateuses entre cette lame et I'ébauche cristalline. A la sixieme semaine,
la cupule rétinienne s’accroit brutalement ce qui va induire une modification
morphologique de ces cellules mésenchymateuses: elles sont étirées en une couche
continue et vont ainsi former '’endothélium postérieur de la cornée (Graw, 2003).

Au fur et a mesure du développement, I'épithélium prend de I'épaisseur par I'arrivée de
cellules de la créte neurale. Il y a alors formation des différentes couches telle que la
membrane de Descermet, visible a partir de la huitieme semaine. Ainsi, au troisieme mois,
tous les constituants de la cornée sont présents a I’exception de la couche de Bowman qui

n’apparait que tardivement, au cinquieme mois (Cook et al., 1994).
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B. Formation des autres constituants oculaires

Pendant le développement de I"ébauche optique et cristalline, le mésenchyme situé a
leur contact va se différencier pour former les autres constituants de I'ceil (Renard, 2009).
Ainsi, le mésenchyme situé dans la concavité de la cupule optique va étre a l'origine du

corps vitré.

La sclérotique et la choroide se développent a partir du mésoderme qui enveloppe la
cupule optique. Les cellules mésenchymateuses vont s’allonger, s’orienter et se rapprocher
formant un feuillet serré et dense. En commencant par le pole antérieur, ce feuillet va se
séparer de la couche du mésoderme, qui donnera la choroide, pour former la sclérotique.
La délimitation entre la sclérotique et la choroide est faite dés le troisieme mois. Au cours
du quatrieme et cinquiéme mois, la condensation sclérale va aboutir au recouvrement de
la totalité du globe oculaire jusqu’a I’entrée du nerf optique (Cook et al., 1994).

Au niveau des bords des cupules optiques, le mésenchyme va bourgeonner pour
donner les corps et les proces ciliaires (Graw, 2003). Cette zone ciliaire va se prolonger par
une évagination et se placer au niveau de la vésicule cristallinienne. Cette évagination
aplatie est alors doublée par la rétine irienne et composée d'une fine couche de tissu
conjonctif : le stroma et l'iris. Ces évaginations vont laisser au centre du disque de I'iris un

orifice : la pupille.

Les muscles moteurs du globe oculaire ont une origine mésodermique et sont
visibles des que '’embryon mesure 13,5 mm. La transformation des cellules myogéniques
intervient entre la cinquieme et la huitieme semaine du développement et ferait intervenir
des cellules d’origine crestale. La musculature intrinseque de I'ceil, muscles ciliaires et
ligament suspenseur du cristallin, se différencie au cinquieme mois du développement a
partir des cellules d’origine crestales de la région ciliaire tandis que le diameétre pupillaire
dépend des éléments contractiles dérivés des crétes neurales situées dans le stroma de

I'iris (Renard, 2009).
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C. Formation des paupieres et des glandes lacrymales

Vers le deuxiéme mois, le mésoderme délimite autour de I’ébauche oculaire un
bourrelet a la base de la formation progressive de deux replis, les futures paupieres. Ainsi,
progressivement, le bourrelet oculaire va s’accroitre et se rabattre sur la cornée.

Au troisiéme mois les paupieres sont soudées enfermant une cavité conjonctivale entre le
futur épithélium conjonctival et la cornée.
Les follicules pileux apparaissent au niveau des paupiéres vers le cinquiéme mois.

Vers le septieme - huitieme mois, les paupieres se séparent.
Les glandes lacrymales résultent du développement, a la dixieme semaine, d’un
bourgeon de I'ectoderme a 'angle du sac conjonctival qui ne deviendra mature qu’apres la

naissance.

I11.2 - Implication génétique dans I'’embryogenese oculaire

La mise en place de I'ceil est organisée de facon tres ordonnée et précoce grace a
I'expression de différents facteurs de transcription a des moments précis de
I'embryogenese (Figure 12). Ainsi, des cascades d’expressions géniques vont étre

instaurées et induire la spécialisation cellulaire.
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Figure 12 : Résumé du pattern d’expression génétique spécifique responsable de la formation de I'ceil.

E : jour embryonnaire; OTX2 : orthodenticle homeobox 2; RX : paired-type homeodomain transcription ; factor VSX2 : the
paired-like homeodomaine transcription facteur ; MITF : microphtalmia-asociated transcription factor ; FGF1/2 : fibroblast
growth factors ; BMP : bone morphologenetic protein ; Shh : sonichedgehog.

Adaptée d’aprés Parvini, 2014.

La formation des vésicules optiques est caractérisée par l'expression de OTX2
(orthodenticle homeobox 2), VSX2 (the paired-like homeodomaine transcription facteur)
et MITF (microphtalmia-asociated transcription factor). Les cellules des vésicules optiques
peuvent se différencier en cellules de la rétine neurale ou en cellules de 'EPR, destinée

cellulaire définie par 'expression locale de MITF ou VSX2 (Parvini et al,, 2014).

Au moins cinq facteurs ont été identifiés comme étant essentiels pour le
développement des yeux: FGF1 et FGF2 (fibroblast growth factors), TGF@ (transforming
growth factor beta), BMP (bone morphologenetic protein), Wnt and Shh (sonichedgehog)
(Parvini et al., 2014). Par ailleurs, les travaux de Spemann de 1924 ont permis d’identifier
que, parmi les genes impliqués dans le développement oculaire, ceux responsables de
I'induction du cristallin, tels que Pax6 et Sox2 découverts dans les années 1990, sont

cruciaux dans la formation de 'ceil.
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Les relations entre Sox2, Pax6 et d’autres protéines de la famille Sox ou Six semblent
étre primordiales pour la mise en place correcte de cet organe sensoriel (Lengler et al,,

2005). Ici ne seront présentés que brievement les genes Pax6 et Sox2.

*  Paxé6: le facteur de transcription Pax6 va étre responsable de I'induction de
cellules embryonnaires en cellules nerveuses (Kitazawa et al.,, 2017). En effet, chez les
vertébrés, Pax6 est exprimé dans le systeme nerveux central, systeme dérivé du feuillet
ectodermique et a la base de la neurorétine. Durant le développement oculaire, il est au
sommet de la hiérarchie dans la cascade d’induction, d’ou son importance majeure.
L’expression de Pax6 va étre restreinte aux placodes optiques puis retrouvée dans le
développement des lentilles optiques, de la cornée mais aussi de I'épithélium olfactif. Elle
va étre a I'origine de la différenciation des cellules en fibres cristallines.

Dans les modeles animaux, la perte d’expression de Pax6 aboutit au phénotype
« eyeless » chez la drosophile (Quiring et al,, 1994) et « small eye » chez la souris (Hill et
al, 1992). Chez 'homme il est responsable d'une aniridie, une absence quasi-totale et

bilatérale de I'iris (Glaser et al., 1992).

* Sox2: Le facteur de transcription Sox2 est exprimé dans le tube neural
durant le développement ainsi que dans les progéniteurs neuraux. Il participe au maintien
des cellules souches, et particulierement a celui des cellules souches neurales. Il n’agit pas
seul et forme un complexe avec NANOG, OCT-4 et OCT-1. Ce complexe est souvent utilisé
lors de la culture de cellules souches afin de maintenir leur auto-renouvellement (Boyer et
al., 2005).

Dans le développement des yeuy, il joue un role crucial de par son interaction avec Pax6
(Matsushima et al., 2011). Sox2 va étre responsable de la régulation de différents genes
tels que Six3 (Beccari et al, 2012), un facteur de transcription impliqué dans le
développement oculaire et du cerveau antérieur (Samuel et al., 2017). Chez 'homme, une
mutation dans Six3 va étre responsable d’une holoproencéphalie, une anomalie
congénitale du cerveau résultant d’'une absence de séparation en deux hémispheéres. Cette
maladie est souvent associée a une absence d’'un ou des deux yeux (Ribeiro et al., 2006).

Une anomalie de 'expression de Sox2 chez 'homme va étre responsable d’anophtalmie
(absence d'un yeux ou des deux a la naissance, degré extréme de la microphtalmie), de

microphtalmie (réduction du globe oculaire) plus ou moins sévere (Lengler et al., 2005).

54



A l'obscurité, un courant positif induit par des canaux sodiques et calciques situés
au niveau des SEP des cones va maintenir les photorécepteurs en état de dépolarisation.
Ce phénomeéne est dépendant de la concentration en GMPc (guanosyle monophosphate
cyclique) (Pepe et al,, 1989).

Dans cette partie sera détaillée la transduction du signal visuel dans le cas de 'activation

d’un batonnet via la rhodopsine (Figure 13).
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Figure 13 : Mécanisme de la phototransduction du signal lumineux au niveau des batonnets via I’activation de la
rhodopsine par la lumiere.

R : rhodopsine ; R* : rhodopsine activée ; GTP : guanosine triphosphate ; GDP : guanosine diphosphate ; Gat : sous-unité a de
la transducin ; GBt : sous-unité 8 de la transducin ; GYt : sous-unité Y de la transducin ; PDE : phosphodiestérase 6 ; cGMP :
guanosyle monophosphate cyclique; 5-GMP: 5-guanosine monophosphate; Na*: sodium; Ca?*: calcium; Mg?*:
magnéisum ; K* : potassium.

D’apreés Salesse, 2017

Lors d’un signal lumineux la premiére étape de la phototransduction du signal est
I'absorption de la lumiére par la rhodopsine, phénomene appelé aussi photoisomérisation
(Kukura, 2005). L'isomérisation du 11-cis retinal en tout-trans retinal va se réaliser en
moins de 200 femtosecondes, induisant la transformation de la rhodopsine en
meétharhodopsine II (MII) en quelques millisecondes (Salesse, 2017). Sous cette forme
particuliere, la MII dévoile un site de fixation pour les protéines G telles que la transducine.
Cette protéine est constituée de 3 sous unités (a, B et y) et activée par I'échange du
guanosine diphosphate (GDP) en guanosine triphosphate (GTP) via la MII. La MII est

capable d’activer jusqu’a 1300 transducines par seconde (Salesse, 2017), c’est la premiéere

étape d’amplification du signal visuel.
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La fraction a de la transducine, libérée suite a 'action de la MII, va activer a son tour la
phosphodiestérase 6, enzyme retrouvée uniquement dans les photorécepteurs (Salesse,
2017). Elle permet 'hydrolyse du GMPc et ainsi réduit sa quantité intracellulaire. L’activité
de la phophosdiestérase 6 est tres élevée, environ 6000 a 8000 molécules de GMPc
hydrolysées par seconde (Salesse, 2017). Il s’agit de la deuxiéme étape d’amplification du
signal.

Cette cascade d’activation va étre responsable de la fermeture de canaux sodiques et
calciques au niveau de la membrane plasmique des disques des SEP, aboutissant a une
chute importante du calcium intracellulaire ainsi qu’a une hyperpolarisation membranaire
(Salesse, 2017). L’ensemble est associé a l'arrét de libération du glutamate, un

neurotransmetteur, au niveau synaptique (Stryer, 1988).

La phototransduction du signal est différente suivant les cones et les batonnets.
Ainsi, méme si ce sont les mémes protéines qui sont impliquées dans ce processus,
I'amplification du systéme est 250 fois plus importante chez les cones que chez les

batonnets (Salesse, 2017).

Les signaux provenant des photorécepteurs convergent vers les mémes cellules
ganglionnaires via des cellules spécialisées: les cellules bipolaires. Chaque cellule
bipolaire va étre activée soit par différents batonnets, systeme tres sensible mais de faible
résolution, soit par un cone unique, systéme permettant une acuité visuelle maximale
(Salesse, 2017). Les réponses de ces cellules vont étre modulées par les cellules
horizontales et amacrines.

Les potentiels d’action émis par les cellules ganglionnaires vont se propager le long de

'axone pour atteindre le cortex visuel.
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INTRODUCTION

Chapitre II - Du vieillissement
physiologique a la maculopathie liée a

I'age
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Le vieillissement résulte de l'action combinée du temps qui passe, des facteurs
génétiques et des facteurs environnementaux. Il y a trois grands facteurs modulant le
vieillissement : les prédispositions génétiques, le stress oxydatif et la glycation des
protéines.

Nous nous intéresserons particulierement a ces deux derniers facteurs.

I.1 - Le stress oxydatif

A. Généralités

* Définition: Etant des organismes aérobies, nous produisons
physiologiquement des espéces réactives de l'oxygene (ERO) comme lors de la
phosphorylation oxydante mitochondriale, mécanisme de production énergétique
essentiel a la survie cellulaire (Scott W. Cousins, 2015). Ces espéces réactives sont prises
en charges par divers systéemes d’éliminations (les superoxydes dismutases, les catalases,
la glutathion peroxydase, les vitamines C et E...) qui permettent de maintenir un niveau
basal d’ERO faible en détoxifiant notre organisme (Balaban et al., 2005). Cependant, avec
le vieillissement ou lors de 'apparition de certaines maladies, ces processus s’alterent et la
cellule ne parvient plus a éliminer suffisamment ces ERO : c’est le stress oxydatif. Cet exces
nocif de radicaux libres va induire des altérations au niveau des protéines, des lipides et de

I’ADN ; 'ensemble participant a la mort cellulaire (Jarrett and Boulton, 2012).

* Production : L'ceil est un organe particulierement exposé aux ravages du
temps. En effet, la luminosité a laquelle sont soumis les yeux est a l'origine de la
production d'un stress oxydatif important (Golestaneh et al., 2017).

La mitochondrie est l'organite responsable de la production d’environ 90% d’ERO
totales (Balaban et al., 2005). Elle permet la production énergétique nécessaire au bon
fonctionnement cellulaire grace a la conversion de I'énergie des molécules organiques en
molécules d’ATP directement utilisables par la cellule, via le cycle de Krebs et la
phosphorylation oxydante.

Dans la chaine respiratoire, il y a cinq étapes pour la production d’ATP (Figure 14 A) :
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1) L’oxydation par I'’enzyme NADH déshydrogénase au complexe 1.

2) Les électrons provenant du complexe [ sont acceptés par la coenzyme Q (CoQ). Il
peut aussi accepter des électrons provenant du complexe II (enzyme succinate
déshydrogénase).

3) CoQ donne les électrons au cytochrome B ou complexe III.

4) Les électrons sont transmis au cytochrome C, ou complexe [V. Ce phénomene
s’associe a la réeduction immédiate de I'oxygene en eau.

5) Dissipation finale de I'énergie (Complexe V) associée a une éjection de protons

(Complexe UCP).

Les sites majoritairement producteurs d’ERO sont les complexes I et Il via la
conversion de 1 a 2 % des molécules d’oxygene en radicaux anions superoxydes (02"). Ils
peuvent ensuite étre convertis en peroxyde d’hydrogene (H:0:) via la superoxyde
dismutase, en peroxynitrite (ONOO-) par association avec le monoxyde d’azote (NO) ou
encore en radical hydroxyle (OH-) via la réaction de Fenton (Balaban et al., 2005) (Figure

14 B).

A Espace inter-membranaire

H-l-

H* H*
Matrice

v VY

H,O0, “OH

Figure 14 : A) Chaine respiratoire mitochondriale responsable de la production d'énergie sous forme ATP. B)
Différentes réactions aboutissant a la production d’ERO suite a la phosphorylation oxydative.

H*: hygrogéne; 02: dioxygéne; Oz-: anion superoxyde; NO: monoxyde d’azote; ONOO-: peroxynitrite; Hz0:: peroxyde
d’hydrogéne ; OH- : radical hydroxyle.

Adaptée d’aprés Balaban, 2005.

60



* Systéemes antioxydants: on y retrouve des enzymes telles que le
superoxyde dismutase (dismutation du superoxyde en dioxygéne et peroxyde
d’hydrogene), la catalase (dismutation du peroxyde d’hydrogene en eau et dioxygene), le
glutathion peroxydase (transformation des hydroperoxydes organiques) et le glutathion
réductase (réduction du disulfure de glutathion en glutathion) (Balaban et al., 2005; Jarrett
and Boulton, 2012). Ces enzymes vont protéger la macula contre les ERO libérées, entre
autres, lors de l‘exposition a la lumiere (Beatty et al., 2000). Il existe aussi des molécules
antioxydantes, qui vont protéger des effets nocifs et oxydatifs des ERO : les vitamines C, E

et les caroténoides (Wei et al,, 2014).

* Impact du stress oxydatif sur la cellule: les ERO sont des espéces tres

réactives capables d’oxyder les protéines, les lipides et d'induire des dommages a ’ADN.

- Oxydation des protéines : les résidus les plus sensibles a I'oxydation sont la cystéine
et la méthionine. Les ERO peuvent induire la production de ponts disulfures, d’acide
sulfénique et de méthionine sulfoxyde, la fragmentation des chaines polypeptidiques et la
formation de groupements carbonylés. Ces modifications auront pour conséquences une
diminution de l'activité enzymatique ainsi qu’'une susceptibilité a la dégradation, une

hydrophobicité et une augmentation de | ‘instabilité a la chaleur (Baraibar et al., 2013).

- Oxydation des lipides et des glucides : les lipides sont les constituants majoritaires
des membranes. L’oxydation des lipides va aboutir a la formation de lipides peroxydés. Ces
dérivés lipidiques, de par leur caractere plus hydrophile, vont perturber la perméabilité
membranaire. On retrouve par exemple le malondialdéhyde. Ils vont ensuite se lier de
facon covalente a d’autres protéines via les résidus histidine, lysine et cystéine, formant
ainsi des produits terminaux de I'oxydation des lipides. Ces produits vont s’accumuler et
induire des dégats cellulaires importants (Kaemmerer et al., 2007; Krohne et al., 2010).

De la méme facon qu’avec les lipides, les ERO peuvent oxyder les glucides.

- Altération de I'’ADN : les ERO vont avoir la capacité de se fixer sur ’ADN grace a leur
forte affinité pour la thymine et la guanine. IIs vont alors convertir ces bases en glycol et 5-
hydroxyméthyluracile pour la thymine, et en 8-hydroxyguanine et 8-hydroxy-2’-

désoxyguanosine pour la guanine (Liang and Godley, 2003). Les ERO sont aussi
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responsables de cassures au niveau de I’ADN apres oxydation des désoxyriboses.
Normalement ces altérations doivent étre corrigées par les différents systéemes de
réparation de I'’ADN. Cependant, dans certains cas, ce phénomene est a la base de la

création de mutations qui peuvent étre a I'origine de pathologies.

B. Implication du fer dans le stress oxydatif

B.1 - Réle physiologique

Le fer, oligo-élément essentiel a notre métabolisme, nous provient essentiellement
de notre alimentation. Il est indispensable a de nombreuses réactions comme le cycle de
Krebs, le transport d’oxygene ou la biosynthese de 'ADN (Yu et al, 2017). Il est aussi
important pour 'activité mitochondriale via la succinate déshydrogénase, les cytochromes
a, b et c ou pour l'action du complexe fer-souffre de la chaine respiratoire permettant la

production d’ATP (Levi and Rovida, 2009 ; He et al., 2007).

Dans la rétine, le fer est particulierement essentiel car il participe a la
phototransduction du signal. En effet, 'exposition a la lumiere des SEP va dégrader les
disques contenant l'opsine. Ils sont alors phagocytés et recyclés par les cellules de 'EPR.
Or, la production des nouveaux disques, via les lipides et 'enzyme désaturase d’acide gras,
est dépendante du fer (Shichi, 1969). Le fer est aussi essentiel pour la synthese du GMPc
par la guanylate cyclase, nécessaire a la conversion du signal lumineux en signal électrique
(K W Yau and Baylor, 1989). Enfin, I'activité de la RPE65, une isomérohydrolase trouvée
dans les cellules de I'EPR et catalysant la transformation du tout-trans retinal en 11-cis-

retinal, est aussi dépendante de la présence de fer (Cai et al., 2009).

Dans la plupart de nos tissus, le fer est importé depuis le sang grace a la transferrine
(Eid et al,, 2014), une protéine capable de fixer deux molécules de Fe3+. Ce fer est présent a
la hauteur de 3 mg sous forme circulante chez I'adulte (He et al., 2007). Le fer peut étre
utilisé, stocké par la ferritine ou exporté (Ward et al., 2015). La ferritine, capable de
séquestrer jusqu’a 4500 atomes de fer, est présente sous la forme de deux sous-unités : la
H (Heavy) et la L (Light). La sous unité H va permettre I'oxydation du fer pour sa meilleure

incorporation par la sous-unité L (Aisen et al., 2001).
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Au niveau des cellules de I'EPR, le fer est transporté, par la transferrine, de la surface
basolatérale des cellules jusqu’au coté apical ou il est redistribué a la rétine neurale. Ce
sont les cellules de 'EPR qui régulent le flux ferrique dans le systéme visuel (Chen et al,,
2009). La transferrine transporte aussi le fer des cellules de 'EPR aux photorécepteurs via
son récepteur (Yefimova et al,, 2000). En effet, le récepteur a la transferrine est présent au

niveau des segments internes des cones et des batonnets.

B.2 — Réle dans le vieillissement et le développement pathologigue

Au cours du vieillissement, le fer s'accumule dans notre organisme (Chen et al,
2009). Méme si cet élément est essentiel pour notre fonctionnement, son exces est néfaste
et responsable de la production de stress oxydatif (Yu et al., 2017). Cette production d’ERO
est associée au processus d’autophagie par les cellules de I'EPR. En effet, la dégradation
d’organelles riches en fer, telles que les mitochondries, va induire une libération
importante de cet élément. Lorsque le pH lysosomal est faible (pH4.5-5.5) et en présence
de réducteurs, le fer va étre réduit de sa forme Fe3* en Fe?* (Kurz et al.,, 2007). Ce Fe?*
participe a la réaction de Fenton produisant des radicaux hydroxyls a partir du peroxyde

d’hydrogene (Chen et al,, 2009) (Figure 15).
Phgs;&‘l%”\r)s;t%no V}»nte
/ de'la mit )ch r»j
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Réaction de
HaberWeiss
Radical hydroxyl

02 F92+ + H202 —_— OH + OH- +F63+

Réaction de Fenton

Figure 15 : Schéma représentant la réaction de Fenton responsable de la production de radicaux hydroxyles a
partir du fer.

Fe : fer ; 02*-: anion superoxyde ; 02: dioxygéne ; H20z : peroxyde d’hydrogéne ; OH. : radical hydroxyl ; OH-: hydroxyde

Les radicaux hydroxyls sont les especes les plus réactives des ERO. De plus, les lysosomes

sont dépourvus d’enzymes responsables de la dégradation de I'H202 (glutathion
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peroxydase par exemple), induisant inéluctablement la formation de radicaux hydroxyls

ou d’ERO similaires (Kurz et al., 2007).

Les ERO induisent des dommages cellulaires et moléculaires qui semblent étre
impliqués dans de nombreuses pathologies comme la maladie de Alzheimer (He et al,
2007). De nombreuses études suggerent qu'un métabolisme anormal du fer pourrait étre a
la base de diverses maladies oculaires (Song et al., 2016).

L’acéruloplasminémie est une maladie cérébrale caractérisée par une dégénérescence
rétinienne, une anémie, un diabete et des troubles neurologiques (Dusek et al.,, 2016). Il a
été montré que les patients atteints de cette maladie ont une surcharge cérébrale en fer
causée par un dysfonctionnement dans son exportation. Cette anomalie est due a une
mutation dans le gene de la céruloplasmine, protéine responsable de la conversion du fer
Fe2* en Fe3+, le Fe?* n’étant pas pris en charge par la transferrine (Eid et al,, 2014).

L’ataxie de Friedreich est une maladie neurodégénérative génétique caractérisée par une
ataxie sévere (manque de coordination des mouvements volontaires). Une mutation dans
la protéine mitochondriale frataxine aboutit a l'accumulation de fer dans les
mitochondries (Tamarit et al., 2016). Dans la plupart des cas, cette maladie est associée a
une neuropathie optique progressive et tardive pouvant provoquer une perte importante

de la vision (He et al,, 2007).

1.2 - La glycation des protéines

* Définition : 1a glycation des protéines est un phénomeéne primordial dans le
processus du vieillissement. C’est une réaction chimique non enzymatique et post-
traductionnelle résultant de la fixation de sucre sur les protéines (Kandarakis et al., 2014;
Yamagishi et al,, 2012). Il a été montré que les protéines glyquées, appelées aussi produits
de la glycation avancée ou PTG (produits terminaux de la glycation) ont un réle important
dans la lésion tissulaire, le diabete, l'insuffisance rénale et le vieillissement vasculaire

(Stitt, 2005).

*  Production : la glycation des protéines se réalise en trois étapes (Figure 16).
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- La formation de la base de Schiff par la fixation d’'un sucre réducteur ou d’'un
aldéhyde au niveau d'une lysine (principalement, mais ils peuvent aussi se fixer sur
d’autres résidus) au niveau de la fonction amine de la chaine latérale.

- Leréarrangement d’Amadori induit soit par I'isomérisation de la base de Schiff soit
par fixation d'un sucre oxydé.

- Laréaction de Maillard, réaction complexe qui va aboutir a la formation des PTG.
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Base de Schiff Produit d'Amadori PTG

Figure 16 : Les différentes étapes de la réaction de glycation.
PTG : Produits terminaux de la glycation
http://www.addiactive.com/peau/la-glycation-en-4-questions

* Impactde la glycation des protéines sur la cellule : ce phénomeéne va avoir
plusieurs conséquences. Tout d’abord, les protéines ainsi modifiées vont perdre leur
propriété et induire des modifications du métabolisme et de la fonction cellulaire. Ainsi
'activité enzymatique de certaines protéines sera altérée. Deuxiemement, la glycation est
responsable de la formation d’agrégats, comme lors de l'opacification du cristallin par
exemple (Stitt, 2005).

De la méme facon que le stress oxydatif, la glycation va induire des cassures au niveau de
I’ADN. Il est par ailleurs important de noter que les protéines glyquées sont davantage

sensibles au stress oxydatif et donc a la production d’ERO (Kandarakis et al.,, 2014).

Au niveau de la rétine, le vieillissement va induire un amincissement global di a la

mort neuronale et au raccourcissement des photorécepteurs (Bonilha, 2008). Trois zones
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sont particulierement exposées au vieillissement : 1a rétine neurale, les cellules de I'EPR et

la membrane de Bruch.

II.1 - Vieillissement de la rétine neurale

Des modifications des photorécepteurs apparaissent au niveau de la rétine neurale
avec le vieillissement. Ainsi, il a été montré que leur nombre de méme que leur
organisation changent (Song et al., 2011). Au point de vue morphologique, il a pu étre
observé une diminution des pigments photosensibles au niveau des cones (Elsner et al,,
2002).

Une diminution de la circulation veineuse et artérielle a aussi été mise en évidence chez la

personne agée, en particulier au niveau de la région maculaire (Kolar, 2013).

I.2 - Vieillissement des cellules de I'épithélium pigmentaire

rétinien

De nombreux changements morphologiques et fonctionnels surviennent avec le
vieillissement au niveau des cellules de 'EPR (Bonilha, 2008).
Le vieillissement normal des cellules de I'EPR est caractérisé par l'accumulation de
granules fluorescents : la lipofuscine (Sparrow et al., 2012) (Figure 17, C et D). Ainsi, alors
que I'on peut observer quelques granules de lipofuscine dans les premieres décades de la
vie, ils remplissent I'intégralité du cytoplasme des cellules de I'EPR vers la 9¢me décade
(Bonilha, 2008).
La lipofuscine provient d’'une phagocytose des SEP moins efficace par les cellules de 'EPR.
En effet, lors de la dégradation des SEP, certains complexes, trop volumineux pour étre
catabolisés par les lysosomes, s’accumulent sous la forme de dérivés de la vitamine A
et/ou de la mélanine. De par la photo-oxydation, une partie de cette vitamine A va
conduire a la formation de '’A2E (N-retinylidene-N-retinylethanolamine), un constituant
important de la lipofuscine (Murdaugh et al, 2011). La photo-oxydation de I'A2E va
amener a la formation de molécules tres réactives telles que les PTG et les ERO (Wielgus et
al,, 2010). Afin de lutter contre ce stress oxydatif, des mécanismes de défense existent chez
les cellules de 'EPR tels que la superoxyde dismutase et la catalase par exemple (Beatty et

al,, 2000). Cependant, avec 'age, ils perdent petit a petit leur capacité antioxydante (Chang
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et al,, 2014). En effet, la partie apicale des cellules de 'EPR, ou sont situés les microvili, est
atrophiée avec le vieillissement. Plusieurs études ont montré la présence de protéines
antioxydantes, telle que la superoxyde dismutase, au niveau des ces organelles (Bonilha,
2008). Ces résultats suggerent que l'altération des microvili participe a I'’environnement
pro-oxydant de la rétine agée. Les cellules de I'EPR sont donc particulierement impliquées

dans la production de stress oxydatif au cours du vieillissement.

Figure 17 : Observation des changements morphologiques des cellules de 'EPR entre un sujet jeune (23 ans, A, C,
E) et un sujet agé (75 et 88 ans, B, D, F).

Les fléches localisent les pigments de mélanine. d : drusen

D’aprés Bonilha, 2004

Avec le vieillissement, la taille et la pigmentation des cellules de I'EPR se modifient
(Bonilha, 2008; Kolar, 2013) (Figure 19, A-E et B-F). Ainsi, il a été montré que la mélanine
représente 8% de la surface cellulaire chez des personnes agées de 0 a 20 ans, et
uniquement 3,5% pour un groupe allant de 41 a 90 ans (Feeney-Burns et al,, 1984). La
diminution de la pigmentation des cellules de I'EPR avec I'dge est variable suivant les
individus. La perte de la mélanine est supposée étre délétere pour la survie des cellules de
I'EPR, les rendant plus vulnérables au stress oxydatif induit par 'exposition a la lumiere
(Feeney-Burns et al., 1984). Dans les cellules agées de I'EPR, la mélanine est souvent

associée aux lysosomes, mélanolysosomes, ou a la lipofuscine et a la mélanolipofuscine
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(Bonilha, 2008; Soubrane et al., 2007). Dans la premiere décennie de la vie, on retrouve 6,9
granules de mélanolipofuscine par cellules, contre 15 apreés 61 ans (Feeney-Burns et al,,

1984). IIs sont concentrés principalement au niveau de la macula.

I1.3 - Vieillissement de la membrane de Bruch

Avec le vieillissement, de nombreuses modifications biochimiques et des dépots,
principalement lipidiques, aboutissent a I'épaississement, la calcification et Ia
fragmentation de cette membrane ainsi qu’a une altération de sa fonction. En effet, il a été
estimé qu’en dix décennies, la membrane de Bruch s’épaissit de 135%, passant de 2 a 4,7
um (Ramrattan et al., 1994). De par ces accumulations lipidiques, la circulation des fluides,
ou hydroperméabilité, a travers la membrane de Bruch est diminuée (Curcio and Johnson,
2013) (Figure 18). Ainsi, 'apport nutritionnel et ionique au niveau des photorécepteurs et
des cellules de I'EPR ainsi que I’évacuation des déchets au travers de la choroide est réduit

(Cankova et al., 2011).
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Figure 18: Quantification et comparaison entre de la conductivité hydrique de la membrane de Bruch et
I'accumulation de lipides au cours du temps
Adaptée d’apreés Curcio, 2013.

La réduction de la perméabilité membranaire va étre induite par différents

processus.
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Au cours des premieres décennies, il va étre observée une diminution du nombre et de la
taille des pores au niveau de la membrane de Bruch, formée par la structure réticulée des
fibres de collagene. Les lipides ou les protéines dont le volume est trop important ne vont
pas pouvoir traverser cette membrane et vont alors s’accumuler. Ainsi, au cours du
vieillissement vont s’amasser, entre autres, des acides gras, des phospholipides, des esters
et du cholestérol (Bonilha, 2008; Curcio et al.,, 2001). La présence de lipides est jugée nulle
avant 30 ans et abondante pour un age supérieur a 60 ans (Curcio and Johnson, 2013).

Au cours de la cinquieme décennie, la membrane perd de plus en plus ses propriétés
hydrophiles (Beattie et al.,, 2010; Sugino et al.,, 2011). Les PTG, provenant de la glycation
des protéines di au vieillissement normal, vont étre retrouvés accumulés au niveau de
cette membrane sous la forme de dépots laminaires basaux et des drusen (Figure 19). Ces
PTG vont favoriser les liaisons entre les fibres de collagéne, constitutives de la membrane
de Bruch, et vont ainsi réduire sa perméabilité membranaire (Glenn and Stitt, 2009).

Ces modifications, associées a I’épaississement de la membrane de Bruch, vont induire une
diminution du transport des nutriments de la choroide aux cellules de 'EPR et aux
photorécepteurs (Gehrs et al., 2006). Ceci va impacter sur la fonction de la rétine au cours
du temps, mais sans effet a I'’échelle de vie humaine. En effet, I'espérance de vie du systéeme
de transport au niveau de la membrane de Bruch est aux alentours de 110 ans (Soubrane
et al., 2007). Ainsi les modifications de la membrane de Bruch avec I'dge ne sont pas

accompagnées d’'un dysfonctionnement de la rétine (Kolar, 2013).
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Figure 19: Localisation immunohistologique de I'accumulation des PTG au niveau de la membrane de Bruch
d'un sujet jeune (A) et d’'un sujet agé (B).

La couleur orange refléte I'autofluorescence normal des cellules de I'EPR. L'immunoréactivité des PTG est visualisé en vert.
Les tétes de fleches blanches montrent des accumulations de PTG.

D’apreés Glenn and Stitt, 2009.

On peut aussi observer, au cours de la vie, I'accumulation de débris provenant d'un
meétabolisme de dégradation insuffisant des cellules de 'EPR. Les déchets émanant des
cellules de I'EPR sont normalement éliminés via les capillaires choroidiens. Cependant,
avec l'age sont associées des modifications du systéeme vasculaire. En effet, sur dix
décennies, la densité de la choriocapillaire est diminuée de 45%, le diametre des
capillaires de 34% et leur épaisseur de 57% (Ramrattan et al, 1994). Le
dysfonctionnement des cellules de I'EPR et les modifications de la choriocapillaire
participent a la formation de dépots au niveau de la membrane de Bruch (Okubo et al,
1999).

Méme si I'origine des drusen n’est pas encore clairement comprise aujourd’hui, deux
hypothéses pourraient expliquer leur apparition. Ils pourraient étre issus de la
dégradation des SEP par les cellules de 'EPRou d'origine sérique. Cette seconde
hypothese est étayée par la présence de composés sériques dans ces dépots (Soubrane et
al,, 2007). Les drusen dits miliaires sont extrémement fréquents chez la personne apres 50

ans mais restent habituellement stables (73%). Cependant ils peuvent aussi évoluer de
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facon pathologique et sont d’ailleurs impliqués dans diverses pathologies oculaires telles
que I'athérosclérose ou I'amylose (Soubrane et al., 2007). Ils sont aussi soupgonnés d’étre
a la base du développement de certaines pathologies comme la dégénérescence maculaire

liée aI’age ou DMLA (Kolar, 2013).

II1.1 - Définition

La maculopathie liée a I'age (MLA), appelée aussi DMLA précoce, est une maladie
touchant la partie centrale de la rétine, la macula.
Au point de vue clinique, la MLA est caractérisée par la présence de drusen et/ou de
modifications pigmentaires (hypo ou hyperpigmentation) des cellules de 'EPR dans la
région maculaire (Kolar, 2013; Soubrane et al, 2007). Les premiers signes de la MLA
apparaissent généralement autour de 50 ans mais n’ont pas toujours d’impact réel sur la

vision des patients (Bowes Rickman et al,, 2013 ; Nivison-Smith et al., 2014).

Selon I'étude EUREYE (European Eye study), on distingue différents stades dans la
MLA (Augood et al., 2006) :
- Stade 1: présence de drusen isolés dont la taille est comprise en 63 pum et 125 pm
ou d’altérations pigmentaires isolées.
- Stade 2 : présence de drusen dont la taille est supérieure ou égale a 125 pm ou a la
présence de drusen séreux de petite taille associé a des défauts de pigmentation.
- Stade 3: présence de drusen dont la taille est supérieure ou égale a 125 pm

associée a des défauts de pigmentation.

II1.2 - Aspect clinique

La caractéristique histopathologie de la MLA est la présence de drusen,
accumulations extracellulaires constitués de phospholipides, de triglycérides, de
cholestérol, d’ester de cholestérol, d’acides-gras insaturés, de lipides peroxydés et

d’apolipoprotéines (Kolar, 2013). Ces dépots ont été classés en 4 catégories suivant leur
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diametre, leur aspect, leur composition ainsi que leur localisation (Holz et al., 2004).

(Tableau I).

Tableau I : Récapitulatif des caractéristiques des différentes classes de drusen retrouvés dans la MLA et au cours
du vieillissement normal*.
Modifiée d’apreés Nivison-Smith, 2014 ; Soubrane, 2007 et Holz, 2004.

Types Diametre Aspect Localisation
*Drusen < 63um - Structure amorphe Entre les cellules de
e - Globuleux I'EPRetla
Miliaire -
- Sphériques et nets membrane de Bruch.
- Hyalin
- Couleur : blanc jaune
Drusen > 125 pm - Structure amorphe Entre les cellules de
. - Inhomogene I'EPRetla
Séreux . - :
- Granulaire et vésiculaire membrane de Bruch.
- Présence de fragment Souleve I'épithélium
membranaire, de débris ou de pigmentaire formant
calcification. une excroissance.
- Bords flous
- Couleur : jaune pale
Dépots - Structure amorphe Entre la membrane
laminaires - Bords flous cytoplasmique et la
basaux membrane basale
des cellules de 'EPR
Dépots - Structure amorphe Fine couche entre
linéaires - Granulaire et vésiculaire les drusen séreux et
basaux - Présence de fragment les drusen miliaires.
membranaire, de débris

Les drusen miliaires et séreux sont décelables a '’examen du fond de I'ceil (Figure

20). Au cours du temps, les drusen miliaires peuvent grossir et devenir des drusen séreux,

ou évoluer vers l'atrophie. Les drusen séreux peuvent, eux aussi, augmenter de taille,

devenir confluents et ainsi induire un décollement drusénoide des cellules de I'EPR (Kolar,

2013).
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Figure 20 : Fond de I'eeil permettant 'observation de drusen miliaires (A) et de drusen séreux (B).
D’apreés Kolar, 2013

L’altération des cellules de 'EPR est un marqueur de la MLA et est observable
cliniquement par un examen de fond de I'ceil (Nivison-Smith et al., 2014; Soubrane et al,,
2007). L’hyperpigmentation apparait sous forme de tiches foncées, avec des contours
irréguliers, souvent au voisinage de dépigmentation. L’hypopigmentation est associée a
une diminution des grains de mélanine dans les cellules de 'EPR ou a une atrophie de ces
cellules (Figure 21, Nivison-Smith et al.,, 2014). Lors de I'examen du fond de I'ceil, cette
zone apparait plus claire que la rétine avoisinante avec des bords nets et arrondis
(Soubrane et al.,, 2007).

L’'importance de 'hyperpigmentation des cellules de 'EPR est variable suivant les patients.
Elle refléte 'existence d’une prolifération ou de migration des cellules de 'EPR (Figure 21,
Nivison-Smith et al., 2014). Ces migrations pigmentaires sont principalement localisées au

niveau de la macula (Soubrane et al., 2007).

Photorécepteurs

Cellules de I'EPR |

Membrane de Bruch

Choroide g, ( " o sy

Diminution Atrophie Augmentation = Migration ou
des pigments des pigments  prolifération

HYPOPIGMENTATION HYPERPIGMENTATION

Figure 21: Représentation schématique des différences changements de la pigmentation des cellules de 'EPR.
Adaptée d’aprés Nivinson-Smith, 2014.
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I11. 3 - Epidémiologie de la MLA

Le risque de développer une MLA augmente avec l'age. Aucune différence
significative entre homme et femme n’a pu étre observée (Klein et al., 1992 ; Mukesh et al,,

2004).

Ainsi, dans une étude de 5 ans réalisée en Australie sur une population de 3271
participants agés de 40 ans et plus, il a été mis en évidence que le risque de développer des
drusen = 250 pm est 11 fois plus important chez une personne de 80 ans ou plus par
rapport a une personne dont I'age se situe entre 40 et 49 ans (Mukesh et al., 2004). Durant
les cinq ans de I'étude, I'incidence de la MLA a été de 17,3% (95% CI, 8.7-26) et 2,4 fois
(95% CI, 0.83-6.9) plus fréquente chez les personnes de 80 ans et plus.

Dans la Beaver Dam Eye Study, réalisée sur 4926 participants de 43 a 86 ans, il a montré
que les drusen sont présents dans 95% de la population (un ou deux, de petites tailles)
(Klein et al., 1992). La présence de ces dépdts ne peut donc pas toujours étre considérée
comme un risque de développer une MLA (Klein et al., 2002). Cependant, lorsque ces
drusen représentent une surface > a 157,686 um?, ils sont associés a un risque multiplié
par 2,7 de développer des anormalités de pigmentation (Klein et al., 1992).

Les altérations des cellules de I'EPR sont retrouvées dans 6% de la population générale
pour I'hyperpigmentation et 4,5% pour ’hypopigmentation (Soubrane et al,, 2007). La
fréquence d’apparition de ces altérations pigmentaires augmente avec 1'age, représentant
13,1% de la population de plus de 40 ans. IIs peuvent étre associés a une dégénérescence

de I'épithélium pigmentaire présente dans 8,3% de cette population (Klein et al., 1992).

II11.4 - Evolution de la maladie

Dans la majorité des cas, la maladie reste stable durant de nombreuses années
(Soubrane et al.,, 2007). Cependant, la MLA peut aussi évoluer vers 'une des deux formes
de la DMLA, justifiant une surveillance rigoureuse (Nivison-Smith et al.,, 2014)21/11/y
14:45.

Afin d’aider au diagnostic et pouvoir définir le traitement préventif le plus adapté et/ou

I'inclusion dans des études cliniques, une classification a été établi par I'’AREDS (Age-
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Related Eye Disease Study) et est couramment utilisée en clinique pour prédire le risque
d’évolution de la MLA vers la forme tardive de la maladie, la DMLA (Tableau II). Cette
classification est basée sur I'apparence des signes cliniques, les drusen et la pigmentation
des cellules de 'EPR, observée lors d’'un examen du fond de I'ceil (Nivison-Smith et al,,
2014).

Ainsi, le risque de développer une DMLA est inférieur a 1% lorsqu’une personne atteinte
de la MLA présente des drusen de diametre inférieur a 125 pm et qu’ils ne sont pas
associés a des altérations pigmentaires (Soubrane et al., 2007). Le risque s’accroit avec la
taille des drusen et la présence des altérations pigmentaires. Lorsque le diametre dépasse
125 um, le risque de développer une DMLA dans les cinq ans augmente de 5,7 fois (Wang
et al., 2003). De plus, lorsque les deux yeux sont atteints par la MLA, le risque d’une

évolution vers la forme tardive dans les 5 ans est multiplié par 5 (Mukesh et al., 2004).

Suivant le type de modification pigmentaire, I'évolution de la MLA peut étre
différente. Au point de vue clinique, cette altération a acquis un pouvoir pronostic
important (Soubrane et al, 2007). En effet, une hypopigmentation est plus souvent
associée a une DMLA atrophique, et une hyperpigmentation est un signe de I'apparition de
néo-vaisseaux, caractéristiques de la forme exsudative de la maladie (Kolar, 2013; Leveziel

etal., 2009).
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Tableau II : Classification du risque de progression vers un stade tardif de la DMLA suivant le stade de 1a maladie
et les signes cliniques.
D’apreés Nivison-Smith, 2014.

o Risque d’une
) =
S go Signes cliniques forme tardive
8 .
w +
S dans les 5 ans
Petits drusen dans 1/2 yeux ou des drusen
0 intermédiaires dans un il sans modification 0,4 %
. pigmentaire
3]
é Drusen intermédiaires dans 1/2 yeux ou drusen larges
[©)
Z dans 1 ceil sans modification pigmentaire
1 3%
OU drusen larges dans 1/2 yeux ou des drusen
intermédiaires dans 1 ceil avec modification pigmentaire
Drusen larges dans les 2 yeux sans modification
pigmentaire
OU Drusen intermédiaires dans 1/2 yeux ou drusen
Q 2 | larges dans 1 ceil avec modification pigmentaire 12 %
=}
é OU Petits drusen dans 1/2 yeux ou des drusen
< intermédiaires dans 1 ceil avec modification pigmentaire
—
E dans les 2 yeux
= S
<<:3 Drusen larges dans les 2 yeux avec modification
E pigmentaire dans 1 ceil
3 | OU Présence de drusen intermédiaires dans 1/2 yeux ou 26 %
de larges drusen dans un ceil avec modification
pigmentaire dans les 2 yeux
< 9 Drusen larges avec modification pigmentaire dans les 2
E ES 4 47 %
i E yeux
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INTRODUCTION

Chapitre III - La Dégénérescence

Maculaire Liée a I'Age
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Décrite pour la premiere fois par Hutchinson en 1874 (De Jong, 2006; Kolar, 2013), la
DMLA est une pathologie de la rétine touchant les personnes généralement apres 60 ans et
qui altere séverement la vision centrale (Gehrs et al., 2006). Actuellement, elle est définie
comme «une atteinte maculaire tardive multifactorielle, apparaissant sur un terrain
génétiquement prédéterminé, dont l'expression clinique est fonction des facteurs

additionnels et environnementaux» (Soubrane et al., 2007).

La DMLA est la principale cause de cécité légale (selon le syndicat national des
ophtalmologistes de France, la cécité légale est définie par une acuité visuelle inférieure a
1/20 pour le meilleur ceil apres correction) chez les personnes de plus de 65 ans (Bowes
Rickman et al, 2013). Dans les pays industrialisés, ses manifestations cliniques sont

retrouvées dans un tiers de la population de plus de 75 ans (Gehrs et al., 2006).

Il y a deux stades dans le développement de la DMLA : le stade précoce et le stade
tardif (De Jong, 2006). Ce stade tardif est divisé en deux types de DMLA: la forme
atrophique et la forme exsudative (Bowes Rickman et al., 2013; Gehrs et al., 2006). Dans
les deux formes de la DMLA, la diminution de l'acuité visuelle est non douloureuse et
uniquement centrale, sans atteinte périphérique (Kolar, 2013).

La DMLA atrophique, ou dite « séche », atteint 1% de la population européenne agée de
plus de 60 ans (Soubrane et al., 2007). Elle correspond a environ 85% des cas cliniques de
cette maladie (Koh et al,, 2017; Kolar, 2013). Cette forme de la pathologie est caractérisée
par une atrophie des cellules de la rétine (cellules de 'EPR et photorécepteurs) et de la
choriocapillaire au sein de l'aire maculaire, zone ou I'accumulation de drusen est trés
importante, ainsi que par un épaississement de la membrane de Bruch (Bowes Rickman et
al, 2013 ; Nivison-Smith et al., 2014).

La DMLA exsudative est caractérisée par le développement des néovaisseaux choroidiens
(Moult et al,, 2014 ; Rakoczy, 2017). On distingue deux types principaux de néo-vaisseaux :
ceux dits occultes ou sous-épithéliaux, les plus fréquents ; et les néo-vaisseaux visibles ou
pré-épithéliaux, plus rares. Dans cette forme de la maladie, I'accumulation des dépots
entre les cellules de 'EPR et la membrane de Bruch pourrait provoquer une hypoxie

rétinienne et une accumulation de matériel pro-inflammatoire constituant des stimuli pro-
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angiogéniques aboutissant a la néo-vascularisation (Stefansson et al., 2011). C’est la forme
la plus grave de la maladie, elle est en effet responsable de 85% des cas de perte sévere de

la vision (Kolar, 2013).

Une personne peut étre atteinte d'une DMLA atrophique sur un ceil, et d'une DMLA
exsudative sur le second; une forme atrophique peut se compliquer d'une forme
exsudative et inversement (Soubrane et al., 2007). Les deux formes apparaissent ou pas
indépendamment l'une de l'autre (Kolar, 2013). Actuellement, il n’est pas encore
déterminé si ces deux formes sont des manifestations distinctes de la méme maladie ou si
elles représentent des affections différentes avec des origines et des mécanismes

pathologiques divers (De Jong, 2006).

Dans la suite de ce chapitre, nous nous focaliserons sur la forme atrophique de la maladie.

II.1 - Présentation clinique

La DMLA ne présente généralement pas de signes cliniques avant 55 ans (Gehrs et al.,
2006; Salomon-Yves et al., 2014). Plusieurs symptomes doivent cependant alerter le

patient sur une possible atteinte maculaire.

A. Symptomes fonctionnels

. La baisse d’acuité visuelle : c’est le symptome principal de cette maladie.
D’une évolution plus ou moins rapide, elle commencera souvent par une géne dans la
vision de pres (lecture fatigante, besoin de l'utilisation d'un éclairage plus important,
jaunissement des couleurs...) avant d'impacter la vision de loin (Datta et al., 2017; Kolar,
2013). Elle est généralement accompagnée d’'une dégradation de la vision nocturne
(Bowes Rickman et al.,, 2013). La diminution des contrastes se dégrade parallelement a

I'acuité visuelle de loin.
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L’acuité visuelle est définie comme étant une « grandeur mesurant la capacité de
I'ceil a discriminer deux points distincts, en fonction de la distance les séparant et de
I'éloignement de 1'observateur ». Exprimée en dioptrie, l'acuité visuelle se mesure de loin
et de pres, par des tests recourant a des objets ou des lettres de taille variable, appelés
optotypes.
Dans le cas du dépistage de la DMLA, 'optotype utilisé spécifiquement est I'’échelle ETDRS
(Early Treatments Diabetic Retinopathy Studies) basée sur celle de Snellen développée en
1862 par l'ophtalmologiste hollandais Herman Snellen (Ferris et al., 1982). Elle est
constituée de 3 échelles permettant la mesure de la réfraction du patient (échelle R,
puissance qui sera nécessaire a la correction pour que la vision redevienne normale) et
'acuité visuelle de chaque ceil (échelle 1 pour I'ceil gauche, et 2 pour I'eeil droit). Chaque
échelle représente 14 lignes de 5 lettres chacune, chaque ligne inférieure étant plus petite
que la ligne supérieure suivant un coefficient constant de 1,2589 (Figure 22). La lecture est
réalisée a 4 metres sauf lorsque la vision est tres basse, cas ou la lecture est effectuée a 1

metre.
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Figure 22 : Echelle d’acuité visuelle de loin de type de Snellen.
D’apreés Soubrane, 2007.

La DMLA aboutit inéluctablement a une baisse sévere de l'acuité visuelle finale
souvent inférieure a 1/10, généralement 5 a 10 ans apres l'apparition de la maladie

(Soubrane et al., 2007). La baisse visuelle est liée a I'extension de la zone d’atrophie qui
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augmente en moyenne de 2.1 mm? par an (Sunness et al, 2007). Avec le temps, cette

atrophie va s’étendre a la région fovéale, réduisant considérablement la vision.

. Le scotome central: il est appelée aussi tache aveugle et accompagne
généralement la diminution de l'acuité visuelle (Figure 23). La vision périphérique est,
quant a elle, conservée méme aux stades avancés de la maladie, puisque l'atteinte est

principalement maculaire (Kolar, 2013).

Figure 23 : Représentation de la vision lors de la présence d'un scotome central.
http://ophtalmologie.pro/le-champ-visuel-normal-et-les-alterations-pathologiques/

. L’apparition des métamorphosies: ces déformations (horizontales,
verticales ou obliques) constituent, avec la baisse visuelle et le scotome central, le
syndrome maculaire (Figure 24). En regle générale, 'apparition des métamorphosies est
prédictive de la formation de néo-vaisseaux (Kolar, 2013), méme pour la forme atrophique
ou elle peut survenir dans 20 a 30% des cas (de Jong, 2006 ; Soubrane et al.,, 2007). Une
distorsion soudaine de la vision accompagnée d’une diminution sévere de 'acuité visuelle
chez une patient atteint de la forme atrophique de la DMLA est parfois prédictive d’'une
conversion de la maladie vers la forme exsudative (Kolar, 2013).

Les métamorphosies sont systématiquement recherchées lors de I'’examen oculaire avec le

test de la grille d’Amsler par exemple.
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Figure 24 : Grille d’Amsler.

La grille d’Amsler, constituée de lignes horizontales et verticales, est un outil diagnostic qui aide a déceler les perturbations
visuelles dues a des changements au niveau de la rétine, en particulier de la DMLA. Grille de gauche : observation normale.
Grille de droite : observation des lignes déformées, signes d’'un syndrome maculaire.
http://www.docvadis.fr/aobeffroi/page/l oeil_et_les_examens/les_examens_des_yeux/la_grille_d_amsler.html

B. Symptémes anatomiques

Classiquement, c’est I'examen biomicroscopique du fond de l'ceil qui permet
d’établir le diagnostic. Chez un patient atteint de la DMLA, on peut observer la présence de

drusen, d’altérations maculaires ainsi que quelques zones d’atrophie.

Les drusen sont une des caractéristiques de la maladie (Kolar, 2013). Premiers
signes cliniques de la DMLA, ils sont localisés entre la membrane laminaire des cellules de
I’EPR et la couche de collagene interne de la membrane de Bruch (Nivison-Smith et al,,
2014).

Ces accumulations sont observables lors de I'examen du fond de I'ceil quand leur taille est
supérieure a 25 pm (De Jong, 2006). Les patients présentant des drusen dont la taille est
supérieure a 125 pm ont plus de risques de développer la DMLA. Les drusen sont souvent
associés a des altérations de I'épithélium pigmentaire de type hypo ou hyperpigmentation.
Ce diagnostic est alors confirmé par un test d’acuité visuelle. Ainsi, les personnes ayant un
résultat de 'ordre de 6/10 sont considérées comme atteintes de la DMLA (Soubrane et al,,
2007). La DMLA est initialement unilatérale. Cependant, le risque de bilatérisation est

d’environ 50% (Kolar, 2013).

La forme atrophique de la DMLA est spécifiquement caractérisée par la présence
d’'une atrophie chorio-rétinienne géographique (Figure 25), cliniquement définie par une
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zone de perte des cellules de 'EPR (hypopigmentation) d’'un diametre supérieur a 175 um
associée a une atrophie de la choroide (Nivison-Smith et al., 2014). Elle peut étre aussi la
conséquence secondaire d'un détachement des cellules de I'EPR ou d’une régression de la
néovascularisation choroidienne (Kolar, 2013). L'atrophie géographique va se développer
plus ou moins rapidement suivant les patients. Il a été estimé que I'intervalle moyen entre
I'apparition de la premiére zone d’atrophie et la cécité légale est d’environ 9 ans (Kolar,

2013).

Des études cliniques ont aussi montré une diminution du flux sanguin choroidien au

niveau de patients atteints de cette forme de la DMLA (Kolar, 2013).

Figure 25 : A) Fond de I'ceil normal. B) Fond de I’eeil d’'un individu atteint d’'une DMLA atrophique. Observation
d'une atrophie géographie (GA).
Adaptée d’aprés Soubrane, 2007.

I1.2 - Epidémiologie

La DMLA affecte plus de 150 millions d’individus dans le monde (Zhang et al., 2017).
En 2002, I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) estime dans un rapport que 8,7% des
cas de cécité dans le monde serait dus a cette pathologie, la classant ainsi a la troisieme
place, apres la cataracte et le glaucome (Gehrs et al., 2006).
En Amérique du nord, en Europe et en Australie, la DMLA correspond a 50% des cas de
perte de vision centrale (Parmeggiani et al., 2012). Cependant, sur le continent africain ou
en Asie, la DMLA est loin d’étre la premiere cause de malvoyance. Elle est responsable de

8% des cas au Japon, 1,9% au Nigéria et seulement 1% en Chine (Salomon-Yves et al,,
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2014). Ces différences peuvent étre expliquées par une hygiéne alimentaire différente, une
espérance de vie plus faible et un acces aux soins limités dans certaines parties du monde.

La majorité des études épidémiologiques portant sur la DMLA sont effectuées dans
des pays industrialisés. De par I'augmentation de la longévité, il est prédit une hausse
importante de la prévalence de cette maladie dans les prochaines décennies (Soubrane et
al., 2007). Ainsi, aux Etats-Unis, il est estimé que le nombre de patients atteints de DMLA
ou de MLA devrait atteindre 53 millions en 2020 contre 35 millions en 2000 (Johnson et
al,, 2000). Dans le monde, ce chiffre pourrait dépasser les 196 millions d’ici 2020 (Koh et
al.,, 2017).

I.3 - Facteurs de risque individuels, systémiques et

environnementaux

La DMLA est une maladie multifactorielle impliquant des facteurs de risques
individuels, systémiques et environnementaux (Leveziel et al., 2009; Nivison-Smith et al.,

2014).

A. Facteurs de risque individuels

A.1. L’age

Des études épidémiologiques ont estimé que la prévalence des personnes de plus
de 40 ans atteints d’'une forme tardive DMLA est située entre 1,5 et 3,1% contre 3,69 et
7,7% pour les personnes de plus de 80 ans (Klein et al., 2007). L’age est, en effet, le facteur
de risque principal dans la DMLA (Leveziel et al., 2009). Ainsi, la prévalence de la DMLA
s’accroit avec l'age (Figure 26) passant de 50% des cas de cécité entre 75-84 ans a 75%
apres 85 ans (Parmeggiani et al., 2012).

Selon I'étude EUREYE réalisée sur une population européenne issue de 7 pays différents,
3,3% de la population de 65 ans et plus est atteinte de la DMLA, avec un rapport de 2
formes exsudatives pour une forme atrophique (a savoir que les formes mixtes sont

considérées exsudatives)
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Parallelement a I'age, on observe une augmentation du stress oxydatif, responsable
de nombreux dysfonctionnements cellulaires impliqués dans de multiples maladies du

vieillissement (Chang et al., 2014).

50-54 55-59 60-64 65-69 70-74 75-79 80+

—e— Méta-analyse
—a— POLA
—— EUREYE

Figure 26 : Prévalence (%) de la DMLA par classes d'age dans trois études : I'étude POLA, I'étude EUREYE et une
méta-analyse d’étude réalisées dans les populations caucasiennes des pays industrialisées.
D’apreés Soubrane, 2007.

A.2. Le sexe

La question du rdle du sexe dans le développement de la DMLA est complexe. En
effet, aucun lien entre sa prévalence et le sexe du patient n’a été démontré a I'’heure
actuelle (Chakravarthy et al., 2010; Rudnicka et al., 2012). Cependant, a travers le monde,
les femmes représentent 2 personnes aveugles, ou atteintes de déficience visuelle, sur 3
avec un ratio de 1,46 (Stevens et al., 2013; Zetterberg, 2016). Ainsi, certaines études
suggerent une prévalence légerement plus importante chez les femmes que chez les
hommes (Chakravarthy et al., 2010; Smith et al.,, 1997). Ces différences pourraient étre
expliquées par une espérance de vie plus importante chez les femmes et un ajustement

insuffisant pour I'dge dans les études statistiques (Soubrane et al., 2007).

A contrario, dans I'étude Beaver Dam Offspring Study (Klein, 2001), il a été mis en
évidence que, dans la DMLA précoce et pour un age inférieur a 55 ans, 'association

sexe/DMLA est plus importante chez les hommes comparée aux femmes. Ceci pourrait
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étre expliqué par le systeme hormonal qui aurait un effet protecteur pour la jeune femme
(Smith et al, 1997). Ainsi, apres la ménopause, on ne retrouve naturellement plus de
différences entre les deux sexes.

L’apparition de drusen avec I'age a le méme odds ratio (0,95) que ce soit chez un
homme ou une femme. Cependant, ils sont significativement plus denses chez les hommes
(OR: 1,90) (Klein, 2001). En ce qui concerne les cellules de I'EPR, I'étude Beaver Dam
Offspring Study a montré que la dépigmentation de ces cellules est plus fréquente chez les

hommes comparés aux femmes (OR : 2,79 et OR : 2,86 respectivement).

Au niveau chromosomique, aucune différence significative (p=0,38-0,79) dans
I'incidence de la DMLA n’a été montrée pour les facteurs génétiques de CFH (rs1061170,
rs1410996, and rs3766404), ARMS2 (rs10490924), et C3 (rs2230199) entre homme et
femme (Popp etal,, 2016).

A.3. L’origine ethnique

La proportion de cécité ou de déficience visuelle varie de facon importante a travers
le monde (Figure 27). La déficience visuelle, aussi appelée malvoyance ou MVSI (moderate
and severe visual impairment), est définie comme une atteinte visuelle modérée ou sévere
non améliorable par médicament, lunettes, lentilles ou intervention chirurgicale. Elle est
caractérisée par une acuité visuelle comprise entre 1 et 3/10 pour le meilleur ceil. Elle est
estimée a 4-6% de la population africaine contre 16-24% de la population asiatique

(Zetterberg, 2016).
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Figure 27 : Nombre de personnes dans la population globale atteintes de MVSI ou de cécité selon l'origine
éthique et I'age.
Adapté d’apres Stevens, 2013.

Dans le cas de la DMLA, plusieurs études affirment que le phénotype caucasien est
plus a risque de développer cette maladie (AREDS rapport n°19, 2005; Zetterberg, 2016).
En effet, selon I'étude MESA, la prévalence de la DMLA varie suivant |'origine ethnique :
elle est de 2,4% chez les personnes mélanodermes, 4,2% chez les hispaniques ; 4,6% chez
les sujets asiatiques et 5,4% chez les sujets caucasiens (Schachat et al., 1995). Pour les
sujets agés de 75 a 84 ans, cette prévalence est de 7,4% chez les personnes mélanodermes
et de 15,8% chez les sujets caucasiens (Klein et al., 2006). Au niveau clinique, la présence
de drusen intermédiaires et larges est plus importante chez les caucasiens avec un ratio de
1,8 (AREDS rapport n° 3, 2000).
Des disparités existent aussi au niveau de la forme de DMLA prépondérante suivant les
continents (Leveziel et al.,, 2009). Ainsi, on observe une proportion plus importante de la
forme atrophique dans la population norvégienne (Bjornsson et al., 2006) islandaise
(Jonasson et al,, 2005) et indienne (Gupta et al., 2007) ; alors que la forme exsudative est

plus fréquente au Japon (Kawasaki et al., 2008).

Un lien a été démontré entre origine ethnique et sexe. En effet, la prévalence de la

DMLA est plus importante dans les pays industrialisés (ratio supérieur a 1,5) que dans les

88



régions du monde moins favorisées comme, par exemple, le sud du désert du Sahara ou le
ratio est de 1,1 (Zetterberg, 2016). Ce phénomeéne pourrait étre expliqué par la différence
entre 'espérance de vie, I'exposition aux facteurs environnementaux et le niveau socio-
économique d'une femme et d'un homme, différence plus élevée dans les pays

industrialisés.

B. Facteurs de risque génétiques

B.1. CFH, facteur de risque principal de la DMLA

. Le facteur H du complément : c’est une protéine de 155 kDa constituée de
20 domaines CCP (complement control protein) permettant la reconnaissance et la liaison
avec différents ligands (Langford-Smith, 2013). Cette protéine est synthétisée dans le foie
par les hépatocytes et participe a la régulation du systéeme immunitaire via I'inhibition du
systeme du complément. Dans le cas de la rétine, le facteur H du complément est sécrété
par les cellules de I'EPR (Calippe et al., 2014).
Le polymorphisme CFH Y402H est le facteur de risque génétique majeur dans le

développement de la DMLA (Clark et al., 2010)

. Le systeme du complément : 1a premiere défense d'un organisme contre un
agent infectieux est le systeme immunitaire dit inné (Calippe et al.,, 2014; Mullins et al,,
2017). On retrouve trois voies activées dans ce systéme : I'inflammation, le systeme du
complément et les cellules du systéme inné.

Le systeme du complément est un groupe de 30 protéines dont 'action va induire la
sécrétion rapide d’enzymes entrainant la lyse des corps étrangers (Arbore et al,, 2017). 1l a
aussi un role important dans la chimiotaxie, dans I'opsonisation et la clairance des corps
apoptotiques. Suivant le type d’agents infectieux, des voies différentes vont étre mises en
place : la voie alterne est activée par les bactéries, les virus, les levures ; la voie classique
est activée par la reconnaissance antigene-anticorps ; et la voie des lectines est activée par
des protéines globulaires (Mullins et al.,, 2017). Les 3 voies vont aboutir au clivage de la
protéine C3 en C3a et C3b par la C3 convertase. C3 est le facteur pivot du systeme du

complément : son clivage va permettre d'une part, 'assemblage du complexe d’attaque
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membranaire (MAC) ; et d’autre part, le recrutement des globules blancs (Mullins et al,,
2017).

En situation normale, la voie alterne du systeme du complément est a un niveau
faible d’activation aboutissant a la présence constante de C3 clivée en C3a et C3b. Afin
d’éviter une activation incontrdlée de ce systeme et donc de garder faible cette quantité de
C3, le facteur H du complément va inhiber, en situation normale, I'action de la C3
convertase et de C3b via le co-facteur I.

Lors de la présence d’'un agent infectieux, la liaison de CFH a celui-ci va lever I'inhibition
permettant ainsi la mise en place de la cascade aboutissant a la formation du MAC (Figure

28).

A C3 B C3
l C3 convertase I— CFH l C3 convertase |* CFH
4}‘ \—/
C3b _ C3b
— Facteur | + Facteur B
Clivage e l o
3 2 Membrane binding
l C3bi Clivage
& CSh (forme inactive) : s CSb
y v
Facteur B MAC formation

Opsonisation

e
T !
e
X
‘..'

Lyse cellulaire

Figure 28 : Systeme du complément en condition normale (A) ou lors de sa cascade d’activation aboutissant a la
lyse cellulaire (B).

C3: Facteur C3; C3b: Fraction b de C3 ; C5: Facteur C5; C3bi: forme inactive de C3b; CFH : Facteur H du complément;
MAC : Complexe d’attaque membranaire.

. Implication dans la DMLA: le lien entre systeme du complément et
développement de la DMLA a été clairement établi (Mullins et al., 2017). En effet, il existe
différentes mutations de CFH impliquées dans le développement de cette maladie, dont la
plus fréquente, le polymorphisme Y402H, présent a hauteur de 30% dans la population
globale (Langford-Smith et al., 2013). Il correspond a un changement nucléotidique d’'une
tyrosine pour une histidine a la position 402. L’odds ratio du variant Y402H est d’environ

2-3 pour la forme hétérozygote et 6-7 pour la forme homozygote.
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On ne connalt pas encore avec exactitude I'impact de ce polymorphisme, mais il
semble que la mutation Y402H réduit la capacité du facteur H a réguler correctement le
systeme du complément, aboutissant a sa suractivité (Nita et al., 2014). Ainsi, ce variant va
provoquer une diminution de l'affinit¢é de CFH pour d’autres molécules comme les
glycosaminoglycanes, les malonaldéhydes, les lipides oxydés et la protéine C réactive ou
CRP (Calippe et al., 2014; Nita et al., 2014). Cette réduction de liaison a la CRP semble
faciliter I'inflammation chronique et induit une présence plus importante de cette protéine
au niveau sanguin (Nita et al., 2014). Une étude réalisée sur 544 participants en Australie a
mis en évidence qu’'un taux élevé de la CRP au niveau du sang augmente de 19,3 (96% CI,
2,8-134) fois le risque de développer une DMLA (Robman et al., 2010). Par ailleurs, il a été
montré, dans une étude américaine sur 44 individus, que les personnes atteintes d’'une
DMLA et porteuses du variant a risque ont un niveau de cytokines pro-inflammatoires plus

important dans le sang comparés aux personnes sans allele a risque (Cao et al., 2013).

Ce polymorphisme semble aussi étre impliqué dans la formation des drusen. En effet,
des études histopathologiques ont montré que les drusen contiennent, entre autre, des
régulateurs du complément dont le facteur H du complément (Clark et al., 2010). De plus,
les patients atteints d'une DMLA atrophique ont des dépots plus denses lorsqu’il sont

porteurs de I'alléle a risque du géne CFH (Calippe etal., 2014).

B.2. Autres facteurs de risque génétiques

Selon des études d’agrégation familiale, la contribution relative de I'hérédité dans
I'étiologie de la DMLA serait d’au moins 25% (Hageman et al., 2005). Il y a quatre voies
principales dans lesquelles on retrouve des polymorphismes a risque: ’homéostasie
lipidique, la voie inflammatoire, I'organisation de la matrice cellulaire et le stress oxydatif

(Tableau III).

Lors de la présence de plusieurs variants, le risque de développer une DMLA
augmente considérablement. Ainsi, une personne double hétérozygote pour les variants a
risque de CFH et ARMS2 aura un odds ratio de 57,6 (Rivera et al., 2005). Si I'on ajoute a ces
deux variants le polymorphisme du géne C2, on multiplie par 250 le risque de développer

cette maladie (Scholl et al., 2009).
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Tableau III : Récapitulatif des principaux facteurs de risque génétiques pour la DMLA, leur rdle, leur localisation
chromosomique, les principaux polymorphismes associés et les odds ratio pour les formes homozygote (HM) et
hétérozygote (HZ).

Odds Ratio
Role Gene Chromosome | Polymorphisme Référence
HZ/HM
ApoE 19q13.2 rs429358 0,42 Kaur, 2006
[}
DB o Meyers,
5-»:) = SCARB1 12q24.31 rs9919713 0,60
S 3 2014
E = Conley,
T ELOVL4 6ql4 Rs3812153 0,29/0,71
2005
Zareparsi,
CFH 1q32 rs1061170 2,4/5,9
2005
L Gold, 2006
3 rs4151667 0,36
© CFB 6p21.3 Spencer
g rs641153 0,32/0,21
% 2007
=
= Spencer
Q C2 6p21.3 rs9332739 0,44
S 2007
19p13.3- Spencer
C3 rs2230199 1,55
p13.2 2007
g _g HTRA1 10q26 rs11200638 1,43/4,96 | Chen, 2011
= ®©
Rt —
s 2 Fibulin 5 149321 i - Stone 2004
&)
Conley,
- ARMS?2 10926.13 rs10490924 2,4/7,3
v S 2006
S 5
s = Baum,
o ABCA4 1p22 rs1800553 5,2
2003

C. Facteurs de risque environnementaux

C.1. Le tabac

Le tabac est responsable de la production de stress oxydatif, de 'activation du

systéme

du complément

et d'une

dérégulation

du

métabolisme

lipidique



(Kunchithapautham et al, 2014). Méme si certaines études ne montrent pas de lien
significatif entre tabagisme et DMLA (Dandekar et al., 2006), de plus en plus d’analyses
suggerent que le tabac est le facteur environnemental le plus important dans la DMLA
(Nivison-Smith et al., 2014; Yu et al., 2012) sans différence entre les hommes et les femmes
(Khan et al., 2006).

Le tabac aurait un effet néfaste sur la rétine, les cellules de 'EPR et la choroide. A I’heure
actuelle, les mécanismes de son action ne sont pas encore clairement établis (AREDS
rapport n® 3, 2000). Cependant, son role dans la diminution des molécules antioxydantes a
éteé suggéré. En effet, un fumeur de 20 cigarettes par jour n’aurait que 72% du taux de -

caroténe plasmatique d'une personne non fumeuse (Stryker et al., 1988).

Selon une méta-analyse (Beaver Dam Eye Study, the Rotterdam Study et the Blue
Mountains Eye Study) regroupant 14 762 individus, le risque de développer une DMLA
chez les fumeurs est 3 fois plus important que chez les non-fumeurs (Klein et al., 2013;
Mitchell et al., 2002; Vingerling et al.,, 1996). Ainsi, 'odds ratio augmente, passant de 2,6
(forme exsudative) et 4,8 (forme atrophique) pour les fumeurs a 1,7 pour les non ou
anciens fumeurs (Chakravarthy et al., 2007). Il apparait, de plus, que le tabagisme induirait

aussi une progression de la forme atrophique vers la forme exsudative de la DMLA.

Le tabagisme passif est, lui aussi, associé a une augmentation du risque de

développer la DMLA avec un odds ratio de 1,87 (Khan et al., 2006).

C.2. Régime alimentaire

A travers les apports des vitamines, des lipides et des omégas 3, I'alimentation
semble étre impliquée dans le développement de la DMLA.
En effet, une alimentation riche en graisses va étre responsable d’'une augmentation du
risque de développer une DMLA (Seddon et al., 2001). Ainsi, un taux de cholestérol élevé
est associé a un risque relatif de développer une DMLA atrophique de 1,16 (IC95%; 1,02-
1,32 ;p=0,03) (Klein et al., 2013; Mitchell et al., 2002). L'implication des lipides est aussi
confortée par le role de I'apolipoprotéine E, un transporteur de lipides, comme facteur de

susceptibilité génétique (Golestaneh et al., 2017).

93



Souvent associée a une alimentation riche, I'obésité est aussi un facteur environnemental
qui semble contribuer au risque d’étre atteint de la DMLA (Zetterberg, 2016). Ainsi, le
rapport n°19 de 'AREDS établit une association significative entre l'indice de masse
corporel (IMC) et le prévalence de la DMLA atrophique, avec pour les sujets ayant un IMC
supérieur a 30 un risque relatif de 1,93 (IC95% ; 1,25-2,65 ; p<0,05) (AREDS rapport n°19,
2005). Associé a d’autres facteurs de risque tels que I'dge et le tabac, ce risque relatif
augmente a 2,15 (IC95%, 1,35-3,45; p=0,001) chez les personnes obéses comparées a

celles ayant un IMC normal.

C.3. Autres facteurs de risque environnementaux

D’autres facteurs ont été suggérés comme étant a risque dans le développement de la
DMLA tels que l'alcool, le niveau d’étude, '’hypertension, la couleur de l'iris, I'exposition a
la lumiere, les accidents cardio-vasculaires (AREDS rapport n°19, 2005; Leveziel et al,,
2009 ; Soubrane et al.,, 2007 ; Zetterberg, 2016). Cependant, aucune association statistique

n’a été mise en évidence pour aucun de ces parametres.

Théorie de Hogan (1972) :

« La DMLA est causée par une anomalie primitive de I'épithélium pigmentaire, due a une

mauvaise élimination des produits de dégradation des disques des photorécepteurs »

La membrane de Bruch, les cellules de I'EPR et les photorécepteurs constituent un
ensemble fonctionnel au niveau du systeme visuel : 'atteinte d’'un de ces composant peut
affecter la totalité de cette structure (Soubrane et al,, 2007). Une des hypotheses de la
DMLA est que le dysfonctionnement des cellules de 'EPR soit I'évenement initial, suivi par
la mort des photorécepteurs et par un amincissement de la choriocapillaire (Bonilha,

2008).
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Lors du développement de la DMLA atrophique, il est observé une diminution de

I'efficacité de la phagocytose des SEP par les cellules de I'EPR. Ce processus va entrainer
une accumulation des disques d’opsine non recyclés (Wang et al., 2009).
En paralléle, a cause de I'accumulation importante de lipofuscine avec I'age, les cellules de
I’EPR perdent leur forme cubique et réguliere en augmentant de volume, ce qui va aboutir
a leur dégénérescence (Soubrane et al., 2007). Les cellules restantes vont se dédifférencier
et migrer vers ces zones de perte cellulaire, ceci permettant dans un premier temps de
maintenir la continuité épithéliale. Lorsque ce processus n’est plus a méme de conserver
I'organisation en épithélium, une atrophie en résulte (Soubrane et al., 2007) . Ces zones
atrophiques sont souvent associées a des zones d’hyperpigmentation (Bowes Rickman et
al,, 2013). En effet, les cellules de 'EPR dont la taille a augmenté sont hyperpigmentées et
contiennent de nombreux granules de lipofuscine et de mélanolipofuscine.

De par leur nombre et leur capacité de phagocytose qui a largement diminué, les
cellules de 'EPR restantes ne peuvent plus éliminer tous les débris cellulaires (Kolar,
2013). Ces débris vont s’amplifier par la production, induite par les cellules de I'EPR, de
meétalloprotéinases de la matrice (MMPs). En effet, I'activité de ces protéines, responsables
de la dégradation de la matrice extracellulaire, va étre diminuée par I'atteinte des cellules
de I'EPR (Kolar, 2013). L’ensemble va aboutir a la mise en place de phénomenes pro-
inflammatoires et I'apparition de cellules mononucléaires entre la membrane de Bruch et
les cellules de 'EPR. Ces cellules fusionnement généralement entre elle pour donner une
cellule géante qui est plus spécifique de I'inflammation chronique.

Lors de I'extension de la zone atrophique, les dépots deviennent de plus en plus présents.
La couche nucléaire externe disparait et la couche plexiforme externe repose directement
sur les dépdts laminaires basaux (Soubrane et al, 2007). Les drusen régressent
progressivement, a cause d’une part, de la diminution de débris cellulaires et d’autre part,
par l'action des macrophages activés par la réaction inflammatoire secondaire déclenchée
lors de la dégénérescence des cellules de 'EPR.

L’étape finale de ce processus dégénératif de la DMLA atrophique est la mort des

photorécepteurs.

L’atteinte de la choroide est plus tardive, elle survient apres la dégénérescence des
cellules de 'EPR (Kolar, 2013). En effet, la choriocapillaire présente sous les dépots de la

membrane de Bruch reste normale dans un premier temps, ce qui souligne que les
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altérations de ce systéme sont secondaires. Avec 'extension de I'atrophie, la lumiére des
capillaires se rétrécit et les fenestrations diminuent, le réseau choroidien s’interrompt au
sein de la zone atrophique (Soubrane et al., 2007).

L’atrophie de la choriocapillaire est un processus que l'on retrouve dans de multiples
affections telles que les rétinopathies pigmentaires, 'atrophie de gyrée et l'intoxication a la
thioridazine. A tout moment, une néo vascularisation peut opérer. En effet, dans 10 a 15%
des cas, la forme atrophique de la DMLA peut se transformer en forme exsudative

(Soubrane et al.,, 2007).

Les processus impliqués dans le développement de la DMLA sont les mémes que
ceux du vieillissement normal mais en accéléré. Distinguer ces deux processus semble
donc étre la clé pour la compréhension de la pathogénése de la DMLA.

La fonction vitale d'un organe est définie au cours du temps par des facteurs génétiques et
des facteurs environnementaux qui seront a l'origine de sa défaillance plus ou moins
rapide. Dans le cas de la DMLA, certains facteurs comme les genes de susceptibilité,
I'exposition a la lumiére ou le tabagisme, sont considérés comme des facteurs de risque
puisque leurs actions semblent accélérer le déclin de la fonction visuelle via la mort des
photorécepteurs. L’association de plusieurs facteurs de risque, individuels et/ou
systémiques et/ou environnementaux, avec le vieillissement pourrait donc induire une
cascade d’événements aboutissant au développement de la DMLA (Nivison-Smith et al,,
2014). La question est de se demander quels facteurs provoquent cette accélération
pathologique. De nombreuses hypotheses ont été posées: I'hypothese inflammatoire,
I'hypothese oxydative et 'hypothése du remodelage matriciel. La DMLA est une maladie
complexe qui ne peut pas étre expliquée par l'implication d'un seul systeme. Les trois
hypothéses principales semblent donc étre intriquées dans le processus

physiopathologique.
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1V.1 - L’hypothése inflammatoire

L’hypothese inflammatoire est basée principalement sur la mise en évidence de
marqueurs de 'inflammation au niveau des cellules de I'EPR et des drusen au niveau de

sujets atteints de la DMLA (Anderson et al,, 2002).

Les drusen sont les premieres manifestations cliniques de la DMLA (Gehrs et al,,
2006; Nita et al., 2014). Ils sont constitués de protéines du systeme immunitaire, de
lipides, de cholestérols, de protéines de la matrice et de carbohydrates (Nivison-Smith et
al, 2014). La présence de composés ayant pour origine le systeme du complément, tels
que C3, CFH et C5, suggere qu’'un processus inflammatoire est impliqué dans la formation
des drusen (Anderson et al,, 2002; Gehrs et al.,, 2006).
Les drusen vont étre responsables de nombreux dysfonctionnements. Au niveau de la
membrane de Bruch, les drusen vont participer a son épaississement et ainsi altérer les
mécanismes de transport entre la choroide et les cellules de 'EPR (Nivison-Smith et al,,
2014). La présence des drusen va aussi affecter I'activité lysosomale des cellules de 'EPR
et le métabolisme du cholestérol (Boes Rickman, 2013), phénomeéne aboutissant a une
augmentation de la production de débris par ces cellules et contribuant a la progression
des drusen (Nivison-Smith et al.,, 2014). De plus, les drusen vont également impacter la
survie des photorécepteurs et sont donc associés a 'amincissement de la couche nucléaire
externe (Gehrs et al., 2006). En effet, dans les zones ou sont retrouvés les drusen, les
photorécepteurs présentent un phénotype morphologique et biochimique typique d'un

processus de dégénération (Gehrs et al., 2006).

Des facteurs génétiques de risque pour le développement de la DMLA sont aussi
impliqués dans le systeme inflammatoire, tels que les protéines du systéme du
complément. Ainsi, il a été démontré que la réponse locale du systéme du complément est
responsable de lésions précoces caractéristiques de dégénérescences maculaires, les

dépots laminaires basaux (Fernandez-Godino et al., 2015).

Cependant, il est possible que ces phénomenes inflammatoires soient la
conséquence de processus oxydatifs sur le long terme. En effet, il a été mis en évidence que

le stress oxydatif va moduler I'expression du facteur H du complément, l'inhibiteur
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principal du systéme du complément (Wu et al, 2007). Ainsi, au niveau de cellules de
I'EPR, I'induction d’un stress oxydatif va induire une diminution de 'expression de CFH via
I'interféron gamma, une cytokine inflammatoire. Le déséquilibre inflammatoire retrouvé

dans la DMLA pourrait donc étre une conséquence d’un stress oxydatif initial important.

1V.2 - L’hypothése oxydative

Le stress oxydatif est depuis longtemps considéré comme le facteur principal
impliqué dans la dérégulation des cellules de 'EPR et le développement de la DMLA (Datta
et al., 2017). En effet, la DMLA est une pathologie du vieillissement, processus caractérisé
par une augmentation du stress oxydatif. De plus, plusieurs facteurs de risques
environnementaux, tels que le tabac ou le régime alimentaire, sont impliqués dans la
DMLA comme facteurs pro-oxydants. Depuis la derniere décennie, plus de 40 variants
génétiques ont été identifiés comme étant associés a un risque de développer la DMLA,
incluant des protéines impliquées dans le stress oxydatif (Datta et al., 2017).

De plus en plus d’études suggerent que le fer joue un réle dans la production des ERO et le
développement de la DMLA. En effet, on retrouve une accumulation de fer anormale au
niveau de la macula, des cellules de 'EPR et des drusen chez les personnes atteintes de
cette maladie (Chen et al.,, 2009; Dentchev et al., 2005). Il a pu aussi étre observé dans un
modele murin déficient pour la céruloplasmine et 'héphaestine (une enzyme ferroxydase
synthétisée par le foie) une accumulation de fer dans la rétine avec 1'age associée a une
dégénérescence rétinienne caractéristique de la DMLA (Chen et al.,, 2009). Il se révele par
ailleurs toxique pour les cellules de 'EPR et les photorécepteurs dans une autre pathologie
oculaire, la sidérose, une atteinte de la vision causée par des dépots intraoculaires de fer
(He etal., 2007).

Le fer peut aussi étre responsable de I'accumulation de lipofuscine a l'intérieur et a
I'extérieur des cellules de 'EPR. La lipofuscine est un produit de la phagocytose, non
dégradable et qui s’accumule au cours du temps dans le systeme lysosomal des cellules
post-mitotiques comme les cellules de 'EPR (Sparrow and Boulton, 2005). Cette formation
est dlie a une dégradation autophagique incompléte menant a la production intra-
lysosomale de radicaux libres par le fer et méne a la diminution de l'autophagie, la
perméabilisation de la membrane lysosomale et a I'apoptose. Dans les cellules de 'EPR, les

protéines du métabolisme du fer ont pour role de maintenir un niveau faible de fer libre
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permettant une autophagie importante et une résistance a I'environnement oxydatif. Un
exces de fer, comme on peut le retrouver dans la DMLA, est donc associé a une diminution
de I'autophagie et a une production de lipofuscine. Le stress oxydatif induit va sensibiliser
le systéeme lysosomal et favoriser la mort cellulaire (Karlsson and Kurz, 2016; Krohne et
al, 2010a; Kurz et al., 2011).

Dans leur étude, Yefimova et al, ont établi dans un modeéle animal de dégénérescence
rétinienne, le rat RCS (Royal College of Surgeons), que 'accumulation de fer augmente
avec la progression de la mort cellulaire et que cet exces n'est dii ni a un défaut
d’absorption ni a un défaut de stockage (Yefimova et al., 2002). Cette augmentation
intracellulaire de fer est en effet corrélée a une hausse de l'expression de la ferritine,
protéine responsable du stockage intracellulaire (Chen et al., 2009). Au niveau fonctionnel,
I'accumulation de fer aurait pour conséquence la diminution des interactions entre les
cellules de 'EPR et les photorécepteurs (Yefimova et al, 2002). L’hypothése est que
I'altération de la communication entre cellules de I'épithélium pigmentaire et
photorécepteurs aboutit a la formation de débris qui bloquent les voies de transit du fer
induisant ainsi son accumulation. L'accumulation de fer est source de radicaux libres
responsables de I'augmentation du stress oxydatif et de la dégénérescence des cellules de

I'EPR.

D’un point de vue anatomique, la macula est une zone particulierement exposée au
stress oxydatif en raison de son exposition constante a la lumiére et a la consommation
importante d'oxygene dans ce tissu (Bonilha, 2008; Garcia et al., 2015 ; Khandhadia and
Lotery, 2010). En effet, les cellules de I'EPR, dont le métabolisme est hautement
énergétique, comportent de nombreuses mitochondries, 1'organite responsable de la
majorité de la production des ERO (Datta et al., 2017). Lors de la phagocytose des SEP par
ces cellules, il y a par ailleurs génération d’'H20; par I'enzyme NADH oxydase du
phagosome, contribuant a une production de ERO élevée (Datta et al.,, 2017).

Pour se protéger de ce stress oxydant, différents mécanismes cellulaires existent, telle que
I'autophagie. L’autophagie est un processus lysosomal responsable de la dégradation des
constituants cellulaires endommagés ou non essentiels (Golestaneh et al.,, 2017). Elle va
permettre le maintien de I'homéostasie cellulaire et participe a la protection contre le
stress oxydatif (Datta et al,, 2017). Or, il a été démontré que cette fonction est dérégulée

dans les cellules de 'EPR provenant de patients souffrant de la DMLA atrophique
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(Golestaneh et al.,, 2017). Ce dysfonctionnement peut affecter le systeme de fission/fusion
mitochondriale, essentiel pour conserver des mitochondries fonctionnelles (Youle and van
der Bliek, 2012). La présence de mitochondries dont la fonction est altérée au niveau de
cellules de 'EPR sera responsable d’'une surproduction de stress oxydatif (Golestaneh et
al, 2017). De plus, une dérégulation de l'autophagie peut participer a I'accumulation
intracellulaire (lipofuscine) et extracellulaire (drusen) de débris toxiques et induire un
dysfonctionnement des cellules de I'EPR (Song et al., 2017). Ainsi, il a été observé que lors
de I'induction d'un stress oxydant in vitro, les cellules de 'EPR montrent une altération de
la phagocytose et de leur activité lysosomale (Chen et al., 2009). Ces phénomeénes peuvent

aussi contribuer a 'accumulation extracellulaire de déchets non dégradés.

1V.3 - L’hypothése du remodelage matriciel

La matrice extracellulaire désigne I'ensemble des macromolécules extracellulaires
du tissu conjonctif ou d’autres tissus. Cette structure est essentielle pour le transport de
nutriments et dans la régulation de processus physiologiques telles que la différenciation,
la migration ou I'adhésion cellulaire (Nita et al., 2014). L’hypothése matricielle repose sur
le principe que les anomalies de structure de la matrice extracellulaire rétinienne seraient
a la base du développement de la DMLA. Plusieurs arguments sont en faveur de cette

hypothese.

Premiérement, les modifications structurales de la membrane de Bruch. En effet, de
facon concomitante a 'accumulation de la lipofuscine dans les cellules de I'EPR, des dépots
(composés de collagene, de corps résiduels, de matériels granulaires ainsi que de dépots
cristallins) se forment au niveau de la membrane de Bruch provoquant son épaississement
(Gehrs et al., 2006). Elle subit aussi une forte hyalinisation au niveau basal réduisant
encore plus sa perméabilité (Soubrane et al., 2007).

La formation de dépdts est une des modifications morphologiques les plus précoces
associées au développement de la DMLA (Nivison-Smith et al., 2014). Il existe deux types
de dépdts basaux, ceux dits laminaires (entre la membrane des cellules de 'EPR et la
membrane de Bruch) et ceux dits linéaires (entre la laminaire basale des cellules de I'EPR
et la couche interne de collagéne de la membrane de Bruch). Actuellement, il n’est pas

encore exactement déterminé 'impact de ces dépots sur le développement de la maladie.
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I[Is peuvent ainsi étre, soit une conséquence du dysfonctionnement des cellules, soit
participer a la pathogénese de la DMLA en contribuant a la formation des drusen (Nivison-
Smith et al., 2014; Sarks, 1976). En effet, il a été montré que 'accumulation de EFEMP1
(EGF Containing Fibulin Like Extracellular Matrix Protein 1), une protéine de la matrice
extracellulaire de la famille des fibulines, aboutit a une matrice extracellulaire anormale
associée a une hyperactivation du systeme du complément impliqué dans 'hypothese
inflammatoire de la DMLA (Fernandez-Godino et al., 2015). L’altération de la matrice
extracellulaire pourrait donc étre a 'origine de la production de dépots, aboutissant au

dysfonctionnement des cellules de 'EPR. Ceci contribuerait au développement de la DMLA

(Glenn et al., 2012).

Deuxiemement, comme il I'a été mentionné dans le paragraphe intitulé « Autres
facteurs génétiques », certains facteurs de risques génétiques associés au développement
de la DMLA sont impliqués dans le remodelage matriciel telle que HTRA1 (high-

temperature requirement A serine peptidase 1) ou la fibulin5.

Actuellement il n’existe pas de traitement curatif pour la DMLA. Les patients atteints
par la forme atrophique de la maladie sont recus en consultation afin d’évaluer I’évolution
de la dégénérescence mais aucune intervention n’est possible, en dehors de la rééducation
visuelle a des stades avancés de la maladie.

La connaissance des facteurs de risque environnementaux constitue actuellement un enjeu
majeur en terme de prévention de la DMLA (Leveziel et al.,, 2009). En effet, modifier ces
facteurs est actuellement la seule approche possible pour diminuer les risques de
développer cette maladie (Ho et al.,, 2011). Ainsi, pour les personnes atteintes de formes
précoces de la DMLA, I'arrét du tabac est préconisé, réduisant le risque de progression de
la maladie vers le stade tardif (Noble and Chaudhary, 2010). De plus, une modification du
régime alimentaire, avec une présence importante de fruits et de légumes, aurait un effet
protecteur contre la DMLA (Tan et al, 2008). Depuis la mise en évidence de l'effet
bénéfique des compléments alimentaires dans la DMLA (Carneiro and Andrade, 2017),

I’AREDS recommande de prescrire, pour les personnes de 55 ans et plus, ainsi que pour
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celles ayant un risque de développer une DMLA, une supplémentation alimentaire en

vitamines et en zinc (Smailhodzic et al., 2014).

Afin de pourvoir mettre en place de nouvelles thérapeutiques, une meilleure
compréhension des mécanismes sous-jacents de la DMLA est nécessaire. L’amélioration du
diagnostic, avec le développement de techniques d’imagerie, est essentielle pour prévenir
au plus tot la perte d’acuité visuelle (Nivison-Smith et al,, 2014). Un examen oculaire
régulier chez la personne agée et donc essentiel pour une meilleure prise en charge de la
maladie. Ainsi pour un patient de plus de 55 ans sans facteur de risque, un examen tous les

deux ans est recommandé (Kolar, 2013).

V.1 - Les compléments alimentaires

Aujourd’hui, les compléments alimentaires sont le seul traitement disponible pour
diminuer le risque de développer une DMLA ou ralentir sa progression. L'implication de
plusieurs facteurs a été confirmée par différentes études cliniques: les antioxydants
(vitamines C, E et B-carotene principalement), le zinc, les caroténe (lutéine et zeaxanthine)
et les acides gras oméga 3 (Carneiro and Andrade, 2017).

L’étude AREDS, effectuée sur 4757 patients agés de 55 a 80 ans, a analysé I'impact
de différentes combinaisons antioxydantes sur la progression de la DMLA sur une période
de 5 ans. Ainsi, les patients ont recu quotidiennement une dose de 500 mg de vitamine C,
400 Ul de vitamine E, 15 mg de B-carotene et 80 mg de zinc (Tan et al., 2008). Il est
intéressant de noter que ces doses sont supérieures aux doses quotidiennes
recommandées (McCusker et al., 2016). Dans cette étude, il ont montré une diminution de
la progression de la DMLA lors d'une supplémentation alimentaire en zinc seul ou avec des
antioxydants (vitamines C et E, 8 carotene) de 17% et 21% respectivement (AREDS 1
report n°8, 2001).

L’effet bénéfique de ce traitement nutritionnel a été conforté par une autre étude clinique,
la Rotterdam study, avec cette fois-ci une diminution de 'incidence de la DMLA de 35%

lors de la prise de ces compléments alimentaires (Ho etal.,, 2011).

Afin d’améliorer les effets positifs de cette supplémentation, une seconde étude

(AREDS 2, 2013) durant laquelle les participants ont augmenté leur consommation en
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caroténoides (via la lutéine et le zeaxanthine) et en oméga-3 (acide ocosahexaenoique et
eicosapentaenoique) en plus de la combinaison d’antioxydants et de zinc a été réalisée.
Cette association n’a pas permis d’obtenir un impact bénéfique plus important sur la
diminution de la progression ou l'acuité visuelle. Cependant, le 8 carotene a été montré
comme augmentant le risque de développer un cancer du poumon chez les ex-fumeurs. De
plus, le B caroténe est associé a un risque important de développer une DMLA exsudative
(Tan et al., 2008). L’utilisation de la lutéine et la zeaxanthine, capable d’absorber la
lumiere bleue et de bloquer les ERO (Tan et al., 2008), est jugée plus appropriée dans la
prévention/traitement de la DMLA. Ces deux composés ne sont pas synthétisés de fagon
endogene, ils sont retrouvés dans les fruits et légumes et donc apportés uniquement par
I'alimentation (Carneiro and Andrade, 2017).

Pour la forme exsudative, plusieurs thérapies sont aussi basées sur la prise de
compléments alimentaires visant a réguler la néovascularisation (Bowes Rickman et al,,
2013). La prise de compléments alimentaires a donc un impact bénéfique sur le
développement de la DMLA. Il a aussi été observé que la supplémentation alimentaire en
vitamines pour un patient atteint d'une DMLA atrophique réduit le risque de conversion
vers une forme exsudative de 25% (Kolar, 2013). Depuis la publication de ces résultats, de
nombreux médecins suggerent a leurs patients de prendre chaque jour des compléments

alimentaires visant a renforcer leurs barrieres antioxydantes (AREDS 1 report n°8, 2001).

Les facteurs génétiques semblent jouer un réle important dans la réponse a certains
compléments alimentaires (Leveziel et al.,, 2009). En effet, il a été montré qu'’il existe des
interactions possibles entre ces supplémentations vitaminiques et antioxydantes et des
variants a risque. Ces interactions sont illustrées, par exemple, par une atténuation de
'effet bénéfique du traitement. Ainsi, apres une thérapie de 12 ans, la maladie a progressé
de 36% chez les patients avec le polymorphisme normal de CFH contre 57% pour ceux
ayant le polymorphisme a risque. De plus, seulement 11% des personnes a risque pour
CFH Y402H répondent de fagon bénéfique au traitement au zinc contre 68% des patients
au variant classique (Awh et al.,, 2013). Il semble méme que la thérapie a base de zinc
accelere la progression de maladie chez les personnes a risque pour CFH (P=0,0111).

Au point de vue cellulaire, une prise quotidienne de zinc semble avoir un impact sur le
meétabolisme du systeme de complément chez les patients DMLA (Smailhodzic et al,

2014). En effet, le zinc interagit avec CFH jouant ainsi sur l'activation du systéme du
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complément. Dans le cas du variant Y402H, I'interaction de CFH avec les sites d’activation
est diminuée ; ce processus semble exacerbé par la supplémentation en zinc (Awh et al,
2013).

Des résultats similaires ont été décrits pour le polymorphisme de ARMS2. Ainsi, la
thérapie avec des antioxydants est associée avec une progression de la maladie sur 12 ans
de 37% pour les patients avec un polymorphisme normal, 61,2% pour ceux ayant un allele
a risque et 76,6% pour ceux avec deux alleles a risque (Awh et al., 2013). La prise orale
d’antioxydants serait responsable de dommages rétiniens via un mécanisme non compris
mais dépendant de la fonction de ARMS2 (Awh et al., 2013). Ainsi, il convient de prescrire
dans leur cas un mélange constitué uniquement d’antioxydants. La découverte des
variants impliqués dans la DMLA nous permettrait donc aujourd’hui de classifier les

patients suivant génotype et d’optimiser la prescription des compléments alimentaires.

V.2 - Réhabilitation de la basse vision

La réhabilitation de la basse vision dans la DMLA est proposée aux patients lorsque
toutes possibilités thérapeutiques sont épuisées et que la malvoyance est avérée. Cette
spécialité de médecine ophtalmique de réadaptation vise a restaurer la qualité de vie
quotidienne et I'indépendance de personnes malvoyantes. En effet, les patients atteints de
la DMLA vont avoir des difficultés a reconnaitre des visages ou lire et ne peuvent plus
conduire (Kolar, 2013; Slakter and Stur, 2005). Cette réduction de la qualité de vie est
souvent associée a un état dépressif chez ces patients (Rovner et al, 2002). La
réhabilitation de la basse vision a pour but I'utilisation du résidu visuel afin de faciliter les

activités journalieres (Soubrane et al., 2007).

Dans le cas de la DMLA, 'atteinte maculaire altere la perception des détails. Ainsi
les aides visuelles sont basées sur les principes de grossissement (lunettes de Galilée ou de
Kepler, loupes, agrandisseur électronique....) ainsi que l'utilisation du contraste (filtre,
prismes...) ou 'amélioration de la qualité d’éclairage (Soubrane et al., 2007). Ceci peut étre
accompagné par des systemes améliorés pour la vie quotidienne telle que l'utilisation de

téléphones a grosses touches.
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Si la vision est stabilisée, une rééducation orthoptique peut étre mise en place afin
que le patient s’habitue a la présence du scotome central. Ainsi, par stimulation des points
préférentiels de fixation, cette rééducation va permettre une amélioration des gestes de la
vie quotidienne. En effet, pour obtenir 'acuité visuelle maximale, I'image se place sur la
macula pour étre ensuite intégrée par le cortex visuel. Dans le cas de la DMLA, malgré
'atteinte maculaire, le systeme visuel des patients continue a utiliser cette région. Par la
rééducation, le patient va réussir a trouver et a utiliser de facon constante d’autres zones
de fixation situées en dehors de ce scotome central (Cohen, 2000).

Pour que ce type de rééducation fonctionne, la motivation et la coopération du patient est

indispensable.

V.3 - Traitements chirurgicaux

La majorité des traitements chirurgicaux (laser, photothérapie dynamique,
thermothérapie, radiothérapie) sont destinées a traiter la DMLA exsudative. Ils sont basés
sur la technique d’angiographie qui permet de préciser le type de néovaisseaux présent
ainsi que leurs localisations. Ces traitements peuvent étre efficaces et réduire la
progression de la maladie, uniquement si celle-ci a été décelée a un stade précoce.
Aujourd’hui la majorité de ces traitements ont été remplacées par les injections
intravitréennes d’anti-VEGF (Smailhodzic et al,, 2014), bien plus performantes que les

opérations chirurgicales.

Pour la forme atrophique, un essai clinique visant a ralentir la maladie a été réalisé
via un laser de faible intensité de 1999 a 2006. Cependant, les résultats de cette étude ont
montré que ce traitement était inefficace. Aujourd’hui il n'y a aucun traitement pour la
DMLA atrophique. En effet, il est aujourd’hui impossible de réparer les cellules de 'EPR et
les photorécepteurs endommagées dans cette maladie (Bowes Rickman et al.,, 2013). La
recherche médicale et scientifique a donc pour objectif aujourd’hui de trouver de
nouveaux traitements pour ralentir la progression constante des formes atrophiques

et/ou pour reconstruire la rétine disparue ou détruite.
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V.4 - Transplantation et médecine régénérative

Nota bene: Dans le chapitre IV, une partie est consacrée aux cellules souches

embryonnaires et pluripotentes induites, a leurs productions et leurs utilisations.

Depuis la découverte des cellules souches, de nombreuses études ont été réalisées
afin d’utiliser le potentiel de ces cellules dans le traitement de la DMLA. L’objectif de cette
thérapie cellulaire serait d’obtenir in vitro des cellules de 'EPR et de les transplanter afin

qu’elles remplacent les cellules déficientes chez les patients atteints de la DMLA.

Le premier essai clinique utilisant des cellules de 'EPR dérivées de cellules souches
embryonnaires (CSE) a été réalisé en 2011 (Schwartz et al., 2012). Deux patients, un
atteint de la maladie de Stargardt (une dystrophie rétinienne) et un de la forme atrophique
de la DMLA, ont recu une implantation d’environ 50 000 cellules de 'EPR dans un ceil.
Quatre mois apres transplantation, une amélioration de leur vision a été observée.

Ces premiers résultats ont été confortés par un second essai clinique, incluant cette fois-ci
9 patients atteints de la DMLA atrophique, ou une amélioration de la vision a été décrite 22
mois apres transplantation (Schwartz et al.,, 2015). Une amélioration de la vision a aussi
été observée, lors du premier essai clinique asiatique utilisant ces cellules au niveau de
trois patients, 12 mois apres transplantation (Song et al., 2015).

Aucun effet néfaste de la transplantation de ces cellules n’a été rapporté jusqu’a

aujourd’hui (Tang et al., 2017).

Actuellement, il n’y a eu qu’un seul essai de thérapie cellulaire utilisant des cellules
souches pluripotentes induites (CSPi) pour le traitement de la DMLA. Il a été réalisé au
Japon par le Professeur Masayo Takahashi en 2014 via la transplantation autologue de
cellules de 'EPR dérivées de cellules de peau chez une patiente atteinte de DMLA
exsudative (Mandai et al., 2017). Au départ, deux patients avaient été intégrés a cette
étude. Cependant, apres analyse génétique, 3 délétions ont été détectées au niveau des
CSPi dérivées du patient numéro 2. Malgré le succes de ces lignées au test de formation de
tumeur, I'équipe du Professeur Takahashi a décidé de ne pas transplanter ces cellules a
cause des possibles effets négatifs de ces délétions. Cet essai clinique a été suspendu en

mars 2015 suite a la promulgation en Novembre 2014 de la loi japonaise sur la médecine
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régénérative qui exige que les études cliniques ne soient réalisées qu’au sein d’une
institution hospitaliere, et non de recherche.

Un an apres la transplantation, I'acuité visuelle de I'ceil ayant regu les cellules de I'EPR
dérivées de CSPi ne s’est pas améliorée et n’a pas empiré non plus. La patiente signale une
vision plus «lumineuse », certainement causée par le retrait de la membrane néo-
vasculaire durant l'opération chirurgicale. Les analyses de tomographie par cohérence
optique ont mis en évidence qu’un an apres la transplantation, les cellules de I'EPR-CSPi
sont toujours présentes et intégrées. Cependant, I'impact sur la survie et la fonctionnalité
des photorécepteurs n’a pas encore été évalué.

Le 28 Mars 2017, un homme de 60 ans atteint de forme exsudative de la DMLA a été
transplanté par le Professeur Takahashi, pour la premiere fois au monde, avec des cellules

de 'EPR-CSPi dérivées d'une tierce personne.
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Chapitre IV - Modélisation de la DMLA
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La DMLA ne posseédent aujourd’hui aucun modele, cellulaire ou animal,

représentant I’ensemble du spectre de la maladie.

A T'exception des primates non humains, les animaux utilisés comme modele en
laboratoire ne possedent pas de macula (Chader, 2002). De ce fait, les modeles animaux
de la DMLA sont des modeles génétiques ou basés sur les similitudes pathologiques
retrouvées avec d’autres pathologies oculaires telles que la maladie de Stargardt (Pascale
etal, 2014).

Quelques exemples de modeles animaux génétiques seront détaillés dans cette section.

. Le rat RCS: c’'est un modele génétique de dégénérescence rétinienne
(Strauss et al., 1998). Ces animaux possédent une mutation au niveau du gene Mertk
(Adachi et al.,, 2016), un répéteur tyrosine kinase impliqué dans la forme autosomique
récessive de la rétinite pigmentaire (maladie génétique dégénérative de I'ceil). L'altération
de ce gene va induire un dysfonctionnement de la phagocytose par les cellules de 'EPR et
aboutir a la mort des photorécepteurs (D’Cruz et al, 2000). Dans ce modele, la
dégénérescence commence des 12 jours apres la naissance et est totale au bout de 77 jours
environ (Pardue et al,, 2005). Des 20 jours post-natal peuvent étre observés chez les rats

RCS des dépdts résultant d’'une phagocytose insuffisante des SEP (Vollrath et al., 2001).

. La souris CCI2- (chemokine ligand 2) : ce modéle murin a été développé par
I’équipe d’Ambatti afin de modéliser la DMLA (Ambati et al, 2003). Ces animaux
transgéniques sont déficients pour Ccl2, une cytokine, ce qui induit une anomalie dans le
recrutement des macrophages au niveau des cellules de 'EPR et de la membrane de Bruch
(Grossniklaus et al., 2010). Les souris CCI2-/- développent les principales caractéristiques
de la maladie d’'un point de vue morphologique, ultra-structural et fonctionnel. Ainsi, a
neuf mois, ces souris mutantes présentent une accumulation de lipofuscine et la présence
de drusen, une atrophie des photorécepteurs et une néovascularisation choroidienne

(Ambati et al., 2003).
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. La souris ApoE (apolipoprotéine E) : c’est un modele de la DMLA basée sur
I'implication du cholestérol dans le développement de la DMLA. Ainsi, les souris
déficientes pour cette protéine vont avoir un niveau de cholestérol élevé comparé aux
souris normales (Dithmar et al, 2000). Dans ce modele animal, dés 2 mois, cette
hypercholestérolémie est associée a des lésions similaires a celles retrouvées dans la

DMLA telle que des dépots au niveau de la membrane de Bruch (Grossniklaus et al., 2010).

. La souris ABCA4 (ATP binding cassette subfamily A member 4): c’est un
modele murin de la maladie de Stargardt (Pascale et al, 2014). Cette protéine est
responsable du transport des dérivés de la vitamine A dans la rétine. Une mutation dans le
geéne ABCA4 peut étre responsable aussi du développement d'une rétinite pigmentaire ou
d’une dystrophie rétinienne (Charbel Issa et al.,, 2013). Ces animaux présentent des signes
électrophysiologiques de dégénérescence rétinienne des 18 mois ainsi qu’'une

accumulation de lipofuscine.

II.1 - Les cellules de 'EPR

A. Implication des cellules de 'EPR dans la DMLA

De nombreuses études considerent qu’'un dysfonctionnement des cellules de 'EPR
est a la base du développement de la DMLA (Rabin et al,, 2013 ; Radu et al., 2014 ; Wang et
al.,, 2016).

Le stress oxydatif a un role essentiel dans le développement de la DMLA, comme
dans celui de nombreuses maladies dégénératives (Balaban et al., 2005). Or, la rétine et
particulierement les cellules de I'EPR sont une source importante de stress oxydatif de par
leur forte exposition a la lumiere et leur métabolisme hautement énergétique (Bowes
Rickman et al., 2013). En effet, I'épithélium pigmentaire a comme fonction, entre autre, la
phagocytose des SEP, phénomeéne producteur d’ERO (Chen et al, 2016). De plus, les
cellules de I'EPR, de par leurs fonctions variées, ont besoin de beaucoup d’énergies

produites sous forme d’ATP via la phosphorylation oxydante dans les mitochondries. Pour
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répondre a cette forte demande en ATP, un nombre important de mitochondries est
retrouvé dans les cellules de 'EPR. Or, la majorité des ERO cellulaires (environ 90%) ont
pour origine cet organite (Balaban et al., 2005) et de plus en plus d’études soutiennent le
role prépondérant du métabolisme mitochondrial dans le vieillissement (Balaban et al,,
2005 ; Terluk et al,, 2015). Les cellules de 'EPR semblent donc prédisposées a une forte
production d’ERO et de stress oxydatif, confirmant I'hypothese de leur place centrale dans
la pathogénese de la DMLA (Balaban et al,, 2005; Chen et al,, 2016; Garcia et al., 2015;
Golestaneh et al., 2017).

Une des caractéristiques de la DMLA est la formation de drusen (Mullins et al., 2000).
Or, 'analyse par micrographie électronique des cellules de I'EPR a mis en évidence que ces
cellules pouvaient exclure des composés via leur membrane basale sur le dessus ou
directement sur les drusen. (Rabin et al., 2013). De plus, il a été montré in vitro que les
cellules humaines fceetales de 'EPR sécretent des dépots riches en ApoE (Johnson et al,
2011), constituants importants des drusen, et que I'expression de ce gene est surexprimée
au niveau de cellules de I'EPR de patients atteints de la DMLA (Golestaneh et al., 2017).
L’ensemble de ces études suggere que les drusen sont, au moins en partie, un produit des
cellules de I'EPR.
Ces drusen sont responsables, en association avec le dysfonctionnement des cellules de
I'EPR et des photorécepteurs, de la mise en place d’'une réaction inflammatoire dans la
rétine (Calippe et al,, 2014). Ce phénomeéne est régulé par la sécrétion via les cellules de
I'EPR, de différents facteurs en réponse a des réactions immunitaires. En effet, I'épithélium
pigmentaire est responsable de libération de diverses cytokines comme IL-1 et de
I'expression du complexe d’attaque membranaire au niveau de la rétine (Nita et al., 2014;
Parmeggiani et al, 2012; Planck et al, 1993). IL-1 a d’ailleurs été proposé comme
marqueur potentiel de la progression de I'inflammation dans I'ceil (Nagineni et al., 1994).
Les cellules de 'EPR ont donc un réle important dans le systeme immunitaire de la rétine.
Certaines hypotheses suggerent un rodle central de l'inflammation chronique dans le
développement de la DMLA (Parmeggiani et al., 2012). Cette inflammation pourrait étre
associée a une hypoxie locale et a une dérégulation de la sécrétion de facteurs de

croissance de la part des cellules de 'EPR (Strauss, 2005).
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D’autres accumulations sont retrouvées dans les cellules de 'EPR, tels que les bis-
rétinoides fluorescents qui sont caractéristiques de la maladie de Stargardt, une
dystrophie héréditaire de la macula (Lenis et al.,, 2017). II a été montré un possible lien
dans 1’étiologie de la DMLA et la maladie de Stargardt. En effet, dans les deux cas, la
dégénérescence de photorécepteurs maculaires a pour hypothese la perte cruciale des
cellules de 'EPR (Radu et al., 2014).

On retrouve aussi la lipofuscine, un pigment cellulaire qui s’accumule au cours du
vieillissement dans de nombreuses cellules de I'organisme (Hohn and Grune, 2013). Au
niveau des cellules de I'EPR, la lipofuscine s’accumule au cours du temps suite a une
dégradation incomplete des SEP suivie d’'une peroxydation lipidique (Krohne et al,
2010b). Ce phénomene est donc a la base de la production de radicaux libres et de stress
oxydatif (Kurz et al., 2007). Par ailleurs, il a été montré qu’'une perturbation d’'une ou de
plusieurs étapes de la phagocytose des SEP par les cellules de 'EPR peut étre a la base de

nombreuses rétinopathies (Kevany and Palczewski, 2010).

B. Obtention des cellules de 'EPR

B.1 - Cellules de I'EPR d’origine native

Les cellules de 'EPR d’origine native sont prélevées soit au niveau de foetus, soit

au niveau de sujet adulte post mortem.

Apres énucléation, les cellules de I'EPR sont mécaniquement séparées de la
choroide et mises en culture dans un milieu spécifique. Cette technique a d’abord été
développé dans le laboratoire du Dr. Dean Bok (Hu and Bok, 2001), puis modifiée par le
Dr. Sheldon Miller (Maminishkis et al., 2006).

Ces cellules de 'EPR normalement post-mitotiques, sont capables in vitro, de réactiver la
prolifération cellulaire par l'ajout de facteurs de croissance dans le milieu de culture
(Bertolotti et al., 2014). Ainsi, elles peuvent se multiplier pour reformer un épithélium
monocellulaire. Lorsque qu’elles arrivent a confluence, les cellules de 'EPR initient une re-
différenciation, appelée aussi re-morphogenese, permettant d’établir a nouveau des
jonctions serrées entre elles et de réexprimer les différents genes spécifiques de ces

cellules telles que la Bestrophine-1 ou RPE65 (Adijanto and Philp, 2014). Plusieurs
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semaines en culture sont donc nécessaires pour que I'épithélium soit mature (Bertolotti et
al,, 2014).

Ces cellules primaires montrent alors une morphologie caractéristique des cellules de
I’EPR d’origine native avec une organisation épithéliale, une pigmentation importante, des
jonctions serrées, et des microvili au niveau apical. De plus, elles expriment les ARNm ainsi
que les protéines essentielles a la fonctionnalité de ces cellules (Adijanto and Philp, 2014).
Par ailleurs, elles sont aussi polarisées et conservent une sécrétion basale de VEGF et

apicale de PEDF (Maminishkis et al., 2006).

Derniérement, de nouvelles études utilisent in vitro des cellules de 'EPR obtenues a
partir de cellules multipotentes retrouvées de facon rare au niveau de la rétine adulte : les
cellules souches de I'EPR (SC-EPR) (Saini et al., 2017; Salero et al., 2012). Lors du
développement oculaire, I'invagination des vésicules optiques va aboutir, entre autres, a la
formation de la couche des cellules de I'EPR qui deviennent rapidement post-mitotiques.
Cependant, Salero et al, ont identifié chez I'adulte une sous-population de cellules de
I'EPR, capable de retrouver un caractére multipotent et de produire des progéniteurs de
cellules de 'EPR neurales et adipo-mésenchymales: les CS-EPR. En effet, suivant des
conditions de culture particulieres, des cellules de I'EPR post-mortem peuvent se
redifférencier en cellules souches neurales et sont capables de prolifération et de
différenciation. Les cellules de 'EPR obtenues a partir des CS-EPR sont stables, polarisées

et ont une morphologie caractéristique organisée en « nid d’abeilles » (Saini et al., 2017).

B.2 - Cellules de I'EPR obtenues d partir de cellules souches

Depuis la derniere décennie, de nombreux protocoles ont été établis dans le but
d’obtenir des cellules de 'EPR fonctionnelles in vitro a partir de cellules souches (Parvini
et al., 2014). Ces protocoles sont basés sur la différenciation spontanée, la différenciation
par co-culture ou la différenciation par I'ajout de facteurs extrinseques (Figure 29).

Dans cette partie, nous développerons quelques exemples.
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Figure 29 : Schématisation des principales stratégies utilisées pour différencier des cellules souches en cellules
de I'EPR in vitro.

D’aprés Pavini, 2014.

Quelque soit le protocole utilisé, les cellules de 'EPR obtenues a partir de cellules

souches possedent une morphologie typique et une organisation cellulaire en monocouche

semblable a celle des cellules de I'EPR d’origine native (Figure 30).

7 ] : 5 2% | ey _.'7 .

Figure 30 : Morphologie des cellules de 'EPR dérivées de cellules CSPi et provenant d'un bioposie.
D’aprés San Giovanni, 2008.
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* Différenciation spontanée : Les cellules de I'EPR peuvent étre obtenues par
différenciation spontanée, c’est-a-dire sans induction du destin cellulaire par des facteurs
extrinseques (Klimanskaya et al.,, 2004).

Le constituant principal du milieu de culture des cellules souches est le FGF2 (aussi connu
sous le nom de basic FGF). Le FGF2 est indispensable au maintien de I'auto-
renouvellement (Reichman et al., 2014). Pour obtenir des cellules de I'EPR in vitro par
protocole de différenciation spontanée, il suffit de retirer le FGF2 du milieu de culture
(Buchholz et al., 2009). Les premiers signes de pigmentation apparaissent au alentour des
jours 20 a 35 sous la forme de petits spots (environ 1% des cellules totales). Apres une
soixantaine de jours, ces clusters de cellules pigmentées ont proliféré et sont
mécaniquement isolés et transférés afin d’obtenir une population homogene de cellules de
I'EPR. Vers le jour 115, I'épithélium pigmentaire ainsi obtenu possede les mémes
caractéristiques morphologiques et fonctionnelles que les cellules de I'EPR

feetales (Buchholz et al., 2009; Parvini et al., 2014).

* Différenciation par co-culture (Wang et al., 2010) : Des CSE de singe ont été
différenciées en cellules de I'EPR par mise en co-culture avec des cellules
meésenchymateuses de la moelle osseuse : les Pa6. La pigmentation est apparue des la
troisieme semaine (8% d’efficacité) et les cellules de I'EPR obtenues sont semblables a

celle d’origine feetale (Haruta et al., 2004).

* Différenciation par l'ajout de facteurs : Afin de permettre 'apparition de la
pigmentation plus tot, des 4 jours, on peut induire la différenciation spontanée par ajout
dans du milieu pro-neural N2 (Reichman, 2014). Dans ce cas, les cellules de I'EPR sont
obtenues en 21 jours. D’autres protocoles, impliquant plusieurs facteurs (Noggin, Dkk1,
IGF1, SU5042 et I'Activin A entre autre) permettent d’obtenir des cellules de I'EPR en

seulement 14 jours de différenciation (Buchholz et al., 2013).

I1.3 - Les cellules ARPE-19

Les cellules ARPE-19 sont une lignée cellulaire humaine de cellules de I'EPR établie
en 1986 par Amy Aotaki-Keen a partir d’'une culture primaire provenant d’'un donneur

masculin de 19 ans. Suivant Dunn et al., ces cellules possédent les mémes caractéristiques
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morphologiques que les cellules de 'EPR : des limites bien définies, une forme cubique et
une légere pigmentation . De plus, elles expriment les marqueurs caractéristiques CRALBP
et RPE65 et forment un épithélium en monocouche dont les cellules sont unies par

jonctions serrées caractérisées par Z0O-1.

Diverses études ont confirmé que ces cellules sont similaires a 1'épithélium
pigmentaire rétinien d’'un point de vue fonctionnel. Par microscopie confocale et marquage
immunocytochimique, il a été montré que les cellules ARPE-19 sont des cellules polarisées
dont la distribution de marqueurs de surface cellulaire est identique a celle des cellules de
I’EPR. Elle sont par ailleurs capables de phagocytose (Finnemann et al., 1997) ainsi que de
sécréter des facteurs tels que FGF5 ou IL-6 de fagon basolatérale (Dunn et al, 1998 ;

Holtkamp et al.,, 1998).

Aujourd’hui, ces cellules sont couramment utilisées in vitro pour I’étude des maladies
oculaires (Chen et al,, 2009; Chong et al., 2017; Garcia et al., 2015; Krohne et al,, 2010a).
Les cellules ARPE-19 proliféerent rapidement et permettent donc un acces facile et peu
coliteux aux cellules de I'EPR.

Malgré ces avantages, il a été mis en évidence que les cellules ARPE-19 ne semblent pas
étre un modele idéal d’épithélium pigmentaire in vitro. Dans un premier temps,
contrairement a ce qu’a démontré Dunn et al. en 1996, plusieurs études montrent que les
cellules ARPE-19 ne possedent pas une morphologie similaire aux cellules de I'EPR
(Samuel et al, 2017), avec des cellules plus allongées ressemblant d’avantage a des
fibroblastes, avec peu voire pas de pigmentation (Ablonczy et al., 2011). De ce fait, les
cellules ARPE-19 serait plutdt représentatives d’'une forme immature de cellule de I'EPR
(Garcia et al., 2015). Malgré la formation d’un épithélium polarisé (Kamao et al., 2014), les
cellules ARPE-19 ont un développement des jonctions serrées limité aboutissant a une
résistance transmembranaire faible comparée aux cellules de 'EPR (Ablonczy et al., 2011).
De plus, les cellules ARPE-19 auraient un profil d’expression génétique similaire aux
cellules de I'EPR mais avec un niveau d’expression différent pour certains genes tels que
RPE65. Ainsi, Cai et al,, ont mis en évidence des différences d’expression génétique au
niveau de 35 genes chez les cellules ARPE9-19 comparé aux cellules de I'EPR adultes (Cai

and Del Priore, 2006).
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Ces différences peuvent étre expliquées par les conditions de culture qui affectent
le phénotype de ces cellules (Jr et al.,, 2006; Luo et al., 2006; Samuel et al., 2017). Ainsi, des
conditions de culture a long terme (4 mois) et a faible concentration de sérum (sérum de
veau feetal ou SVF, 1%) permettraient d’obtenir des cellules ARPE-19 dont le phénotype

morphologique et fonctionnel se rapproche de celui des cellules de 'EPR humaine.

I.1 - Définitions

Les cellules souches sont caractérisées par deux propriétés : 'auto-renouvellement
et la différenciation cellulaire. En effet, ces cellules sont capables d’entretenir un pool infini
de cellules souches et aussi de générer différents types de cellules spécialisées par
différenciation cellulaire (Takahashi et al., 2007).

Les cellules souches se distinguent en fonction de leur potentiel de différenciation en
quatre catégories :

- Au stade précoce de la morula, les cellules souches sont dites « totipotentes » : elles
peuvent se différencier en tous types de cellules embryonnaires et extra-
embryonnaires ; et ainsi méme recréer un organisme entier.

- Au stade blastocyste, les cellules deviennent « pluripotentes » : elles sont capables
de donner les différentes cellules des feuillets embryonnaires: l'ectoderme,
I'endoderme et le mésoderme.

- Plus tard dans le développement, les cellules souches sont dites
« multipotentes » ou « unipotentes » : elles vont se différencier de fagon tissu-
spécifique (exemple: cellules cérébrales, cellules épidermiques...) suivant les 3
feuillets embryonnaires. Elles peuvent alors donner tous les types de cellules
retrouvés dans ce lignage spécifique.

- Une fois les cellules différenciées, elles ont perdu toutes leurs capacités de

différenciation.

Chez I'adulte il existe différents types de cellules souches multipotentes, tels que les
cellules souches mésenchymateuses ou les cellules souches hématopoiétiques, permettant

ainsi la réparation tissulaire et le maintien de ’homéostasie cellulaire.
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[.2 - Historique

La premiere démonstration de I'existence des cellules souches a été réalisée en 1895.
C’'est a cette époque que Hans Dreish, un biologiste et philosophe allemand, a mis en
évidence que des cellules d’oursin isolées au stade 4 cellules étaient pour chacune capable
de reproduire un organisme entier. Ce concept a ensuite été confirmé par Hans Spemann

en 1902 par cette méme expérience a partir d’ceufs d’amphibiens.

Dans les années 1950, la technique du transfert cellulaire de cellule somatique
(SNCT, somatic nuclear cellular transfert), aussi appelée clonage, fut développée. En effet,
en 1952, Briggs et Kings ont transplanté un noyau isolé a partir d'un embryon de
grenouille dans un ovocyte anucléé dans le but de déterminer son potentiel
développemental. Ils ont pu observer que 1'age de 'embryon sur lequel était préleve le
noyau avait un impact sur le succes du clonage. Ainsi, ils ont établi que plus les cellules se
différencient en un type cellulaire, plus elles perdent les informations correspondant aux
autres lignages.

10 ans apres cette découverte, Gurdon démontra griace a des expériences de
transplantations que des cellules adultes amphibiennes différenciées retiennent
I'information génétique nécessaire pour permettre le développement de grenouilles
clonées (Gurdon, 1962).

L’avancée majeure dans ce domaine fiit le clonage du mouton Dolly (Wilmut et al., 1997).
Cette expérience a mis en évidence que des cellules spécialisées pouvait retrouver, par
modifications génétiques, un caractere totipotent et ainsi permettre le développement de
tout un organisme. Cependant la majorité des animaux clonés montrent des phénotypes

anormaux soulignant des défauts épigénétiques dans cette technique de clonage.

L’histoire de la reprogrammation cellulaire prit un nouvel essor apres la découverte
du clonage par l'isolement de cellules souches a partir de tératocarcinome. Cette lignée
immortalisée a été nommée embryonal carcinoma cells ou EC (Kleinsmith and Pierce,
1964). Lorsque ces cellules ont été fusionnées avec des cellules somatiques, il a pu étre
observée une dominance du stade indifférencié dans les cellules hybrides, suggérant des
facteurs solubles induisant ces capacités de différenciation et d’auto-renouvellement

présentes dans les EC.
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Les genes exprimés spécifiquement dans les cellules souches ou ECATSs (ES cell-associated
transcripts) ont été déterminés grace a I'analyse des marqueurs de séquences exprimées
ou EST par le NCBI (National Center for Biological Information). Sur 24 ECATSs isolées et
analysées, un cocktail de 4 genes (OSKM) fut découvert comme suffisant pour la
reprogrammation cellulaire: Oct3/4, Sox2, Klf4 et c-Myc (Takahashi et al, 2007).
Effectivement, les cellules reprogrammeées génétiquement par induction de ces facteurs
possedent les mémes caractéristiques morphologiques et épigénétiques que les CSE, ainsi
que la capacité de pluripotence et de différenciation dans les trois feuillets embryonnaires
(Ng and Choo, 2010). Ces nouvelles cellules ont été dénommées CSPi pour cellules souches

pluripotentes induites.

1.3 - Stratégies de reprogrammation cellulaire

Il existe plusieurs stratégies de reprogrammation cellulaire pour obtenir des

cellules souches pluripotentes : le SNCT, la fusion cellulaire et la génération de CSPi.

A. Le transfert cellulaire de cellule somatique ou SNCT

La technique SCNT, encore appelé « clonage » (Wilmut et al., 1997), est basée sur le
transfert du noyau d'une cellule somatique dans un ovocyte préalablement anucléé (de
Rham and Villard, 2014). Apres stimulation électrique ou chimique, 1'ovocyte va alors
initier le développement d’'un embryon qui possedera les informations génétiques de la
cellule somatique (Patel and Yang, 2010).

Depuis Gurdon en 1962, il a été établi que la reprogrammation cellulaire par
transfert d’informations génétiques est réalisable sur toutes les cellules de mammiferes,
comme par exemple au niveau de cellules de primates non humains (Tachibana et al,,
2013). Cependant, l'efficacité a produire des cellules souches par SCNT est faible. Dans une
étude de 2007, sur 307 ovocytes de primates utilisés, seulement 2 lignées de CSPi ont pu
étre établies (Byrne et al., 2007).

Cette technique a d’autres limites. En effet, lors d’étude chez 'Homme, les embryons
provenant de SCNT n’ont pas pu survivre apres le stade 8 cellules. Cet arrét
développemental aurait été induit par un défaut d’activation transcriptionnelle des genes

du donneur. En effet, lorsque cette technique est réalisée chez la souris, la majorité des

121



genes (<91%) sont exprimés correctement apres 24 heures. Chez 'Homme, la majorité des
transcrits (88%) ne sont pas exprimés correctement 24 heures apres le SNCT (Egli et al,,

2011).

B. La fusion cellulaire

La fusion cellulaire est '’hybridation d'une cellule somatique avec une cellule souche
embryonnaire (CSE). L’hybride résultant possede les mémes caractéristiques que
n'importe quelle cellule souche, mais ne posséde pas un caryotype normal (4N).

Cette technique a montré son efficacité sur des lignées murines (Tada et al, 2001) et
humaines (Yu et al, 2006). Cependant, il n’existe pas aujourd’hui de techniques
permettant de réduire le nombre de chromosome a 2, ce qui restreint considérablement

|'utilisation de ces cellules tétraploides.

C. Génération de CSPi

Les CSPi sont des cellules souches dont la reprogrammation a été induite par des
facteurs de transcription.
Grace aux techniques de SCNT et de fusion cellulaire, il a pu étre mis en évidence que
certains facteurs ont un role prépondérant dans le maintien de la pluripotence des cellules
souches. Il a été supposé que leurs expressions pouvaient aussi jouer un role important
dans les mécanismes de reprogrammation des cellules somatiques en cellules souches
(Takahashi and Yamanaka, 2006). Parmi ces facteurs, ont été décrits Oct3/4 (Niwa et al,,
2000), Sox2 (Avilion et al.,, 2003) et Nanog (Mitsui et al., 2003).
En 2007, une étude a déterminé, a partir d’'une sélection de 24 genes candidats, qu'un
cocktail de 4 genes (Oct3/4, KiIf4, SoxZ2 et c-Myc) est suffisant pour générer des CSPi a partir
de fibroblastes de souris (Takahashi and Yamanaka, 2006). Ce méme cocktail a été dérivé
ensuite pour la reprogrammation de CSPi humaines avec succes (Takahashi et al.,, 2007).
Depuis 2006 et la premiére reprogrammation de fibroblastes murins (Takahashi and
Yamanaka, 2006), de nombreux développements nous permettent aujourd’hui de générer
des CSPi a partir de différentes cellules somatiques telles que des cellules sanguines
(Hubbard et al,, 2014) ou des cellules mésenchymateuse de tissu adipeux (Zapata-Linares

etal,, 2016).
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Aujourd’hui, différentes méthodes de reprogrammation directe existent basées sur
l'utilisation de vecteurs viraux tels que le retrovirus pMXs (Lowry et al., 2008) ou MMLV
(Zapata-Linares, 2016), le virus Sendai (Gerani-Naimi, 2016) ; ou de vecteurs non-viraux
comme les épisomes (Okita, 2011) ou l'utilisation de microARN (He, 2014). Les techniques
de reprogrammation non intégratives, comme les épisomes ou le virus Sendai, sont

favorisées dans le but de pouvoir utiliser ces CSPi en médecine régénérative.

1.4 - Cellules Souches Embryonnaires versus Cellules Souches

Pluripotentes induites

Les CSPi possedent de nombreuses caractéristiques communes avec les CSE
(Tableau IV) que ce soit au point de vue morphologique ou fonctionnel (Takahashi et al,,
2007 ; Park et al,, 2008 ; Aasen et al,, 2008 ; He et al,, 2014 ; Zapata-Linares et al., 2016).

En effet, les CSPi et les CSE ont le méme phénotype morphologique avec un ratio
noyau/cytoplasme élevé et une phosphatase alcaline active. Elles présentent aussi la
méme expression de marqueurs protéiques de surface ainsi que la capacité a former des
tératomes in vitro (Yu et al., 2007 ; Takahashi et al., 2007 ; Park et al., 2008 ; Aasen et al,,
2008 ; He etal, 2014 ; Zapata-Linares et al., 2016).
Par ailleurs, les CSE et les CSPi expriment des profils génétiques semblables, mais non
identiques (Narsinh et al., 2011). En effet, sur 32 266 genes testés, 1267 montrent des
niveaux d’expressions différents entre les CSPi et les CSE (Takahashi et al.,, 2007), une
petite quantité de ces genes étant attribuables a la mémoire épigénétique de la cellule
somatique d’origine (Yu etal., 2007).
Comme pour les CSE, la culture prolongée des CSPi in vitro va aboutir a des modifications
caryotypiques, spécifiquement au niveau des chromosomes 17 et 20 (Aasen et al., 2008).
Les deux caractéristiques essentielles des CSE sont les capacités d’auto-
renouvellement et de différenciation (Yu et al,, 2007 ; Takahashi et al., 2007 ; Park et al,,
2008 ; Aasen etal,, 2008 ; He et al,, 2014 ; Zapata-Linares et al., 2016).
Les CSPi ont montré une prolifération robuste jusqu’a au moins 17 semaines post-
reprogrammation et une capacité de différenciation en de multiples destins cellulaires (Yu

et al, 2007). L’activité de la télomérase des CSE indique que le temps de dédoublement de
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ces cellules se situe aux alentours des 48 heures (Cowan et al,, 2004) ; les mémes valeurs
ont été retrouvées chez les CSPi (Takahashi et al., 2007).

De plus, de la méme fagon que les CSE ; les CSPi in vitro sont capables de donner toutes les
différentes lignées cellulaires qui constituent les 3 feuillets embryonnaires. (Lowry et al,,

2008).

Ces caractéristiques communes entre CSPi et CSE ont été retrouvées au niveau de
cellules provenant de personnes saines ainsi que celles provenant de patients atteints de
divers pathologies comme la maladie de Gaucher, la dystrophie de Duchenne et la maladie

de Huntington (Park et al., 2008).

Les CSPi possedent toutes les caractéristiques primordiales des CSE, permettant leur
utilisation en recherche scientifique et médicale (Amabile and Meissner, 2009). Les CSPi
sont de plus en plus utilisées en remplacement des CSE, ce qui est un atout considérable au
point de vue éthique (Narsinh et al, 2011 ; Csobonyeiova et al., 2015) puisqu’elles ne

nécessitent pas la destruction d’embryons.
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Tableau IV :
les CSPi

Principaux marqueurs protéiques et géniques utilisées dans la littérature pour comparer les CSE et

SSEA-3

Takahashi, 2007(Takahashi et al.,, 2007)1/ Park, 2008(Park et al,,
2008)21 / Aasen, 2008(Aasen et al., 2008)22
Yu, 2007(Yu et al,, 2007)20 / Marti, 20132¢(Marti et al., 2013)

SSEA-4

Takahashi, 2007(Takahashi et al., 2007)1/ Park, 200820 / Aasen,
200821
Yu, 20071°/ Marti, 201326(Marti et al., 2013)

Tral-60

Takahashi, 2007(Takahashi et al., 2007)1/ Park, 200820 / Aasen,
200821
Yu, 20071%/ Marti, 20132> / He, 201422

Marqueurs protéiques

Tral-81

Takahashi, 2007(Takahashi et al., 2007)1/ Park, 200820 / Aasen,
200821
Yu, 200719/ Marti, 201325 / He, 201422 / Zapata-Linares, 201623

NANOG

Takahashi, 2007(Takahashi et al., 2007)1/ Aasen, 200821/ Marti,
201325 / Zapata-Linares, 201623

0CT4

Park, 2008(Park et al., 2008)21 / Aasen, 200821 / Marti, 201325 /
He, 201422 / Zapata-Linares, 201623

SOX2

Aasen, 200821 / Marti, 201325/ He, 201422 / Zapata-Linares,
201623

Oct4

Takahashi, 2007(Takahashi et al., 2007)1/ Yu, 20071° / Aasen,
200821
Park, 200820 / Okita, 201126 / Zapata-Linares, 201623

Sox2

Park, 200820 / Aasen, 200821/ Okita, 201126 / Zapata-Linares,
201623

Expression des genes

NANOG

Takahashi, 2007(Takahashi et al.,, 2007)1/ Yu, 200719 /Park,
200820 /Aasen, 200821/ Okita, 201126 / Zapata-Linares, 201623

REX1

Takahashi, 2007(Takahashi et al., 2007)1 / Park, 200820 /Aasen,
200821 / Zapata-Linares, 201623
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I.5 - Utilisation des cellules souches pluripotentes induites

De par leur capacité d’auto-renouvellement et de pluripotence, les CSPi sont un outil
important dans la compréhension du développement et de la fonctionnalité du corps
humain, dans la modélisation de maladie, pour le criblage de nouveaux traitements et

pour la thérapie cellulaire (Figure 31) (Yu et al., 2007).

Patient
Thérapie cellulaire /ﬁ
Transplantation :
- -—— !
| * Screening
! | Différenciation thérapeutique

+ .

o - B

Reprogrammation

Cellule hCSPi
somatique

Figure 31 : Application possible des hCSPi en médecine régénérative ou dans le développement de nouvelles
molécules thérapeutiques.
Adaptée d’apreés Tanabé, 2014.

A. La modélisation et le criblage pharmaceutique

Depuis la derniere décennie, les CSPi ont été fréquemment utilisées in vitro pour
modéliser de nombreuses pathologies telles que la drépanocytose (Hanna et al,, 2007), la
maladie de Parkinson (Wernig et al., 2008) ou la sclérose en plaques (Dimos et al., 2008).
Que ce soit dans le cas de maladie génétique ou multifactorielle, la technologie des CSPi
permet d’obtenir en laboratoire une représentation de plus en plus proche de ce qu'il se
passe in situ. Le développement et l'utilisation des CSPi in vitro est donc un outil essentiel
pour la compréhension de la physiopathologie de certaines maladies, ainsi que pour le
criblage rapide de nouvelles molécules pharmaceutiques et donc le développement de

nouveaux traitements.
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B. La médecine régénérative

Les CSPi peuvent aussi avoir comme application la médecine régénérative,
technique visant la supplémentation ou le remplacement de cellules déficientes. En effet,
de nombreuses maladies, causées par la mort ou par le dysfonctionnement de cellules
spécifiques peuvent étre candidates a la thérapie cellulaire basée sur I'utilisation des CSPi
(Csobonyeiova et al., 2015). La technologie des CSPi comporterait plusieurs avantages : la
production de cellules cibles et de fagon illimitée sans destruction d’embryon, a contrario
des CSE, et la limitation du risque de rejet dans le cas de transplantations autologues (de

Rham et Villard, 2014).

Pour réussir une transplantation, trois parametres doivent étre validés : le groupe
sanguin (ABO compatibilité), I'antigene leucocyte humain ou HLA et les antigenes
secondaires. Théoriquement, dans le cas de transplantation autologue a partir de CSPj,
aucun de ces parametres ne peut poser probleme puisque les cellules ont été
reprogrammeées a partir de cellules somatiques du patient lui-méme. Cependant, a cause
de diverses procédures reglementaires et de colits économiques important, la production
de CSPij, de tissus ou méme d’organe pour chaque patient semble difficilement concevable.
Afin de pallier a ce probléeme, il a été suggéré la création d’'une haplobanque de CSPi
constituée de cellules homozygotes pour I'HLA du groupe sanguin universel O, utilisable
donc pour le plus grand nombre de patients (de Rham and Villard, 2014). Ainsi, une étude
anglaise a déja développé trois lignées de CSPi histocompatibles avec environ 1/3 de la
population britannique (Taylor et al., 2011).

Depuis les vingt dernieres années, de nombreuses avancées ont été réalisées en vue
d’utiliser les cellules souches en médecine régénérative. Ainsi, en 2009, a été produit, pour
la premieére fois, un épiderme adulte complet et fonctionnel a partir de CSE (Guenou et al,,
2009). Ce dernier peut étre utilisé pour traiter toutes pathologies de peau, les grands
briilés ou pour soigner les complications de certaines maladies comme le diabete. En 2014,
Philipe Menasché a réalisé la premiere transplantation de cellules cardiaques provenant
de CSE au niveau de patients d’insuffisance cardiaque sévere (Menasché et al,, 2015). Cette
opération a été couplée a un pontage coronarien. Malgré une amélioration de I'état de
santé un an apres la transplantation, il semble difficile d’estimer qu’elle ne soit due qu’a la

seule transplantation des cellules cardiaques d’origine embryonnaire.
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Actuellement, il n’y a eu qu’un seul essai de thérapie cellulaire utilisant des CSPi (Cf

Chapitre I1.V.4 - Transplantation et médecine régénérative).
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OBJECTIFS DE LA THESE
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La DMLA est devenue un probléme majeur en terme de santé publique depuis
plusieurs années et va s’amplifier avec le vieillissement prévu de la population. En effet, il
n’existe pas a I'heure actuelle de traitement curatif pour cette maladie. Malgré I'existence
de thérapies permettant de stabiliser la forme exsudative, aucun remede n’est disponible
pour les personnes atteintes de la forme atrophique. La DMLA aboutit inéluctablement a la
cécité légale ce qui a un impact important sur la qualité de vie des patients, cette maladie
conduisant a la dépendance et a I'handicap.

Outre le développement de nouvelles thérapeutiques, I'objectif des prochaines années en
ophtalmologie est une meilleure prévention de la DMLA. L’amélioration du diagnostic
repose sur la compréhension des mécanismes physiopathologiques aboutissant au
développement de la maladie. Ainsi, il est nécessaire de développer des modeles dans le
but d’étudier la maladie en laboratoire afin de tester de nouvelles hypothéses

physiopathologiques ou de nouvelles molécules potentiellement bénéfiques.

L’objectif de cette these a été le développement d'un modele cellulaire humain

permettant I’analyse de la pathogénie de la DMLA atrophique in vitro.

Ce travail repose sur deux parties :

1) La premiere partie a été I'obtention et la caractérisation de cellules de I'EPR a
partir de cellules somatiques provenant de personnes saines (sans pathologie oculaire) et
de patients atteints de la DMLA atrophique.

Les cellules de sang (cellules mononuclées du sang périphérique ou PBMC) ou de peau
(fibroblastes) ont été reprogrammées en hCSPi par nucléofection des facteurs de
Yamanaka. Les cellules obtenues ont été différenciées en cellules de 'EPR, via un protocole
de différenciation spontanée. Les deux populations cellulaires, hCSPi et les cellules de
I'EPR dérivées de hCSPi, ont été caractérisées morphologiquement et par l'analyse de

'expression de marqueurs typiques de leur population cellulaire respective.
2) La deuxiéme partie de ce travail s’est basée sur la caractérisation phénotypique

des deux populations de cellules de 'EPR (controle et DMLA) basée sur les différentes

hypotheses pathogéniques de la DMLA.

131



Nous avons cherché a mettre en évidence des différences mécanistiques entre les deux
populations de cellules de 'EPR dans des conditions de culture mimant I’environnement
micro oxydant de la DMLA. Ainsi, nous avons induit la production d’ERO par un traitement
au fer (FeCL3-sodium nitrilotriacétate ou Fe-NTA) pendant 24 heures. Dans ce projet,
nous nous sommes principalement intéressés a I'’hypothése oxydative expliquant le
développement de la DMLA et avons donc focalisé nos analyses sur la réponse cellulaire
au stress oxydant, ainsi que sur les processus d’apoptose et les systémes de dégradation

protéique.

Article « Typical disease-phenotype of hiPSC-RPE derived from dry AMD patients »
Audrey Voisin, Christelle Monville: Alexandra Plancheron, Anais Balbous, Afsaneh Gaillard,

Nicolas Leveziel, Proceedings of the National Academy of Sciences, in submission (2017).

En paralléle de ce projet, un projet annexe a permis de valider notre modele cellulaire par

comparaison avec les cellules ARPE-19.

Article « hRPE cells derived from induced pluripotent stem cells better recapitulate
oxidative stress responses than ARPE-19 cells» Audrey Voisin, Christelle Monville
Alexandra Plancheron, Anais Balbous, Afsaneh Gaillard, Nicolas Leveziel Investigative

Ophthalmology and Visual Science, in submission (Juillet 2017).

Les deux articles seront présentés dans I'ordre de soumission.
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Résultats

Article I

« hRPE cells derived from induced pluripotent

stem cells better recapitulate oxidative stress

responses than ARPE-19 cells »

Audrey Voisin, Christelle Monville, Alexandra Plancheron, Anais Balbous, Afsaneh Gaillard,

Nicolas Leveziel

Aging & Disease, en soumission (2017).
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* Objectifs de I'étude : La lignée ARPE-19 est couramment utilisée in vitro
pour I'analyse de mécanismes physiopathologiques impliqués dans le développement de
pathologies rétiniennes telle que la DMLA (Chen et al,, 2009), ainsi que pour le screening
thérapeutique (Saenz-de-Viteri et al,, 2016 ; Sheu et al,, 2015). Cependant, depuis plusieurs
années, de nombreuses études ont pu mettre en évidence des différences morphologiques
et génétiques entre les cellules ARPE-19 et les cellules humaines de 'EPR d’origine fcetale
(Ablonczy et al., 2011), adulte (Cai and Del Priore, 2006) ou dérivées de CSE (Garcia et al.,
2015). Ces cellules ont d’ailleurs été qualifiées de cellules de 'EPR immatures (Garcia et al.,

2015).

Depuis la derniere décennie, 'optimisation des processus de reprogrammation et de
différenciation cellulaire nous permet aujourd’hui de développer des modeles dérivés de
hCSPi pour I'étude des maladies rétiniennes in vitro (Buchholz et al., 2013 ; Maruotti et al,,

2013).

L’objectif de cette étude a été de comparer la lignée ARPE-19 avec des cellules de
I'EPR dérivées de hCSPi (4 lignées provenant de sujets sans pathologie oculaire), en
condition basale et lors d’un stress oxydant induit par le Fe-NTA pendant 24 heures. Ces
résultats permettront (i) de confirmer que les cellules ARPE-19 présentent des différences
importantes au point de vue morphologique et fonctionnel avec les cellules hCSPi-EPR (ii)
de conforter I'application des hCSPi-EPR pour la modélisation de pathologies rétiniennes

in vitro.

* Résultats et discussion: Les cellules ARPE-19, de par leur propriété de
lignée cellulaire immortalisée, n’expriment pas la [3-galactosidase, biomarqueur du
vieillissement cellulaire. Cette enzyme est par ailleurs exprimée par 50% des cellules

hCSPi-RPE, soulignant leur phénotype sénescent.

Le vieillissement est responsable, entre autre, de la production de stress oxydatif
(Soubrane et al.,, 2007). Or, méme si les taux d’ERO sont similaires en condition de base
entre les deux populations, le traitement au Fe-NTA va induire une production de stress
oxydatif plus importante chez les cellules hCSPi-EPR comparées au ARPE-19 (a partir

d’'une concentration de 10 mM pendant 24 heures). Ce stress oxydant va induire une mort
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cellulaire au niveau des cellules hCSPi-EPR des 10 mM, contrairement aux cellules ARPE-
19 ou la viabilité cellulaire ne sera significativement altérée qu’a partir de 20 mM. De plus,
lors du traitement au Fe-NTA, les cellules ARPE-19 dégénerent uniquement via le
processus d’apoptose, tandis que des marqueurs nécrotiques sont retrouvé dans les

populations de cellules hCSPi-EPR.

Nous avons montré pour la premiere fois des différences importantes entre la
lignée cellulaire ARPE-19 et les cellules de I'EPR dérivées de hCSPi. Les cellules hCSPi-EPR,
de par leur profil sénescent, semblent étre plus a méme de modéliser une pathologie du
vieillissement telle que la DMLA. De plus, nous avons décrit que les cellules hCSPi-EPR
sont plus sensibles au traitement au Fe-NTA, se traduisant par une production d’ERO plus
importante et une survie cellulaire diminuée comparées aux cellules ARPE-19. Or, il a été
établi que le stress oxydant induit par 1'dge est responsable de dysfonctionnent de
certaines fonctions principales des cellules de I'EPR telle que la phagocytose (Soubrane et
al., 2007 ). Nous pouvons donc nous demander si le phénotype fonctionnel (phagocytose,
activité lysosomale) de ces deux lignées cellulaires sont affectées de la méme fagon lors
d’un stress oxydant. L’ensemble de ces résultats suggerent donc que les hCSPi-RPE sont
un modele plus proche des cellules de 'EPR natives que le modéle des cellules ARPE-19
généralement utilisé. Ainsi, les résultats obtenus avec les cellules ARPE-19 doivent étre
confirmé par duplication des expériences en utilisant un autre modele cellulaire tel que les

cellules CSPi-EPR.
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PURPOSE: ARPE-19 cells line is currently used as an in vitro model for retinal diseases such
as age-related degeneration (AMD). Up to now few studies show morphological and genetic
differences between ARPE-19 cells and foetal or adult human retinal pigment epithelial (hRPE)
cells. This study aims to compare ARPE-19 cells to RPE cells derived from human induced
pluripotent stem cells (hiPSCs) in both normal and oxidative stress conditions.

METHODS: hiPSC obtained from peripheral venous blood samples or fibroblasts of
individuals aged over 60 years were first reprogrammed to hiPSC and then were differentiated
into RPE cells. Senescent cells were quantified by p-galactosidase activity in basal condition.
Under Fe-NTA treatment, we evaluated the toxicity level of iron by MTT test and estimated the
oxidative stress produced by detection of dichloro-dihydro-fluorescein diacetate (DCFH-DA).
Cell death pattern was analyzed by Annexin V and propidium iodide (PI) test.

RESULTS: Only hiPSC-RPE cells expressed [-galactosidase activity (48.1+10.70%),
suggesting that these cells have a senescent profile. Treatment with 10 mM of FeNTA induced a
higher reactive oxygen species (ROS) production and increased cell death in hiPSC-RPE cells
than in ARPE-19 cells suggesting that hiPSC-RPE cells are more sensitive to oxidative stress.
Moreover, morphological analysis and Annexin V and PI test suggested a necrotic cell death
pattern induced by treatment in hiPSC-RPE cells which is not observed in ARPE-19 cells.
CONCLUSIONS: Collectively, our findings suggest that hiPSC-RPE cells are a more valuable

in vitro model than ARPE-19 cells to mimic pathological processes observed in AMD.

Keywords: age-related macular degeneration, induced pluripotent stem cells, disease modeling,

oxidative stress, ARPE-19 cells
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INTRODUCTION

Age-related macular degeneration (AMD), the leading cause of irreversible blindness in the
elderly population, affecting approximately 9% of the global population (WHO), is a complex
multifactorial disease characterized by drusen formation and progressive degeneration of retinal
pigment epithelial cells (RPE) and photoreceptors (De Jong, 2006). Etiology of AMD remains
poorly understood and both genetic and environmental risk factors are involved in the
development and progression of AMD, likely through induction of oxidative stress (Garcia et
al., 2015; Jarrett and Boulton, 2012).

RPE cells, as components of the outer retinal blood barrier, play a key role by assuring
nutriment and water input, vitamin A recycling, light absorption and phagocytosis of the outer
segment of photoreceptor (Strauss, 2005). Aging of RPE cells induces mitochondrial damage,
lysosomal dysregulation and accumulation of lipofuscin, suggesting that these cells have a
central role in the pathogenesis of AMD(Ach et al., 2015; Chen et al., 2009; Terluk et al., 2015)
ARPE-19 cells, an immortalized RPE cell line derived in 1986 by Amy Aotaki-Keen from the
normal eyes of a 19-year-old male (Dunn et al., 1996), is currently used as an in vitro model for
human RPE cells to test the therapeutic potential of molecules before animal studies or phase 1
clinical trials (Saenz-de-Viteri et al., 2016; Sheu et al., 2015). However, up to now, several
studies have highlighted the morphological and genetic differences between ARPE-19 cells and
foetal (Ablonczy et al., 2011) or adult (Cai and Del Priore, 2006) human retinal pigment
epithelial (hRPE) cells. Recently, Garcia et al. (Garcia et al., 2015) modeled AMD in vitro using
RPE cells derived from human embryonic stem cells (hES) and human pluripotent stem cells
(hiPSC) and showed morphological differences with ARPE-19 cells. They suggested that
ARPE-19 cells must be considered as immature RPE.

Since the past decade, many improvements in cell reprogramming and differentiation allow the

generation of specific cell types such as RPE cells (Buchholz et al., 2013; Maruotti et al., 2013).
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In a recent study, RPE cells derived from hiPSC were used to model retinal disease (Garcia et
al., 2015; Singh et al., 2013).

Local response to chronic oxidative stress has been shown to be an important factor contributing
to the development of AMD (Khandhadia and Lotery, 2010). Although the association between
cumulative oxidative stress with age is not completely known, Chen et al. (Chen et al., 2009)
showed that iron, an essential element in many metabolic processes that accumulates with
normal aging, may contribute to the pathogenesis of AMD as a source of free radicals
contributing to tissue damages through lipidic membranes alterations and proteins modifications
(He et al., 2007).

As oxidative stress mediated RPE damage is thought to be a key factor in the pathogenesis of
AMD, the aim of our study is to compare hRPE derived from iPSC to ARPE-19 cells under
normal and oxidative stress conditions induced by iron (Fe-NTA). Iron is a natural element that
accumulates with normal aging (Chen et al., 2009), and it has been observed that iron was more
found into the retina, and especially into macular area and RPE cells, in people affected by dry
AMD (Dentchev et al., 2005). We have shown that FeNTA induced higher reactive oxygen
species (ROS) production and more cell death in hiPSC-RPE cells than in ARPE-19 cells,
thereby suggesting that hiPSC-RPE cells are more sensitive to oxidative stress. Our findings
suggest that RPE cells obtained from hiPSC are a more valuable in vitro model than ARPE-19
cells in mimicking the pathological processes observed in AMD. Moreover, these results point
at the open new potential utility of hiPSC-RPE cells in pharmacological screening to develop

new treatments.
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MATERIALS & METHODS

Cell culture of ARPE-19

ARPE-19 cell line (American Type Culture Collections, Manassas, VA, USA) were maintained
and passaged in standard culture dishes (Dutscher, Brumath, France) using DMEM/F12 media
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) with 10% fetal bovine serum (Sigma, Saint-Louis, MO, USA),
1% MEM in a humidified incubator, kept at 37°C in 5% CO2. The media was changed every 2
to 3 days.

Generation of hiPSC from blood cells and fibroblasts

Blood from 2 individuals without known eye disease (65 and 71 y/o) was obtained with
informed consent according to the Committee for Protection of Persons (n°20152528) and with
the tenets of the Declaration of Helsinki. Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were
isolated by Ficoll, and maintained in StemSPAN media (StemCell, Vancouver, Canada)
supplemented with 50 ng/mL stem cell factor (R&D, Lille, France), 2 U/mL erythropoietin
(R&D), 10 pg/mL fibroblast growth factor 2 (FGF2, Peprotech, Neuilly-sur-Seine, France), 1
mM dexamethasone (Sigma), 40 pg/mL insulin-like growth factor-1 (Miltenyi, Bergisch
Gladbach, Germany), 10 pg/mL interleukin-3 (Miltenyi) and 50 ng/mL ascorbic acid (Sigma).
Cells were nucleofected with Yamanaka factors (Addgene, Cambridge, MA, USA: pCXLE-
hOCT3/4-shp53-F, pCXLE-hUL, pCXLE-hSK). At day 4 after nucleofection, cells were plated
onto feeders (MTI Globalstem, Gaithersburg, MD, USA). During 10 days cells were cultured
into DMEM/F12 media supplemented with: 10% of KnockOut™ Serum Replacement (KSR,
Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), 10 pg/mL FGF2, 2 uM SB431542 (R&D), 0.5 uM
PD0325901 (Euromedex, Souffleweyersheim, France),
2 uM thiazovivin (R&D), 3 uM CHIR99021 (Bertin Pharma, Montigny-le-Bretonneux, France),
0.5mM valproic acid (Sigma) and 0.25mM sodium butyrate (Sigma).

Two fibroblast cell lines (74 and 81 y/o) obtained from Coriell Institute for Medical Research
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(New Jersey, NJ, USA) were nucleofected with Yamanaka factors using the same protocol as
PBMC. At day 4 after nucleofection, DMEM/F12 media was supplemented with 10% KSR, 10
pg/mL FGF2, 2 uM SB431542, 0.5 uM PD0325901 and 0.5mM VPA.

At day 10 post-reprogramming, VPA and NaB were removed from the culture medium. At day
15 post-reprogramming, SB461542, PD0325901, CHIR99021 and thiazovivin were removed
from the culture medium. hiPS colonies appeared around 10-15 days of culture and were picked
around 2-3 weeks post nucleofection. The culture medium (DMEM F/12 + 20% KSR +10
pg/mL FGF2) was changed every day.

For statistical analysis, n corresponds to number of replicate, and N to number of cell lines.
Differentiation of hiPSC into RPE cells

To ensure chromosomal integrity differentiation of hiPSC was initiated before passage 10
(Brandl et al., 2014). hiPSC were differentiated into RPE cells by switching the culture medium
to DMEM High Glucose (Invitrogen) supplemented with 20% KSR without FGF2 as previously
described (Reichman et al., 2014). Pigmented areas with typical RPE appearance usually
appeared three weeks after initiation of differentiation. Specific selection of RPE cells was
obtained after manual transfer of the pigmented colonies into new plates (P0). hiPSC-RPE cells
were cultured with DMEM High Glucose supplemented with 4% KSR. Medium was changed
twice a week. hiPSC-RPE cells were passaged every 3 weeks up to two passages.

hiPSC and RPE Characterization

Cells were stained with pluripotency and RPE specific cell markers for immunostaining and
flow cytometry analyses. Briefly, hiPSCs were fixed with cold 4% paraformaldehyde for 20 min
and washed twice with phosphate buffer saline (PBS). Non-specific binding sites and
permeabilization were performed using a blocking solution containing PBS, 0.1% Triton X-100
(Sigma), 5% Goat Serum and 5% Horse Serum (Sigma) for 1 hour. Cells were then incubated
overnight at 4°C with the following primary antibodies diluted in blocking solution: Oct-4

(1/200, Abcam, Cambridge, MA, USA), Nanog (1/200, Abcam), ZO-1 (1/100, ThermoFicher,
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Wathman, MA, USA), Bestrophine-1 (1/100, Novus Biological, Littleton, CO, USA), Pax6
(1/75, Abcam) and Tyrosinase (1/100, Abcam). Cells were washed twice in PBS, followed by
staining with the secondary antibodies (for Oct-4, Bestrophine-1 and Tyrosinase: Donkey Anti-
Rabbit I[gG H&L Alexa Fluor 555 (Abcam); for Nanog, Pax6 and ZO-1: Goat Anti-Mouse IgG
H&L Alexa Fluor 488 (Abcam) and nuclei were stained with DAPI (Invitrogen). Slides were
mounted with Moviol (Sigma) and cells were observed with a Zeiss microscope and counted
using ZEN software (Iéna, Germany).

For FACS analysis, hiPSCs were dissociated using Accutase (ThermoFicher) for 5 min at room
temperature and incubated with the following primary conjugated antibodies: anti TRA-1-81-
AlexaFluor 488 (1/25; BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA), anti SSEA3 -AlexaFluor 488
(1/10; BD Biosciences) for 30 min at 4°C in the dark. Cells were analyzed on FACS Verse (BD
Biosciences) with 100,000 events acquired for each sample. Data were analyzed with FlowJo®
software (Ashland, OR, USA).

For phosphatase alkaline activity, hiPSC were fixed with 95% ethanol and incubated 10 minutes
with the Sigma Fast BCIP/NBT kit (Sigma) following the manufacturer’s instructions.

Measure of senescence by B-Gal activity

The hiPSC-RPE cells were seeded in 24-well plates and allowed to mature for up to 3 weeks
following final passage (P2). Cells at confluency showing typical cobblestone morphology and
presence of pigmentation were stained with SA-B-gal (Dimri et al., 1995) assay detection kit
(Abcam) according to the manufacturer’s instructions. The percentage of SA-B-gal positive cells
was calculated by counting the number of labeled cells manually with ZEN software.

Iron Treatment and induction of oxidative Stress

ARPE-19 cells (at confluency) and hiPSC-RPE cells (3 weeks after P2) were treated for 24
hours with FeCl3-sodium nitrilotriacetate (Fe-NTA), at final concentrations of 5 to 20 mM as
previously described (Awai et al., 1979).

Measurement of Oxidative Stress
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After treatment of cells with Fe-NTA, cells were washed with PBS and incubated with 1mL of
fresh culture medium supplemented by 10 pg/ml of DCFH-DA (Rosenkranz et al., 1992a)
(Sigma) for 1 hour at 37°C. Cells were then washed with PBS and maintained in 1 mL of PBS-
2% SVF culture medium. Fluorescence was measured with a microplate reader (Berthold
Technologies, Bad Wildbad, Germany; excitation 488 nm, emission 535 nm) and intensity
values were calculated with Mithras software (Berthold Technologies)

MTT test

MTT assay (Sigma) was used to determine cellular viability as previously described®. Briefly,
after 24 hours of Fe-NTA exposure, medium was replaced with 0.5 mg/ml MTT. Following
3h30 incubation at 37°C, cells were lysed with DMSO (Taghiloo et al., 2017). Absorbance was
then read at 540 nm and 620 nm (background) with a microplate reader (Tecan, Madnnedorf,
Suisse) and analyzed with Magellan software (Tecan).

Analysis of cell death pattern

To discriminate apoptotic and necrotic cells, dual staining with fluorescent Annexin V
(apoptotic cells) and propidium iodide (PI, necrotic cells) was performed using flow cytometry
(Vermes et al., 1995). After Fe-NTA exposure, the cells were collected and incubated with
Annexin V-FITC and PI solution (Abcam) in 100 pL of binding buffer for 5 minutes at RT in
the dark. 20,000 cells per experiment were analyzed using FACS Verse (BD Biosciences) and
FlowJo® software (Ashland, OR).

Analysis of phagocytosis

hiPSC-RPE cells were incubated 3 hours with fluorescent carbonylates-modified microspheres
(ThermoFischer). The cells were then washed 3 times with PBS and maintained in 1 mL of
PBS-2% SVF culture medium. Fluorescence (505/515 nm) was analyzed with FACS Verse (BD

Biosciences) and FlowJo® software.
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RESULTS

Derivation and characterization of hiPSC-RPE from Blood Cell and Fibroblasts

hiPSC showed typical hES-like morphology (Fig. 1A) and alkaline phosphatase activity (Fig.
1B). By using immunofluorescence and flow cytometry experiments, we showed that hiPSC
colonies obtained from blood cells and fibroblasts expressed several human ESC-associated
antigens such as OCT4 (Fig. 1C), NANOG (Fig. 1C), SSEA-3 (Fig. 1D) and TRA1-81 (Fig.
1D).

About 3 weeks after induction of RPE cell differentiation, pigmented clusters of hexagonal cells
were visible (Fig. 2A). 3-4 weeks after manual isolation of pigmented clusters, they formed a
confluent cell monolayer that displayed classical cobblestone morphology (Fig. 2B).
Immunostaining demonstrated the presence of RPE specific marker protein bestrophine-1
(BEST-1), eye development markers Pax6, tight-junctions complex marker zonula occludens 1
(Z0O-1) and melanin production markers tyrosinase (Fig. 2C).

We did not observe any difference in efficiency and timing in cell reprogramming and
differentiation between PBMC and fibroblasts, and for all the other assays in the manuscript.
hiPSC-RPE express SA-B-Gal activity unlike ARPE-19

SA-B-Gal activity is present only in senescent cells and is not found in presenescent, quiescent
or immortal cells (Dimri et al., 1995). As shown in Figure 3, SA-B-Gal activity was not
observed in ARPE-19 cells while it was expressed in approximately 50% of hiPSC-RPE cells,
thereby suggesting a senescent cell phenotype.

Morphological modifications and ROS production induced by Fe-NTA treatment

No morphological modification was observed during Fe-NTA treatment prior to a dose of 20
mM for ARPE-19 cells whereas hiPSC-RPE cells displayed a cell body volume increase (Fig. 4)
from 15 mM of Fe-NTA.

The oxidation of DCFH by ROS to DCF, a green fluorescent oxidation product (Rosenkranz et
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al., 1992a), was measured for each concentration of Fe-NTA. Fe-NTA treatment induced
production of ROS in a dose-dependent manner in both cell lines (Fig. 5). However, ROS
production was significantly higher in hiPSC-RPE cells compared to ARPE-19 cells at a dose of
10 mM and higher.

Cellular viability of ARPE-19 and hiPSC-RPE cells under oxidative stress

Cellular viability of both cell lines was determined under oxidative stress condition induced by
Fe-NTA at different concentrations. For ARPE-19, induced cell death was not observed for Fe-
NTA concentrations less than 20 mM, while induced cell death of hiPSC-RPE was observed at
Fe-NTA concentrations equal or greater than 10 mM (Fig. 6).

Cell death pattern of ARPE-19 and hiPSC-RPE cells under oxidative stress

Cells positive for Annexin-V were considered early apoptotic and cells positive for PI were
considered necrotic. Cell death patterns induced by Fe-NTA differed between ARPE-19 and
hRPE-iPSC cells. In both cell lines an increase of Annexin-V positive cells was observed with
increasing Fe-NTA concentrations. However, there were fewer necrotic ARPE-19 cells (< 3%)
for any treatment while a dose-dependent increase of the necrotic marker PI was observed for
hiPSC-RPE cells (Fig. 7). The proportion of necrotic cells was significantly higher in hiPSC-
RPE cells than in ARPE-19 cells until 15 mM of Fe-NTA.

Phagocytosis activity of hiPSC-RPE Control and ARPE-19 under oxidative stress

For ARPE-19 cells, a significant decrease of phagocytosis activity from 5 mM of Fe-NTA
(56,3+9,11%) was observed (Fig. 8A). No significant difference in phagocytosis activity was

observed in hiPSC-RPE for any treatment (Fig 8B).

148



DISCUSSION

Pathological mechanisms leading to AMD are not clearly understood, but initial cellular
alterations have been observed in the RPE layer (Bowes Rickman et al., 2013). Determination of
mechanisms involved in RPE degeneration is important to develop preventive and therapeutic
strategies in AMD. However, there exist validated risk factors including aging, environmental
factors (smoking, higher saturated lipid intake (Seddon JM et al., 2001)) and genetic factors
(gene involved in lipid metabolism and in complement pathways (Clark et al., 2010;
Raychaudhuri et al., 2011)). All these studies led to the hypothesis that oxidative stress may play
a major role in AMD pathogenesis (Garcia et al., 2015; Jarrett and Boulton, 2012). Indeed, with
aging process, physiological increase of oxidative stress is responsible of morphological and
functional cell modifications (Balaban et al., 2005).

The present study aimed to compare ARPE-19 cells to RPE cells derived from hiPSC in both
normal and oxidative stress conditions. hiPSC-RPE cells derived from somatic cells (PBMC and
fibroblast) of aged individuals had characteristics similar to hRPE cells. Indeed, they expressed
typical RPE cell markers such as ZO-1, Pax6, Tyrosinase and Bestrophine-1. hiPSC-RPE cells
also displayed morphologic characteristics similar to hRPE cells with pigmentation and
octagonal shapes.

The most prominent finding of our study is that hiPSC-RPE cells differ from ARPE-19 cells in
terms of senescence profile and response to oxidative stress. Indeed, only hiPSC-RPE cells
expressed SA-B-Gal activity characterizing senescence profile. Senescent hRPE cells observed
during AMD accumulate lipofuscin (Sparrow et al., 2012) and are functionally and
morphologically impaired (Soubrane et al., 2007). It has previously been shown that oxidative
stress induced by aging leads to RPE cell phagocytosis and autophagy process dysfunctions
(Golestaneh et al., 2017). Because aging is the main risk factor of AMD (Sharma et al., 2014), it

is essential to include this parameter to study physiopathological mechanisms occurring in
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AMD. In this context, the use of ARPE-19 cells may be considered as a very critical model for
AMD.

In this study, we compared hiPSC-RPE cells to ARPE-19 cells under oxidative stress conditions
induced by Fe-NTA treatment. ROS production and cell death were significantly higher in
hiPSC-RPE cells, suggesting that these cells are more sensitive to iron accumulation than
ARPE-19 cells. The vast majority of cellular ROS can be tracked to the mitochondria (Balaban
et al.,, 2005), it could be interesting to further investigate mitochondrial activity. Indeed,
Golestaneh et al. recently showed that post-mortem RPE cells obtained from AMD patients have
lower mitochondrial activity (Golestaneh et al., 2017). Moreover, a recent study reported that
post-mortem RPE from AMD patients has more mitochondrial DNA alterations when compared
to control individuals (Terluk et al., 2015).

Additionally, we demonstrated that the cell death pattern under oxidative stress could differ
between ARPE-19 and hRPE-iPSC cells. Indeed, hiPSC-RPE cells had a significant increase of
necrotic markers during intracellular iron accumulation whereas ARPE-19 cells did not exhibit
necrotic process, suggesting two distinct cell death pathways. Although Annexin V-PI test is
commonly used to study cell death patterns, Sawai and al. (Sawai and Domae, 2011), showed
that primary necrotic and post-apoptotic secondary necrotic cells could not be discriminated by
this method. Indeed, they demonstrated that primary necrotic cells unexpectedly had Annexin
V-positive/Pl-negative staining before becoming Pl-positive. They also demonstrated that
primary necrotic and apoptotic Annexin V-positive/PI-negative cells can be discriminated by
necrostatin-1, an inhibitor of primary necrosis by inhibition of RIP1. Apoptotic and necrotic
cells can also be differentiated from each other by morphological differences (Parmeggiani et
al., 2012). Indeed, apoptotic process is characterized by decreased cell size, with DNA
fragmentation and without inflammation while necrosis is a passive process, leading to cell body
volume increase, dilation of organelles, cellular breakdown and inflammation (Tsujimoto,

1997). In AMD lesions, histopathologic studies described an inflammatory component, with
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cellular infiltration of microglial cells, recruitment of macrophages, complement activation and
production of inflammatory related molecules (Donoso et al., 2006; Parmeggiani et al., 2012).
An absence of cellular alteration was observed in our study in ARPE-19 cells under Fe-NTA
treatment, whereas cell volume of hiPSC-RPE cells increased, suggesting a necrosis process in
these cells. This hypothesis is consistent with the result of Annexin V-PI test. In this context,
hiPSC-RPE cells are more prone to mimic AMD processes observed at the level of hRPE than
ARPE-19 cells, which did not express a necrotic phenotype after exposure to oxidative stress.

Up until now few studies have highlighted critical differences between ARPE-19 and native
RPE cells (Ablonczy et al., 2011; Cai and Del Priore, 2006). Indeed, despite a similar polarity
organization with native RPE cells (Ablonczy et al., 2011; Dunn et al., 1998; Kamao et al.,
2014), ARPE-19 cells don’t have the typical cobblestone epithelial morphology (Samuel et al.,
2017) and present little or no pigmentation (Ablonczy et al.,, 2011). They have a limited
development of tight-junction complex resulting in low trans-epithelial resistance compared to
hRPE cells (Ablonczy et al., 2011). Moreover, ARPE-19 cells have a gene expression profile
similar to native RPE cells, but expression level is sometimes lower or absent, as in RPE6S5. Cai
and al (Cai and Del Priore, 2006), observed that ARPE-19 cells also differ genetically from
adult RPE cells cultured from human donors, with 35 genes which were expressed exclusively
by adult RPE cells and 9 in ARPE-19 cells. These differences could be partially explained by
culture conditions that affect the phenotype of ARPE-19 cells (Jr et al., 2006; Luo et al., 2006;
Samuel et al., 2017). Indeed, numerous passages of ARPE-19 cells can lead to loss of hRPE
cells native characteristics (Ablonczy et al., 2011; Samuel et al., 2017). Recently, Samuel and al
(Samuel et al., 2017) showed that long-term culture with low serum concentration (1%) led to
epithelial organization and progressive pigmentation of ARPE-19 cells. In addition, they
observed that this RPE phenotype acquisition is associated with modifications of the functional
gene expression involved in phagocytosis (MERTK), visual cycle (RPE65) and permeability

(claudin 2). Thanks to the improvement of culture condition, ARPE-19 cells phenotypes tend to
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resemble native hRPE cells. However, none of conditions culture allow us to obtain absolute
same characteristics.

ARPE-19 cells is a useful tool for the establishment of protocols or for first molecular screening.
However, our results are consistent with the need to find a more reliable model of human RPE
cells to reproduce the cellular mechanisms involved in AMD.

Up to now, only morphological differences with RPE derived from iPSC cells have been
described (Garcia et al., 2015). In our study, we demonstrated that ARPE-19 and hiPSC-RPE
cells responded differently to intracellular accumulation of iron and confirmed that hiPSC-RPE
cells model could be more sensitive to detect the toxicity of a potential therapeutic agent, which
could not be detected at the same concentration by using ARPE-19 cells. The present study
shows that sensitivity to oxidative stress is important in hiPSC-RPE cells than in ARPE-19 cell
line, probably due to the senescent profile of these cells. We can hypothesize that these
differences could be explained by distinct gene expression profiles in response to oxidative
stress or aging. Chen and al. (Chen et al., 2010), described age-associated change of mTOR
pathway in hRPE cells.

Similarly, differences in terms of ROS production between ARPE-19 and hiPSC-RPE cells
under oxidative stress raise the question of modulation of phagocytosis or lysosomal
activity.Indeed, we show in this study fonctionnal differences in phagocytosis between ARPE-
19 and hiPSC-RPE cells.

In conclusion, our results suggest that ARPE-19 cells may not be a reliable model for
investigation of pathogenesis mechanisms of hRPE cells during AMD.

hiPSC-RPE cells present the singular advantage of obtaining samples from affected patients
with precisely defined phenotypes or genotypes. In this context, further studies are needed to

compare hiPSC-RPE cells from healthy individuals to those from AMD patients.
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FIGURES

Figure 1: Characterisation of iPSC (A) Typical morphology of hES cell-like colony. (B)
Alkaline phosphatase activity. (C) Representative immunofluorescence analysis of pluripotency
specific markers of stem cells NANOG and OCT-4. Nuclei were stained with DAPIL. (D)

Quantitative flow cytometry analysis of typical ES cell surface markers TRA1-81 and SSEA-3.
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Figure 2: Diiferenciation and characterisation of iPSC-RPE cells (A) Time course of iPSC
spontaneous differentiation into hRPE cells. (B) Typical morphology of hiPSC-RPE cells (C)
Representative immunofluorescence analysis of markers expressed into hRPE cells ZO-1, Pax6,

Tyrosinase and Bestrophine-1. Nuclei were stained with DAPI.

dac

20um es e Joun S0um |y e Joun

20um o 20ym 20 um

159



Figure 3: Senescent profile of iPSC-RPE cells (A) SA-B-Gal activity (blue) in ARPE-19 cells
and hiPSC-RPE cells in basal condition (B) Quantification by manual counting of SA-B-Gal

activity in ARPE-19 cells and hiPSC-RPE cells (N=4). Values are mean = SEM, 12 608 total

cells count. Statistical analysis: T-test (two tail) ***p<0,001.
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Figure 4: Morphological modifications induced by 24 hours of 15 mM Fe-NTA treatment in

ARPE-19 cells and hiPSC-RPE cells compared to control situation without treatment.
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Figure 5: Quantification of DCFH-DA oxidation induced by Fe-NTA treatment during 24 hours
in ARPE-19 cells (n=12) and hiPSC-RPE cells (N=4, n=3 per cell line). Statistical analysis: (A-
B) One way ANOVA, post hoc Dunnet’s (C) ANOVA Two-Way, post hoc Sidak. Comparison
of each dose with Control condition for ARPE-19 cells (A) and hiPSC-RPE cells (B) and

between ARPE-19 cells and hiPSC-RPE cells for each dose (C). *p<0,05**p<0,01***p<0,0001

A B

ARPE-19

hRPE-iPSC

250004 40000~

*k%k

30000+ *kk

20000+

100004

Relative Fluorescence Units (RFU)

o & = &
RO R

Relative Fluorescence Units (RFU)

> S - o S
)
Go& OO '19@
C Fe-NTA concentration Fe-NTA concentration

\
i

400007 mm ARPE-19 [ hRPE-iPSC

30000~ * L]

20000+

10000+

Relative Fluorescence Units (RFU

o o X

& &

Fe-NTA concentration

162



Figure 6: Quantification by MTT test of cell death induced by Fe-NTA treatment during 24
hours in ARPE-19 cells (n=12) and hiPSC-RPE cells (N=4, n=3 per cell line). Statistical
analysis: (A-B) One way ANOVA, post hoc Dunnet’s (C) ANOVA Two-Way, post hoc Sidak.
Comparison of each dose with control condition for ARPE-19 cells (A) and hiPSC-RPE cells
(B) and between ARPE-19 cells and hiPSC-RPE cells for each dose (C).

*p<0,05%*p<0,01%**p<0,0001
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Figure 7: Analysis of cell death pattern in ARPE-19 cells and iPSC-RPE cells during oxidative
stress exposure. (A) Flow cytometry analysis of cell death during Fe-NTA treatment by Annexin
V PI test in ARPE-19 cells (n=5) and hiPSC-RPE cells (N=4, n=1 per cell line). Comparaison
between ARPE-19 cells and hiPSC-RPE cells of Annexin V cells (B) and PI cells (C) proportion
during Fe-NTA treatment. Statistical analysis: ANOVA Two-Way, post hoc Bonferroni.

Comparison of each doses between ARPE-19 cells and hiPSC-RPE cells for each dose (*).

*p<0,05
Control 5mM Fe-NTA 10 mM Fe-NTA 15 mM Fe-NTA 20 mM Fe-NTA
A

2 & 'y M &

w i E $

(O3

@ 3 . i ¢

o oz 3 o :

o : =] 5 H £

[ 3 3 H 3

e & & & & H

B 100+ C
@ Il Control
3 80+
> P | 5mM
£ 3
g :ij M 10 mM
c & o N
2 § < § 15 mM
= \ \
\ \ M 20 mM

164



Figure 8: Analysis of phagocytosis activity in ARPE-19 (A) cells and iPSC-RPE (B) cells
during oxidative stress exposure. ARPE-19 cells (n=5) and hiPSC-RPE cells (N=4, n=2 per cell
line). Statistical analysis: ANOVA One-Way, post hoc Dunnet’s. Comparison of each doses

with control situation (*).***p<0,001
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* Objectifs de I'étude : 1l n'existe actuellement pas de modele cellulaire ou
animal approprié permettant 'étude de la DMLA in vitro ou in vivo. Nous avons, par
ailleurs, confirmé par notre premiere étude que des différences importantes existent entre
les cellules ARPE-19 et les cellules CSPi-EPR.

Le manque d’information sur les mécanismes initiaux concourant a 'apparition de cette
maladie a pour conséquence 'absence de traitement curatif. Une meilleure compréhension
de la DMLA reste donc nécessaire afin d’optimiser le diagnostic et de développer de
nouvelles thérapies.

De nombreuses études ont montré I'implication des cellules de T'EPR, leur
dysfonctionnement ainsi que leur dégénérescence, dans le développement de la DMLA
(Chen et al,, 2009 ; Golestaneh et al., 2017 ; Saini et al., 2017). Ainsi, dans le but d’étudier
cette pathologie in vitro, nous avons développé 12 lignées de cellules de 'EPR dérivées de
hCSPi provenant soit de patients sains, soit de patients atteints par la DMLA atrophique. Le
diagnostic de la maladie, obtenu par caractérisation du phénotype oculaire via des
examens d’auto-fluorescence et d’'OCT (tomographie par cohérence optique), a été réalisé
dans le service d’ophtalmologie du CHU de Poitiers. Le prélevement d’'un échantillon de

sang veineux au plis du coude a été réalisé dans le cadre d'une collection biologique.

Dans cette étude, nous avons comparé ces deux types de population, hCSPi-EPR
controle et hCSPi-EPR DMLA, en condition basale ou lors d’une culture en milieu pro-
oxydant via un traitement au fer (Fe-NTA). Comme il a été montré précédemment,
I'utilisation du fer sous forme de Fe-NTA permet d’induire son accumulation intracellulaire
(Chen et al,, 2009). Cet élément s’accumule normalement avec le vieillissement mais de
facon plus importante au niveau de la macula et des cellules de I'EPR des patients atteints
par la DMLA atrophique (Chen et al., 2009; Dentchev et al., 2005). Le fer semble donc étre
la molécule de choix pour induire un stress oxydatif permettant 'étude de la DMLA in

vitro.

L’objectif de cette étude a été de mettre en évidence des différences phénotypiques
et/ou fonctionnelles, en condition basale ou sous l'effet d’'un stress oxydatif induit par le
Fe-NTA, entre les cellules de hCSPi-EPR controle (6 lignées) et hCSPi-EPR DMLA (6

lignées).
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* Résultats et discussion: Nous n’avons pas observé de différence dans les
processus de reprogrammation et de différenciation cellulaire entre les échantillons sains
ou atteints par la DMLA. Par contre, les deux populations cellulaires expriment de fagon
similaire la B-galactosidase. Cette enzyme est spécifiquement exprimée dans les cellules
sénescentes (Dimri et al,, 1995). Ici, nous avons donc développé un modele cellulaire
pertinent pour 'étude d’'une maladie du vieillissement affectant primitivement les cellules

de 'EPR telle que la DMLA.

Afin de valider I'induction d’un stress oxydatif par le Fe-NTA, nous avons mesuré le
taux d’ERO produites lors d'un traitement de 24 heures. Nous avons pu observer une
augmentation dose-dépendante des ERO dans les deux populations, mais significativement
plus importante chez les hCSPi-EPR DMLA que chez les hCSPi-EPR controéle a partir de 10
mM de Fe-NTA. Cette production supérieure peut étre liée a des changements
morphologiques et/ou fonctionnels de certaines organelles, telles que les mitochondries.
En effet, il a été décrit précédemment qu’il y a d’avantage de mitochondries altérées,
d’autophagosomes et d’accumulation lipidique au niveau des cellules de 'EPR-DMLA post-
mortem comparées a des cellules de 'EPR dérivées de sujets sains (Golestaneh et al,
2017).

Cette production importante d’ERO est corrélée a une mort cellulaire plus importante dans
cette population hCSPI-EPR DMLA, méme pour une faible dose de Fe-NTA (5mM) comparé
aux hCSPi-EPR contrdle. Ces résultats suggerent que les hCSPi-EPR DMLA sont plus

sensible au stress oxydatif induit par le Fe-NTA.

Nous avons aussi pu observer des différences fonctionnelles entre les cellules de
I'EPR controle et DMLA. Ainsi, en condition de base, I'activité de phagocytose au niveau des
cellules de 'EPR DMLA semble étre altérée (3,7% de la population totale) comparée a
celles des hCSPi-EPR contrdles (12,3% de la population totale). Une des hypothese
étiopathogénique de la DMLA est la dérégulation des cellules de I'EPR, et principalement
de leur activité de phagocytose, résultant entre autre de la formation de drusen (Wang et
al,, 2009). Dans cette étude, nous confirmons in vitro que les cellules de I'EPR provenant de
patients atteints par la DMLA ont une capacité de phagocytose inférieure aux cellules de

I'EPR provenant de sujets sains.
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Comme il a pu étre montré avec la lignée ARPE-19 dans une précédente étude (Chen et al,,
2009), la phagocytose est inhibée lors d'une accumulation intracellulaire de fer au niveau
des hCSPi-EPR (7.17% a 15 mM). Celle des hCSPi-EPR DMLA ; déja faible de base, reste

inchangée quelles que soient les conditions de traitement.

En s’intéressant au systeme lysosomal via la mise en évidence de la Cathepsine D,
nous avons pu observer que l'expression de cette protéine était différente entre les
cellules hCSPi-EPR controle et DMLA. La Cathepsine D est présente sous deux formes : la
forme mature (active) et la fome immature (passive). Aucune différence n’a été mise en
évidence au niveau du taux de la protéine mature entre les deux populations en condition
basale ; cependant, ce traitement va induire une augmentation de la présence de la forme
immature, plus rapide au niveau des hCSPi-EPR contréle (dés 5 mM) comparés aux hCSPi-
EPR DMLA. La présence de la Cathepsine D a déja été associée a I'accumulation des SEP

non dégradés, participant a la formation de drusen (Rakoczy et al., 1996).

L’ensemble de ces résultats suggere que les hCSPi-EPR DMLA ont un phénotype
cellulaire distinct des cellules controle en réponse a un stress oxydatif qui peut permettre
la mise en évidence in vitro de mécanismes physiopathologiques impliqués dans le
développement de la DMLA. Ce modele peut étre aussi utile pour le screening de nouvelles

molécules thérapeutiques.
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Age-related macular degeneration (AMD) is partly characterized by retinal pigment epithelial
(RPE) cells dysfunction, leading to secondary degeneration of photoreceptors. The lack of an
appropriate in vitro model that could mimic RPE dysfunction is a major limitation to
understanding of mechanisms leading to development of AMD. This study aimed to compare
hiPSC-RPE derived from dry AMD patients to hiPSC-RPE derived from healthy individuals.
hiPSC derived from erythroblasts obtained from peripheral venous blood or from fibroblasts of
healthy individuals (62.5+17.5 y/o) or patients affected by dry AMD (77 y/o + 7) were
differentiated into RPE cells. Twelves hiPSC-RPE colonies (6 control, 6 AMD) were
characterized morphologically, by using immunofluorescence staining and by flow cytometry.
Senescent cells were quantified by B-galactosidase activity in basal condition. The toxicity level
of iron after Fe-NTA treatment was evaluated by MTT test and the oxidative stress level was
measured by detection of dichloro-dihydro-fluorescein diacetate. Cell death pattern was
analyzed by Annexin V and propidium iodide test. The RPE functionality, phagocytosis and
lysosomal activity were analyzed by FACS and by western-blotting. Both hiPSC-RPE Control
and AMD cells expressed p-galactosidase activity, suggesting that these cells have a senescent
profile. Treatment with FeNTA induced a higher ROS production and increased cell death in
hiPSC-RPE  AMD cells than hiPSC-RPE Control cells. Functional analysis showed
dysregulation in phagocytosis process in hiPSC-RPE AMD but not in hiPSC-RPE Control.
These findings demonstrate that hiPSC-RPE AMD cells have a typical disease phenotype

compared to hiPSC-RPE Control cells in pro-oxidant environment.
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SIGNIFICANCE STATEMENT:

Age-related macular degeneration is a late retinal disease leading to blindness. Today, we don’t
have any curative treatment caused by a lack of information of pathological mechanism of
AMD. Indeed, they do not exist reliable cellular or animal model for this disease. In you study,
we develop a cellular model using induced pluripotent stem cell (hiPSC) derived from both
healthy people and patients affected by AMD. hiPSC-Retinal pigment epithelial (RPE) cells
from patients affected by dry AMD are a typical disease phenotype compared to healthy people.
Our data suggest that hiPSC-RPE derived from AMD patient could be a useful model to study

AMD in vitro, to highlight pathological pathway, to screen drug and develop new therapies.
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INTRODUCTION

Age-related macular degeneration (AMD), a multifactorial disease caused by age, genetic and
environmental factors (Sharma et al., 2014), is the leading cause of blindness in the elderly
population in developed countries (De Jong, 2006). The disease is characterized by the
accumulation of drusen, extracellular deposits of proteins and lipids and by progressive cellular
degeneration of retinal pigment epithelial (RPE) cells located into the macular area (Gehrs et al.,
2006). The exudative form of AMD is characterized by neovascularization; and the atrophic
form, also called dry form, is characterized by progressive RPE cells degeneration associated
with photoreceptors loss (Gehrs et al., 2006). The overall prevalence of the atrophic form
represents almost 54% of late AMD forms (Owen et al.,, 2012) . The understanding of the
molecular mechanisms involved in AMD has been challenging by the lack of appropriate in
vitro model (Golestaneh et al., 2016).

Induced pluripotent stem cells (iPSC) derived from somatic cell lines are indistinguishable from
embryonic stem (ES) cells in terms of morphology, proliferation, gene expression, and teratoma
formation (Ng and Choo, 2010). They also have the ability to be expanded indefinitely in
culture and to differentiate into multiple lineages (Reichman et al., 2014). Improved methods for
cell reprogramming and differentiation allow to obtain specific populations of retinal cells
(Buchholz et al., 2013; Maruotti et al., 2013). Since the last decade, the generation of retinal
pigment epithelial (RPE) cells from hiPSC is investigated to model ocular disorders associated
with dysfunction of RPE cells (Parvini et al., 2014).

RPE cells are highly polarized monolayer cells characterized by pigmentation, octagonal
morphology and tight junction. RPE cells play a key role in maintaining normal vision by many
functions as retinal blood barrier, nutriment and water input, light absorption and phagocytosis
of outer segment of photoreceptor (Strauss, 2005) (Bonilha, 2008). Several studies show
morphological and functional changes in RPE cells induced by aging (mitochondrial damages,

lysosomal dysregulation, accumulation of lipofuscin....) suggesting that these cells play a role in
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the pathogenesis of AMD (Ach et al., 2015; Chen et al., 2009; Terluk et al., 2015). Chronic
oxidative stress is known to be an important contributing environmental factor to the
development of AMD (Rabin et al., 2013). Previous studies show in vitro that exposure to drug
inducing oxidative stress lead to alteration in RPE morphology and activity (Rabin et al., 2013;
Song et al., 2016).

This study aimed to compare hiPSC-RPE cells derived from healthy individuals and patients
suffering from dry AMD under oxidative stress condition to highlight pathological mechanism

involved in AMD pathogenesis.
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RESULTS

Patients

Individuals included in the control group (6 cells lines, 62.8 + 16 y/0) were patients with normal
fundus examination and no history of visual impairment (Fig. 1.A, D). Imaging of fundus in a
patient included in the atrophic AMD group (6 cells lines, 77.5+7 y/o) presented large range of
atrophy during optical coherence tomography and fundus examination (Figure 1.B-C, D).
Derivation and characterization of hiPSC-RPE from Blood Cell and Fibroblasts (Fig. 2)
We did not observe notable difference in efficiency and timing in cell reprograming and
differentiation between cells from healthy people and people affected by dry AMD.

hiPSC showed typical hES-like morphology and had alkaline phosphatase activity (Fig. 2A).
hiPSC-RPE cells formed a confluent monolayer displaying the classical cobblestone
morphology (Fig.2B). Transmission electronic microscopy shows typical maturation patterns of
hiPSC-RPE cells, including microvilli, melanosomes, basal nuclei and mitochondria (Fig. 2C).
Flow cytometry revealed expression pf two key pluripotency markers SSEA-3 and TRA-1-81
(Fig. 2D). This result was confirmed by immunofluorescence labeling of hiPSC colonies with
the expression of two other characteristics markers of stem cells OCT4 and NANOG (Fig. 2E).
Flow cytometry analysis of RPE cells demonstrated the presence of TYRP1 and a-cytokeratine
and the absence of Lin28, an other typical pluripotency (Fig. 2D). This result was confirmed by
immunostaining with the expression of RPE specific marker protein bestrophine-1, eye
development markers Pax6, tight junction marker zonula occludens 1 (ZO-1) and melanin
production markers tyrosinase (TYRP1) (Fig. 2E).

Both hiPSC-RPE Control and AMD cells express senescence-associated beta-galactosidase
(SA-B-Gal)

SA-B-Gal activity is present only in senescent cells and is not found in presenescent, quiescent

or immortal cells (Dimri et al., 1995). As shown in Figure 3, SA-B-Gal activity was observed in
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both hiPSC-RPE Control and AMD cells, in 49.8+6.3% and 75.7+6.5% of cells respectively
(p=0.0579), suggesting a phenotype of senescent cell for these two cell populations.

Fe-NTA exposure induce higher production of ROS in hiPSC-RPE AMD than control

The oxidation of dichloro-dihydro-fluorescein (DCFH) by ROS to 2',7'-dichlorofluorescein
DCF, a green fluorescent oxidation product (Rosenkranz et al., 1992b), was measured for at
different concentrations of Fe-NTA. Fe-NTA treatment induced production of ROS in a dose-
dependent manner in both cell lines (Fig. 4. A-B). The ROS production was significantly higher
in hiPSC-RPE AMD cells compared to hiPSC-RPE Control cells from 10mM (p<0,05) (Fig.
4C).

Cellular viability of hiPSC-RPE Control and AMD under oxidative stress

Cellular viability of both cell lines was determined under oxidative stress condition induced by
Fe-NTA at different concentrations. Cell death was not observed for Fe-NTA concentrations
inferior to 10 mM in hiPSC-RPE Control cells (Fig. 5.A), contrary Fe-NTA induced cell death
of hiPSC-RPE AMD cells at concentrations equal or superior to 5 mM (Fig. 5B). The cellular
viability of hiPSC-RPE AMD cells is significantly lower than hiPSC-RPE Control cells (Fig.
5C). We observed 50% of hiPSC-RPE Control and AMD cell survival at 16.3 and 14.2 mM of
Fe-NTA respectively.

Cell death pattern of hiPSC-RPE Control and AMD cells under oxidative stress

In both cell population, a dose-dependent increase of Annexin V positive cells was observed
during Fe-NTA treatment (Fig. 6A). The proportion of apoptic cells was significantly higher in
hiPSC-RPE AMD cells only for a dose of 20 mM of Fe-NTA (p<0,05). There were fewer
necrotic hiPSC-RPE Control cells (<10%) and AMD cells (< 5%) for all concentration without
difference between hiPSC-RPE Control cells and hiPSC-RPE AMD cells (Fig. 6B).
Phagocytosis activity of hiPSC-RPE Control and AMD cells under oxidative stress

In control condition, hiPSC-RPE AMD cells had a lower phagocytosis activity (3,7+0,76%)

than hiPSC-RPE Control cells (12.34+1,42%) (Figure 7). For hiPSC-RPE Control cells, a
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significant decrease of phagocytosis activity from 15 mM of Fe-NTA (7,17+1,26%) was
observed. No difference in phagocytosis activity was observed in hiPSC-RPE AMD for any
treatment. The levels of phagocytosis of both hiPSC-RPE Control and AMD are similar from 10
mM.

Lysosomal activity of hiPSC-RPE Control and AMD cells under oxidative stress

Although the amount of mature Cathepsine D protein was not apparently affected measured by
western blot assay during Fe-NTA exposure, however, a dose-dependent increase of the amount
of immature Cathepsine D (pro CatD) in both hiPSC-RPE Control and AMD cells was observed
(Fig. 8A-B). This increase was significantly higher in hiPSC-RPE Control cells than in hiPSC-

RPE AMD cells for 5SmM of Fe-NTA .
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DISCUSSION

AMD is the most common cause of legal blindness among people over 60 years old (Gehrs et
al., 2006). In dry AMD, RPE cells are degenerate, leading to photoreceptor death and formation
of large range of atrophy (Saini et al., 2017). Since the last decade, many improvements in cell
reprogramming and differentiation has been made to elucidate pathological mechanism leading
to AMD. Thus, a deeper understanding of mechanisms underlying dry AMD is necessary to
develop new promising therapy.

In our study, 12 cell lines, 6 from healthy individuals and 6 from patients suffering from dry
AMD were obtained and derived into iPSC-RPE cells. In both case, hiPSC-RPE cells had
similar characteristics than human RPE cells, with typical expression of RPE cell markers such
as ZO-1, Pax6, Tyrosinase and Bestrophine-1 and typical cobblestone epithelial morphology
and pigmentation (Samuel et al., 2017).

As previously described, aging is the major risk factor of AMD development (22).
Morphological changes of RPE cells related to aging include loss of melanin granules, increase
of the density of residual body and accumulation of lipofuscin (Bonilha, 2008). Here, we
demonstrate that both hiPSC-RPE Control and AMD cells derived from aged individuals
expressed a senescent profile, one key feature of AMD.

ROS are generated during normal metabolic process such as glycolysis and Krebs’s cycle,
processes necessary to ATP production (Khandhadia and Lotery, 2010). Classically, oxidative
stress is minimized by antioxidant system such as glutathione peroxidase or superoxide
dismutase system (Jarrett and Boulton, 2012). Age is also associated with an increase of
oxidative stress and ROS production (Pratico, 2002). Moreover, in retina, the macula possess
the higher metabolic activity, with the higher ratio of RPE cells by photoreceptor, leading to a
significant production of ROS accumulated into RPE cells during aging (Garcia et al., 2015).
However, with age, RPE cells loss the ability to compensate ROS production by protective

mechanisms, resulting in oxidative damage (Jarrett and Boulton, 2012). Thereby, currently
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treatment used to slow the progression of dry AMD consist on diet supplementation of
antioxidants (Smailhodzic et al., 2014). In our study, we did not observed any difference in
basal condition between hiPSC-RPE AMD cells and hiPSC-RPE Control cells in terms of ROS
level. However, Fe-NTA treatment led to a higher production of ROS and cell death in hiPSC-
RPE AMD cells compared to hiPSC-RPE Control cells, suggesting that hiPSC-RPE AMD cells
were more sensitive to oxidative stress that hiPSC-RPE Control cells. The higher production of
ROS in hiPSC-RPE AMD cells may be explain by difference in cellular organization leading to
oxidative stress. Indeed, it has been shown by using electron microscopy that RPE obtained
from post-mortems AMD eye had a distinct disease morphology such as more accumulation of
damaged mitochondria, autophagosomes and of lipid droplets compared to RPE from healthy
people (Golestaneh et al., 2017). They also observed, that endoplasmic reticulum in hiPSC-RPE
AMD cells was wider and irregular compared to healthy people. Endoplasmic reticulum stress
could induce secretion of VEGF that could be involved in the lysosomal accumulation of
lipofuscine within the RPE cells (Salminen et al., 2010).

The accumulation of lipofuscin (Ach et al., 2015) into senescent RPE cells, is often considered
as an hallmark of ageing (Kurz et al., 2007). Indeed, lipofuscin accumulation leads to
dysregulation of RPE function such as phagocytosis of rod outer-segment (Souied, 2013) . In
line with previous study, we observed an inhibition of phagocytosis activity during Fe-NTA
exposure only in hiPSC-RPE Control cells. Interestingly, the levels of basal phagocytosis of
hiPSC-RPE AMD cells is significantly lower than hiPSC-RPE Control cells. Phagocytosis of
RPE cells is essential for renewal of the outer segment of photoreceptor (Mukherjee et al., 2007)
and dysregulation of RPE causes degeneration of photoreceptors leading progressive visual
loss(Bosch et al., 1993). Our results suggest that RPE dysfunction observed in hiPSC-RPE
AMD could partly explain the pathological mechanism leading to AMD (Tian et al., 2017).
However, which step of phagocytosis process are altered was not investigated in this study.

The last stage of RPE phagocytosis is the digestion of outer segment by autophagy (Bosch et al.,
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1993). Digestion of POS requires Cathepsin D proteolytic activity in the lysosome (Wang et al.,
2009). Cathepsin D is a lysosomal aspartic endopeptidase found into the lysosome as pro-
Cathepsin D, also called immature form. In acidic environment, cleavage of N-terminal lead to
activation of the mature form of Cathepsine D. As previously described with an immortalized
cell model of RPE, ARPE-19, iron accumulation increases the immature form of the Cathepsin
D, without any change in the mature form (Chen et al., 2009). In our study, however, we did not
observed any difference in both basal and oxidative stress condition for the mature form of the
Cathepsin D in hiPSC-RPE AMD cells and hiPSC-RPE Control cells. In addition, we have
shown a dose-dependent increase of the immature form of the Cathepsin D during oxidative
stress condition in both populations, but this increase appeared faster for hiPSC-RPE Control
cells. Chen and al (Chen et al., 2009) hypothesized that iron overload in ARPE-19 inhibited the
conversion of immature Cathepsin D to mature form. Any abnormalities in this enzyme system
may have pathological consequences (Rakoczy et al., 1996) . Indeed, the presence of Cathepsin
D has been demonstrated to be link with an accumulation of undigested POS-derived debris,
which could participate to the drusens formation.

In our study, for the first time, we compare hiPSC-RPE derived from somatic cells of healthy
peoples and patients affected by AMD. Taken together, our results demonstrate that hiPSC-RPE
cells from patients affected by dry AMD had a distinct functional phenotype in response of
oxidative stress compared to hiPSC-RPE Control cells. Recently, Golestaneh and al.
(Golestaneh et al., 2016) , obtained the same typical phenotype with hiPSC-RPE derived from
post-mortem RPE cells as control population in response of oxidative stress induced by H,0,.
H,0, is currently used in vitro to induce rapidly oxidative stress. In our study, iron is chosen to
induce iron accumulation to mimic the oxidant microenvironment that is observed in AMD. Iron
is a natural element that accumulates with normal aging (Chen et al., 2009). Additionally, it has
been observed that iron was more abundant into the retina, and especially into macular area and

RPE cells, in people affected by dry AMD (Dentchev et al., 2005). Specific iron accumulation
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was already associated in RPE cells and photoreceptor degeneration in other retinal injury (He et
al., 2007). Oxidative stress induced by iron was responsible of specific activation pathway such
as ferroptosis (Dixon et al., 2012). Taken all together, these results suggested that iron was a
more reliable tool than H,O, (i) to induce oxidative stress in vitro (ii) to study in vitro oxidative
stress mechanisms that occurs in vivo in RPE cells of AMD patients.

However, Golestaneh and al.(Golestaneh et al., 2017), did not observed difference between
hiPSC-RPE derived from skin or post-mortem RPE cells, suggesting that RPE derived from
somatic cells such as skin or blood cells are able to exhibit disease characteristic in vitro.
Indeed, another recent study showed that tissue origin does not affect the phenotype or
functionality of iPSC-RPE cells(Saini et al., 2017).

Since the last five years, disease specific iPSC have been developed to study several pathologies
in a “dish” such as Best disease (Singh et al., 2013) or Parkinson disease (Sanchez-Danés et al.,
2012) . hiPSC cells could be a useful tool to investigate physiopathological mechanisms of
disorders in vitro because they possess the same genetic informations as the patients they
derived from (Csobonyeiova et al., 2015) . Moreover, production of iPSC from biopsy or blood
allow the obtaining of RPE cells from patients and the study of pathological mechanisms
possibly leading to AMD in vitro.

RPE cells derived from patient could be used as a cell source for cellular therapy in AMD
(Takahashi, 2016) . In the case that, RPE cells derived from somatic cells conserved the
abnormalities observed in native RPE cells of patient affected by dry AMD, it will be better to
consider only RPE cells from healthy people to development of new therapy such as
transplantation.

hiPSC-RPE AMD cells are more sensitive to oxidative stress and produce more reactive oxygen
species (ROS) with dysregulation of phagocytosis and lysosomal activities in basal condition
and during oxidative stress exposure. Collectively, theses result supports the evidence that (i)

oxidative stress of RPE cells has a central role in the pathogenesis of AMD (ii) hiPSC-RPE cells
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derived from skin of people affected by AMD have a disease phenotype and (iii) will be a useful

tool to study pathological mechanisms leading to development of AMD.

184



MATERIELS & METHODS

Patients

Peripheral venous blood samples from individuals without known eye disease and patients
affected by dry AMD were obtained according to Committee for Protection of Persons
(n°20152528) and with the tenets if the Declaration of Helsinki. Fibroblast cell lines were
obtained from Coriell Institute for medicals Reseach (New Jersey, NJ, USA).

Retinal phenotype of atrophic AMD patients was assessed by multimodal imaging inclunding
auto-fluorescence and OCT scans (Spectralis®, Heidelberg Engineering, Germany).

hiPSC Generation from blood cells and fibroblasts

Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were isolated from blood by Ficoll. The PBMC
were maintained in StemSPAN media (StemCell, Vancouver, Canada) supplemented with 50
ng/mL SCF (R&D, Lille, France), 2 U/mL EPO (R&D) , 10 ng/mL FGF2 (Peprotech, Neuilly-
sur-Seine, France), 500 U/mL, 1 mM dexamethasone (Sigma), 40 pg/mL IGF-1 (Miltenyi,
Bergisch Gladbach, Germany), 10 pg/mL IL-3 (Miltenyi) and 50 ng/mL ascorbic acid (Sigma).
Cells were nucleofected with Yamanaka factors (Addgene, Cambridge, MA, USA: pCXLE-
hOCT3/4-shp53-F, pCXLE-hUL, pCXLE-hSK). At day 4 after nucleofection, cells were plated
onto feeders (MTI Globalstem, Gaithersburg, MD, USA). During 10 days cells were cultured
into DMEM/F12 media supplemented with: 10% KSR (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), 10
pg/mL FGF2, 2 uM SB431542 (R&D), 0.5 uM PD0325901 (Euromedex, Souffleweyersheim,
France), 2 uM thiazovivin (R&D), 3 uM CHIR99021 (Bertin Pharma, Montigny-le-Bretonneux,
France), 0.5 mM VPA (Sigma) and 0.25 mM NaB (Sigma).

Fibroblast cell lines were nucleofected with Yamanaka factors using the same protocol than
PBMC. At day 4 after nucleofection, DMEM/F12 media was supplemented with 10% KSR, 10
pg/mL FGF2, 2 uM SB431542, 0.5 uM PD0325901 and 0.5 mM VPA.

At day 10 post-reprogramming, VPA and NaB were removed from the culture medium. At day

15 post-reprogramming, SB461542, PD0325901, CHIR99021 and thiazovivin were removed
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from the culture medium. hiPS colonies appeared around 15-20 days of culture and were picked
about 2-3 weeks post nucleofection. The culture medium (DMEM F/12 + 20% KSR +10 pg/mL
FGF2) was changed every day.

Differentiation of hiPSC into RPE

To ensure chromosomal integrity differentiation of hiPSC was initiated before passage 10'°.
hiPSC were differentiated into RPE cells by switching the culture medium to DMEM High
Glucose (Invitrogen) supplemented with 20% KSR without FGF2 as previously described.
Pigmented areas with typical RPE appearance usually appeared three weeks after initiation of
differentiation. Specific selection of RPE cells was obtained after manual transfer of the
pigmented colonies into new plates (P0). hiPSC-RPE cells were cultured with DMEM High
Glucose supplemented with 4% KSR. Medium was changed twice a week. hiPSC-RPE cells
were passaged every 3 weeks up to two passages.

hiPSC and RPE Characterization

Cells were stained with pluripotency and RPE specific cell markers for immunostaining and
flow cytometry analyses. Briefly, hiPSCs were fixed with cold 4% paraformaldehyde for 20 min
and washed twice with phosphate buffer saline (PBS). Non-specific binding sites and
permeabilization were performed using a blocking solution containing PBS, 0.1% Triton X-100
(Sigma), 5% Goat Serum and 5% Horse Serum (Sigma) for 1 hour. Cells were then incubated
overnight at 4°C with the following primary antibodies diluted in blocking solution: Oct-4
(1/200, Abcam, Cambridge, MA, USA), Nanog (1/200, Abcam), ZO-1 (1/100, ThermoFicher,
Wathman, MA, USA), Bestrophine-1 (1/100, Novus Biological, Littleton, CO, USA), Pax6
(1/75, Abcam) and Tyrosinase (1/100, Abcam). Cells were washed twice in PBS, followed by
staining with the secondary antibodies (for Oct-4, Bestrophine-1 and Tyrosinase: Donkey Anti-
Rabbit IgG H&L Alexa Fluor 555 (Abcam); for Nanog, Pax6 and ZO-1: Goat Anti-Mouse IgG

H&L Alexa Fluor 488 (Abcam)). Nuclei were stained with DAPI (Invitrogen) and slides were
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mounted with Moviol (Sigma). Cells were observed with a Zeiss microscope and counted using
ZEN software (Iéna, Germany).

For FACS analysis, hiPSCs were dissociated using Accutase (ThermoFicher) for 5 min at room
temperature, then washed with DMEM/F12 media with 10% KSR and incubated with the
following primary conjugated antibodies: anti TRA-1-81-AlexaFluor 488 (1/25; BD
Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA), anti SSEA3 -AlexaFluor 488 (1/10; BD Biosciences)
for 30 min at 4°C in the dark. Stained cells were washed twice in PBS supplemented with 2%
SVEF. Cells were analyzed on FACS Verse (BD Biosciences) with 100,000 events acquired for
each sample. Data were analyzed with FlowJo® software (Ashland, OR, USA).

For phosphatase alkaline activity, hiPSC were fixed with 95% ethanol and incubated 10 minutes
with the Sigma Fast BCIP/NBT kit (Sigma) following the manufacturer’s instructions.
Transmission electron microscopy

The suspensions of retina cells were fixed for 1h with 2.5% glutaraldehyde in 1 M phosphate
buffer, pH 7.1. After PBS washes, cells were post-fixed for 45 min in 1% osmium tetroxide in
phosphate buffer. Dehydration was carried out using successive incubations of increasing
ethanol concentrations (from 50% to 100%). In all this experimental protocol, each incubation
has been centrifuged at 1000 rpm for 5 min, room temperature. Cell pellets were included in
epon resin and after 24 h of polymerisation, 70 nm sections were revalidez using an ultracut
UC6 of LEICA. Uranyl acetate (2% in 70% ethanol) and lead citrate were used as contrasting
agent. Pictures have been obtained on JEOL 1010 electron microscope at 80 KV with Olympus
digital camera (Quemesa) using Item software.

Measure of senescence by B-Gal activity

The hiPSC-RPE cells were seeded in 24-well plates and allowed to mature for up to 3 weeks
following final passage (P2). Cells at confluency showing typical cobblestone morphology and
presence of pigmentation were stained with SA-B-gal'® assay detection kit (Abcam) according to

the manufacturer’s instructions. The percentage of SA-B-gal positive cells was calculated by
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counting the number of labeled cells manually with ZEN software.

Iron Treatment and Induction of Oxidative Stress

ARPE-19 cells (at confluency) and hiPSC-RPE cells (3 weeks after P2) were treated for 24
hours with FeCl3-sodium nitrilotriacetate (Fe-NTA), at final concentrations of 5 to 20 mM as
previously described*’.

Oxidative Stress measurement

After treatment of cells with Fe-NTA, cells were washed with PBS and incubated with 1mL of
fresh culture medium supplemented with 10 pg/ml of DCFH-DA (Rosenkranz et al., 1992b)
(Sigma) for 1 hour at 37°C. The cells were then washed with PBS and maintained in 1 mL of
PBS-2% SVF culture medium. Fluorescence was measured with a microplate reader (Berthold
Technologies, Bad Wildbad, Germany; excitation 488 nm, emission 535 nm) and the intensity
values were calculated with Mithras software (Berthold Technologies).

MTT test

MTT assay (Sigma) was used to reflect cellular viability as previously described(Chen et al.,
2009). Briefly, after 24 hours of Fe-NTA exposure, medium was replaced with 0.5 mg/ml MTT.
Following 3h30 incubation at 37°C, cells were lysed with DMSO(Taghiloo et al., 2017).
Absorbance was then read at 540 nm and 620 nm (background) with a microplate reader (Tecan,
Mainnedorf, Suisse) and analyzed with Magellan software (Tecan).

Analysis of cell death pattern

To discriminate apoptosis and necrosis, dual staining with fluorescent Annexin V (apoptotic
cells) and propidium iodide (PI, necrotic cells) has been performed using flow
cytometry(Vermes et al., 1995). After Fe-NTA exposure, cells were collected and incubated
with Annexin V-FITC and PI solution (Abcam, ab14085) in 100 pL of 1X binding buffer for 5
minutes at RT in the dark. 20 000 cells per experiment were analyzed using FACS Verse (BD
Biosciences) and FlowJo® software (Ashland, OR).

Analysis of phagocytosis
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hiPSC-RPE cells were incubated 3 hours with fluorescent carbonylates-modified microspheres
(ThermoFischer). The cells were then washed 3 times with PBS and maintained in 1 mL of
PBS-2% SVF culture medium. Fluorescence (505/515 nm) was analyzed with FACS Verse (BD
Biosciences) and FlowJo® software (Ashland, OR).

Western Blot

hiPSC-RPE cells were lysed in the extraction buffer containing 50 mM Tris-HCI pH 7.5, 150
mM NaCl, 1 mM EDTA, 10% NP40, 0.1% de SDS, 12 mM sodium desoxycholate, 1 mM
Na3VO4, 1 mM NaF and 2 mM PMSF. Cells were sonicated for 10 seconds before protein
concentration determination by the Bradford colorimetric assay. Forty micrograms of proteins
were separated on SDS-PAGE and electrotransferred onto polyvinylidene difluoride
membranes. The membrane was blocked in 5% non-fat milk and 0.1% Tween 20 in phosphate-
buffered saline (PBS) and then was incubated with primary antibodies (Transferrin, Santacruz;
B-Actin, Invitrogen; Cathepsine D, GeneTex) at 4°C overnight (Table 1). The membrane was
rinsed with 0.1% Tween 20 in PBS and incubated with secondary antibody for 1 hour. Blots
were developed by enhanced chemiluminescence (ECL). Relative band density was determined
with Image] software (developed by Wayne Rasband, National Institutes of Health, Bethesda,
MD; available at http://rsb.info.nih.gov/ij/index.html). B-Actin was used as loading and quality

control.
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FIGURES

Figure 1: Clinical information of healthy people and patients affected by AMD included in this

study. Fundus examination and optical tomography coherence imaging of patient affected by

AMD (A-B). Donors characteristic and clinicals information (C)

C Name Sex Age Age of diagnostic Clinical informations
(years) (years)

AMD 1 Male 72 59 Bilateral

AMD 2 Male 79 78 Bilateral

AMD 3 Female 76 74 One eye

AMD 4 Male 72 70

AMD 5 Male 75 71 Bilateral

AMD 6 Female 91 89 Bilateral
Control 1 Female 65 - -
Control 2 Male 71 - <
Control 3 Male 81 - -
Control 4 Male 74 - -
Control 5 Female 40 - =
Control 6 Male 46 - =
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Figure 2: Characterisation of hiPSC and hiPSC-RPE cells (A) Alkaline phosphatase activity of
hiPSC cells (B) Typical morphology of hiPSC-RPE. (C) Transmission electron microscopy
analysis of RPE cells showing typical morphologic features such as basal nuclei, microvilli, and
pigmentary granules. (D) Quantitative flow cytometry analysis of both typical embryonic stem
cell surface markers TRA1-81, SSEA-3 and Lin 28 and of typical RPE cell surface markers
TYRPI1 and a-cytokeratine. (E) Representative immunofluorescence analysis of pluripotency
specific markers of both stem cells NANOG and OCT-4 and of typical RPE cell surface markers

BEST-1, PAX6, ZO-1 and TYRP1. Nuclei were stained with DAPI.
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Figure 3: Senescent phenotype of both hiPSC-RPE control and AMD cells. (A) SA-B-Gal
activity (blue) in both hiPSC-RPE Control and AMD cells (B) Quantification by manual
counting of SA-B-Gal activity in both hiPSC-RPE Control (N=5) and AMD (N=4). Values are
mean = SEM, hiPSC-RPE Control: 16 451 cells count; hiPSC-RPE AMD: 12 829 cells count.

Statistical analysis: T-test (two tail).
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Figure 4: Quantification of DCFH-DA oxidation induced by Fe-NTA treatment during 24 hours
in both hiPSC-RPE Control and AMD cells. Comparison of each dose with Control condition
for hiPSC-RPE Control cells (A) and hiPSC-RPE AMD cells (B) and between hiPSC-RPE
Control cells and AMD cells for each dose (C). Control cells (N=5) and AMD cells (N=6),
triplicate  per cell line. Statistical analysis: ANOVA Two-Way, post hoc

Bonferroni.*p<0,05**p<0,01***p<0,0001
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Figure 5: Quantification by MTT test of cell death induced by Fe-NTA treatment during 24
hours in both hiPRC-RPE control and AMD cells. Comparison of each doses with control
condition for hiPSC-RPE Control cells (A) and hiPSC-RPE AMD cells (B) and between hiPSC-
RPE Control cells and AMD cells (C). Control cells (N=6) and AMD cells (N=6), triplicate per
cell line. Statistical analysis: ANOVA One-Way, post hoc Dunnet’s (A-B), ANOVA Two-Way,

post hoc Bonferroni (C). *p<0,05**p<0,01***p<0,0001
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Figure 6: Flow cytometry analysis of cell death during Fe-NTA treatment by Annexin
V/propidium iodide (PI) test in both hiPRC-RPE Control and AMD cells. Pourcentage of
Annexin V positive cells (A) and PI positive cells (B) during Fe-NTA exposure. Control (N=4)
and AMD (N=6), one analyse per cell line.Statistical analysis : ANOVA One-Way, post hoc
Dunnet’s (A-B), ANOVA Two-Way, post hoc Bonferroni (C). Comparison of each doses

between hiPSC-RPE Control and hiPSC-RPE AMD for each dose. *p<0,05
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Figure 7: Analysis of hiPSC-RPE cells phagocytosis activity during oxidative stress induced by

Fe-NTA treatment. (A) Flow cytometry analysis of phagocytosis by fluorescent carbonylates-

modified microspheres during Fe-NTA treatment in both hiPSC-RPE Control (N=6) and AMD

(N=6), two analyses per cell line. (B) Comparison bewtween hiPSC-RPE Control and hiPSC-

RPE AMD of phagocytosis during Fe-NTA exposure. Statistical analysis : ANOVA Two-Way,

post hoc Bonferroni. Comparison of each doses with control condition for hiPSC-RPE Control

cells (*) and hiPSC-RPE AMD cells and between hiPSC-RPE Control cells and AMD cells (1).
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Figure 8: Analysis of hiPSC-RPE cells lysosomal activity during oxidative stress induced by
Fe-NTA treatment (A) Western blot analysis of pro-CatD and mature CatD during Fe-NTA
treatment in both hiPRC-RPE Control and AMD. (B) Western blot quantification of pro-CatD
and mature CatD during Fe-NTA treatment in both hiPRC-RPE Control (N=6) and AMD
(N=6), one analyse per cell line. Statistical analysis : ANOVA Two-Way, post hoc Fisher LSD.

Comparison of each doses between hiPSC-RPE Control cells and AMD cells (*). *p<0,05
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I. Analyse du métabolisme mitochondrial

Les mitochondries sont des organelles intracellulaires indispensables au
fonctionnement et a la survie des cellules de 'EPR (Scott W. Cousins, 2015). Elles sont
constituées de deux membranes (intérieure et extérieure) et de deux compartiments
(chambre extérieure et intérieure) (Figure 32. A-B). Tandis que la membrane externe
entoure la mitochondrie, la membrane interne se projette dans la cavité mitochondriale et
forme un réseau d’invaginations appelées crétes mitochondriales. Cette membrane permet
la division de la mitochondrie en deux chambres : la chambre extérieure, correspondant a
I'espace entre les deux membranes; la chambre intérieure contenant la matrice
mitochondriale, matériel généralement dense et homogene constitué de granules, de

cristaux protéiniques, de minéraux et d’ADN (Callen and Perasso, 2005; Robertis, 1983).

Granule
Membrane extérieure
Membrane intérieure
Chambre extérieure

Figure 32 : A) Schéma tridimensionnel d’'une mitochondrie coupé longitudinalement. B) Microscopie
électronique d’'une mitochondrie.

Matrice (m), membrane externe (me), membrane interne (mi), crétes mitochondriales (cm).

Adaptée d’apres Robertis, 1993.

De plus en plus d’études suggeérent un rdéle central du dysfonctionnement
mitochondrial dans le développement de la DMLA (Feher et al., 2006 ; Karunadharma et
al, 2010 ; Terluk et al, 2015). Une analyse approfondie de cette organelle peut donc
mettre en évidence des mécanismes cellulaires importants pour la compréhension de cette

maladie.
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I.1 - Matériels & méthodes

* Analyse de la morphologie mitochondriale

1-Microscopie électronique a transmission : Les cellules CSPi-EPR sont

détachées par 5 minutes de tryple (Invitrogen) a 37°C puis fixées pendant 1 heure avec
PBS (tampon phosphate salin) avec 2,5 % de glutaraldéhyde, pH 7,1. Apres plusieurs
ringcages au PBS, les cellules sont post-fixées pendant 45 minutes dans une solution de
PBS-tétroxyde d’osmium 1%. Les échantillons sont ensuite déshydratés par des
incubations successives dans des bains d’éthanol a concentrations croissantes (50%
jusqu’a 100%). Apres chaque incubation les cellules sont centrifugées 5 minutes a 1000
rotations par minutes a température ambiante. Le culot cellulaire est inclus dans une
résine epon apres 24 heures de polymérisation, puis coupé a l'ultramicrotome UC6 (Leica
Biosystem) en coupes de 70 nm. Les coupes sont ensuite incubées avec des agents
contrastants, l'acétate d’'uranyle 2% et du citrate, puis observées au microscope
électronique JEM-1010 (JEOL) a 80 KeV (kiloelectron-volt). Les clichés ont été obtenus

avec une caméra digitale Olympus (Quemesa) via le logiciel de traitement d'image iTEM.

2-Immunoflorescence du réseau mitochondrial: Le réseau

mitochondrial a été mis en évidence grace au kit MitoTracker® Red CMXRos (Invitrogen)
suivant les recommandations du fabriquant. Apres 24 heures de traitement au Fe-NTA, les
cellules cultivées sur labteck sont incubées 15 minutes a 37°C avec 20 mM du colorant
MitoTracker Red CMX Ros (excitation : 579 nm / émission : 599 nm). Apres deux ringages
au PBS, les cellules sont fixées au PBS-PFA (paraformaldéhyde) 4% pendant 20 minutes a
4°C. Les noyaux sont colorés par incubation avec du DAPI (4',6-diamidino-2-phénylindole ;
Invitrogen) au 1/500 dans du PBS-Trition 0,5%. Les lames, montées au Moviol (Sigma),

sont observées a I'aide du microscope Zeiss et I'analyse par le logiciel Zen.

*  Mesure du potentiel membranaire mitochondrial : Dans notre étude, nous
avons mesureé le potentiel membranaire mitochondrial en condition basale et lors de
différents traitements au Fe-NTA pendant 24 heures. La fluorescence de la sonde DiOCz(3)

(3,3'-Diethyloxacarbocyanine iodide) est corrélée au potentiel mitochondrial, ainsi une
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diminution de la fluorescence est signe d’'une altération fonctionnelle des mitochondries.
Ce parametre est utilisé pour déterminer la viabilité mitochondriale (Zorova et al., 2017).

Nous avons déterminé le potentiel membranaire mitochondrial en quantifiant la
fluorescence de la sonde DiOCz(3) (Kit MitoProbe™ DiOC2(3) Assay, Invitrogen). Les
cellules sont détachées par 5 minutes de tryple (Invitrogen) a 37°C puis filtrées sur tamis
100 pm. 1 000 000 cellules sont remises en suspension dans 1 mL de PBS-SVF (sérum de
veau feetal) 2% et incubées 30 minutes a 37°C avec 5 pL de DiOC2(3) (excitation : 482 nm /
émission : 488 nm). Pour le contrdle négatif, les cellules sont au préalable incubées 5
minutes a 37°C avec 1 uL de CCCP (Carbonyl cyanide m-chlorophenyl hydrazone). Apres
deux ringages au PBS, les cellules sont reprises dans 500 uL de PBS-SVF 2% et analysées

par le FACS Verse (BD Biosciences). Les résultats ont été traités via le logiciel Flow]o v10.

*  Quantification des lésions de 'ADN mitochondrial (ADNmt) : Le génome
mitochondrial, d'une taille de 16,6 kb, est circulaire et code pour 13 protéines participant a
la chaine respiratoire des électrons (Terluk et al, 2015). Contrairement a I’ADN
génomique (ADNg), le ADNmt est constitué essentiellement d’exons. Ainsi, les dommages
induits par les ERO peuvent produire des mutations graves pour le fonctionnement de
cette organelle. La long-extension PCR (LX-PCR) est une technique permettant la mise en
évidence de dommages au niveau de 'ADNmt (Santos et al., 2002, 2002). Elle est basée sur
le principe suivant lequel les lésions a I’ADN (cassure, apparition de dimeres...) vont
ralentir ou bloquer les ADN polymérases thermostables, empéchant la synthese d'un
produit complet. Ainsi, lors de la LX-PCR, une amplification faible est le résultat d’'un

génome mitochondrial endommagé (Terluk et al,, 2015).

1-Extraction de I'ADNg : les ADNg ont été extraits a partir de culots

secs de PBMC via le Kit Nucleospin Tissue (Macherey-Nagel). Leur intégrité a été vérifiée
par migration sur gel d’agarose 1%. Une mesure de la concentration d’ADN et de sa
qualité, a été effectuée par spectrophotométrie (mesure de la densité optique a 260 nm et
rapport DO 260 / DO 280). Les échantillons d’ADN ont été stockés a -20°C jusqu’a

utilisation.

2-LX-PCR: 200 ng d’ADNg sont amplifiés suivant les instructions du

Kit AccuPrime Taq DNA Polymerase System (Invitrogen). Les 5 couples d’amorces utilisés
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pour I'étude des différentes régions de ADNmt (Figure 33) ainsi que les cycles de PCR
utilisés ont été décrits précédemment dans la littérature (Karunadharma et al.,, 2010;
Terluk et al., 2015). Briévement, la dénaturation commence, pour les régions I a IV, par
une phase d’initiation de 30 secondes a 94°C. Elle est suivie par une étape de dénaturation
a 94°C pendant 30 secondes de 21 cycles pour la région I et 25 cycles pour les régions II, I
et [V. Pour I'’ensemble des amorces, la phase d’hybridation/extension est réalisée pendant
30 secondes a 57°C. L'extension finale est effectuée a 68°C pendant 4 minutes pour les
régions [ et I, 6 minutes pour la région Il et 2 minutes et 30 secondes pour la région IV.

Pour prendre en compte les différences du contenu en ADNmt entre les individus, chaque
amplification est normalisée par I'amplification d'une petite région du ADNmt (191
ADNmt) (Terluk et al., 2015). En effet, la probabilité qu'un dommage a I’ADN survienne
dans cette région étant faible, sa mesure permet de déterminer le nombre relatif de
molécules de ADNmt par échantillon. Pour les amorces du fragment 191 bp ADNmt (Total
ADNmt), la dénaturation initiale, similaire aux autres régions, est suivie par 19 cycles de
dénaturation a 94°C pendant 30 secondes. L’hybridation/extension ainsi que I'extension

finale sont réalisées a 55°C pendant 30 secondes.
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Amorces Direction Séquence (5'-3')
Région | Sens CAC TGA AAATGT TTA GAC GGG CTC ACA
Anti sens |GAG GGG GAATGCTGG AGATTGTAATG
Région Il Sens CCATCACCATTACAATCTCCAGCATTCC
Anti sens |CTC CAC AGA TTT CAG AGC ARR GAC CG
Région Ill Sens GAC CGG GGG TAT ACT ACG GT
Anti sens |TGT CAG GGA GGT AGC GAT GA
Région IV Sens CAT ACA CAA ACG CCT GAG CCCTAT CT
Anti sens |GCT TTG GGT GCT AAT GGT GGA GTT AAA
ADNmt Total Sens CAG TGA AAT TGA CCT GCC CGT GAA
Anti sens |CTC TAG CAT GTA CTG CTC GGA GGT

Figure 33 : Localisation au niveau du génome mitochondrial (A) et séquence (B) des couples d’amorces utilisés
pour 'amplification des quatre régions de '’ADN mitochondrial.
Modifiée d’aprés Karunadharma, 2010.

3-Quantification de '’ADNmt amplifié : le kit Quant-iT™ PicoGreen®

dsDNA Assay Kit (Invitrogen) a été utilisé suite a la LX-PCR pour quantifier '’ADN
mitochondrial amplifié suivant les instructions du fabricant. Ainsi, 2 pL de produits PCR
ont été dilués au 1/50 dans du tampon TE (fourni avec le kit) dans un puit de plaque 96
puits. Les échantillons sont ensuite incubés 3 minutes a 'obscurité avec 100 pL du réactif
Quant-iT PicoGreen (excitation : 480 nm / émission : 520 nm) avant d’effectuer la lecture
de la fluorescence grace a 'appareil Mitras (Berthold Technologies, excitation : 485 nm /

émission : 535 nm).

4-Calcul des lésions a I'ADN des mitochondries: la fréquence des

altérations de 'ADNmt est calculée suivant I'équation de Poisson et assumant une
distribution aléatoire des lésions (Terluk et al., 2015). Ainsi, 'équation f{x)=e* A*/x ! (x=0

pour les molécules d’ADN sans 1ésions) permet le calcul de la fréquence des lésions (A).
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Elle peut étre redéfinie par, x=0, A=-In Ap/Ao (Ap, amplification d’ADN endommagés / Ay,
amplification d’ADN non endommagé) (Karunadharma et al., 2010). En d’autres termes, la
fréquence des lésions induites en milieu pro-oxydant par 10 kb au niveau du génome
mitochondrial a été calculée en divisant I'amplification de I’échantillon en condition basale
par celle lors d’'un traitement a 15 mM de Fe-NTA pendant 24 heures. Chaque
amplification a été normalisée par 'amplification de ’ADN mitochondrial total (Total mt

DNA).

1.2 - Résultats & Perspectives

Avec le vieillissement, le systeme mitochondrial va subir de multiples changements
morphologiques et fonctionnels (Lefevere et al.,, 2017; Shigenaga et al., 1994). Ainsi, le
nombre de mitochondries et leur densité matricielle vont diminuer (Bianchi et al,, 2013 ;
Payne and Chinnery, 2015). Par microscopie électronique, nous avons analysé la
morphologie de ces organelles au niveau des cellules hCSPi-EPR controle et DMLA.
Généralement de forme allongée, nous avons observé dans cette analyse un aspect arrondi
des mitochondries dans les deux populations de cellules (Figure 34. A-B). Ce changement
morphologique a déja été observé et est généralement associé au processus de sénescence
(Bianchi et al, 2013). Certaines mitochondries présentent aussi une désorganisation
membranaire signe de ferroptose (Figure 34. C-D) avec une perte des crétes accompagnée
d’'une diminution de la densité en électrons de la matrice. L’ensemble de ces observations
confirme les résultats obtenus par l'analyse de la [3-Galactosidase (Cf. Article « Typical
disease-phenotype of hiPSC-RPE derived from dry AMD ») : les cellules hCSPi-EPR dérivés
de cellules dgées conservent les modifications morphologiques liées au vieillissement.
Bianchi et al., ont mis en évidence que ces altérations, induites physiologiquement avec
'age, sont plus accentuées au niveau des cellules de 'EPR dérivées de patients DMLA
comparés a des sujets sains, avec des mitochondries plus petites et moins nombreuses
(Bianchi et al, 2013). Dans notre étude, nous n’avons pas observé de différences
morphologiques au niveau mitochondrial entre les cellules hCSPi-EPR controles et DMLA

(Figure 34).
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Figure 34 : Analyse de la morphologie des mitochondries par microscopie électronique a transmission au niveau
de cellules hCSPi-EPR contrdle (A-C) et DMLA (B-D).
Les mitochondries sont désignées par une fleche. Une altération de I'organisation est signalée par un astérisque.

Une interruption entre les membranes interne et externe des mitochondries
peut aussi étre observée au niveau de cellules de 'EPR provenant de sujet sains et de
patients DMLA, caractéristique d’altérations pré-apoptotiques (Bianchi et al, 2013).
Aujourd’hui, la voie de mort cellulaire impliquée dans la dégénérescence des cellules de
I’EPR au cours de la DMLA n’est pas encore clairement établie (Hanus et al,, 2013 ; Liang
and Godley, 2003). En effet, méme si de nombreuses études postulent que I'apoptose est le
mécanisme principal (Zhu et al., 2016), I'analyse histopathologique des 1ésions survenant
lors du développement de la DMLA décrit des processus inflammatoires (infiltration de
cellules microgliales, recrutement de macrophages et activation du systéeme du
complément) spécifiquement retrouvés dans la nécrose (Donoso et al., 2006 ; Parmeggiani
et al,, 2012). L’apoptose peut étre mise en évidence par la fragmentation mitochondriale
(Sugioka et al.,, 2004). Les mitochondries sont des organelles dynamiques, en constant
processus de fusion et de fission. Cette dynamique est essentielle pour le maintien de la

forme, de la taille et de la fonction des mitochondries (Sauvanet et al., 2010).

211



Au niveau de la figure 35, nous pouvons observer, au niveau des cellules ARPE-19, qu’en
condition basale les mitochondries ont une morphologie filamenteuse. Lors d'un
traitement de 10 mM de Fe-NTA pendant 24 heures, alors que la viabilité cellulaire n’est
pas altérée (Cf. Article « hRPE cells derived from induced pluripotent stem cells better
recapitulate oxidative stress responses than ARPE-19 cells »), il apparait un aspect
ponctué des mitochondries, traduisant un fractionnement de ces organelles. Or, la fission
mitochondriale serait stimulée par la présence du cytochrome c (Chan, 2012). A contrario,
la fusion mitochondriale protege des stimuli apoptotiques. Par ces observations nous
confortons I'hypothese selon laquelle les cellules de I'EPR dégénérent par apoptose lors

d’un stress oxydatif.

10 mM Fe-NTA

Controle

Figure 35 : Mise en évidence des mitochondries par le colorant mitotracker (rouge) au niveau des cellules ARPE-
19 en condition contréle et lors d’'un traitement a 10 mM de Fe-NTA pendant 24 heures.
Les noyaux sont colorés au DAPL
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Nous avons précédemment mis en évidence que les cellules ARPE-19 et hCSPi-EPR
présentent I'expression de marqueurs pro-apoptotiques lors des traitements au Fe-NTA
(Cf. Article « hRPE cells derived from induced pluripotent stem cells better recapitulate
oxidative stress responses than ARPE-19 cells »). Cependant, cette analyse avait aussi
révélé la présence de marqueurs nécrotiques, uniquement au niveau des cellules hCSPi-
EPR. Le mécanisme de mort impliqué dans la mort des cellules ARPE-19 peut donc étre
différent de celui des cellules hCSPi-EPR. La présence d’apoptose dans la dégénérescence
de ces cellules dans la DMLA doit donc étre confirmée par I'analyse du dynamisme des

mitochondries au niveau des cellules hCSPi-EPR.

Le stress oxydatif est un des facteurs principaux impliqués dans le vieillissement et
dans la dégénérescence des cellules de 'EPR (Shigenaga et al., 1994). La production d’ERO
va avoir des conséquences importantes sur la morphologique et le fonctionnement des
mitochondries (Balaban et al,, 2005). En effet, il a été mis en évidence dés 1979 qu'un
stress oxydant va induire une augmentation abrupte de la perméabilité membranaire
mitochondriale (Haworth and Hunter, 1979). Le potentiel membranaire des
mitochondries est généré par des pompes a protons localisées au niveau des complexes I,
Il et IV de la mitochondrie (Zorova et al., 2017). Avec le gradient de protons, le potentiel
membranaire est essentiel au stockage de I'énergie (ATP). Il est stable au cours du temps,
permettant le maintien du fonctionnement cellulaire normal.

Lors de I'analyse du potentiel membranaire mitochondrial, les cellules hCSPi-EPR DMLA se
sont réparties selon deux profils (Figure 36. A-B) :

- Le groupe 1dont le potentiel membranaire mitochondrial est similaire a
celui des hCSPi-EPR contrdle, que ce soit en condition basale ou lors de I"'accumulation
intracellulaire de Fe-NTA. Ainsi, en 'absence de traitement, 91,8 + 1,6 % des cellules
controles et 84,93 * 7.02 % des cellules DMLA possedent des mitochondries
fonctionnelles. Lors du stress oxydant induit par le fer, le potentiel membranaire
mitochondrial va étre altéré de fagon dose-dépendante.

- Le groupe 2 dont le potentiel membranaire mitochondrial est altéré dans
80% de la population cellulaire en condition basale. De facon similaire aux hCSPi-EPR
controle et DMLA groupe 1, les différents traitements au fer vont induire un

dysfonctionnement supérieur du réseau mitochondrial.
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Figure 36: Analyse du potentiel membranaire mitochondrial par cytométrie en flux (A) et représentation
graphique (B) en condition contréle ou lors de traitement au Fe-NTA de 24 heures au niveau des cellules hCSPi-
EPR contrdle et DMLA.

hCSPi-EPR contréle (N=3) et DMLA (N=4, 2 par groupes).

214



Méme si ces observations restent a confirmer, ces résultats préliminaires décrivent
la présence prépondérante de mitochondries altérées au niveau du groupe 2 des cellules
hCSPi-EPR DMLA. L’hétérogénéité du réseau mitochondrial a déja été décrit dans la
littérature et semble étre en lien avec le déséquilibre entre fragmentation et fusion
mitochondriale induit par le stress oxydatif (Zorova et al., 2017). Ainsi, les ERO vont
induire la ségrégation des mitochondries en deux types de population suivant le potentiel
membranaire mitochondrial : les mitochondries normales et celles ayant subi des
dommages (Zorov et al, 2016). En condition physiologique, les mitochondries
endommagées vont étre dégradées par mitophagie et étre remplacées (Bingol and Sheng,
2016). Ainsi, les organelles altérées vont étre ubiquitinylées puis éliminées par autophagie
avec la participation des protéines PINK1, Nix et LC3 (Zorov et al, 2016). Avec le
vieillissement, les systemes de dégradation et/ou de réparations mitochondriales vont
étre moins efficaces. La proportion importante de mitochondries altérées au niveau des
hCSPi-EPR DMLA du groupe 2 peut étre expliquée par un dysfonctionnent du systeme de
contrdle qualité des mitochondries, aboutissant a une accumulation de ces organelles
endommageées (Zorov et al.,, 2016). L’analyse des processus de dégradation nous permettra

de conforter cette hypothese.

Le dysfonctionnent mitochondrial induit par le stress oxydatif peut étre expliqué
par l'altération de 'ADNmt (Balaban et al., 2005). Plusieurs études ont par ailleurs mis en
évidence que '’ADNmt est plus susceptible aux dommages induits par les ERO que ’ADN
nucléaire (Santos et al., 2002). Cette différence peut étre expliquée par la proximité de
I’ADNmt du site de production d’ERO. Ainsi, suivant un cercle vicieux, la production de
stress oxydatif va induire des dommages a 'ADNmt, aboutissant a une plus grande
production d’ERO (Balaban et al., 2005). Dans le cas de la DMLA, plusieurs études ont mis
en évidence des altérations de I’ ADNmt au niveau de cellules de I'EPR post-mortem de
patients atteints par cette maladie (Karunadharma et al., 2010; Terluk et al., 2015).

Nous avons quantifié par LX-PCR le taux de lésions au niveau de I’ ADNmt des cellules
hCSPi-EPR contrdole et DMLA. Dans ces résultats préliminaires, nous n’avons observé
aucune différence en condition basale dans I'amplification relative de I' ADNmt entre les
deux types de population (Figure 37.A). Le stress oxydatif induit par le traitement au Fe-
NTA (15 mM pendant 24 heures) a provoqué des lésions au niveau du génome

mitochondrial des hCSPi-EPR de facon similaire entre les cellules contréle et DMLA, a
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I'exception de la région II et IV. En effet, dans ces régions, le nombre de 1ésions par 10
kilobases est environ 3 a 4 fois plus important au niveau des cellules dérivées de patients

atteints par la DMLA (Figure 37.B).
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Figure 37 : A) Relative amplification de 'ADN mitochondrial des cellules hCSPI-EPR contréle (N=2) et DMLA
(N=2) en condition basale. B) Taux de lésions par 10 kilobases (kb) détectées au niveau de ’ADN mitochondrial
des cellules hCSPI-EPR contréle (N=1) et DMLA (N=1) lors d’un traitement au Fe-NTA de 15 mM pendant 24
heures.

Ces observations doivent étre confortées par 'augmentation du nombre de lignées
et une analyse statistique. Cependant, ces premiers résultats corroborent ceux de Terluk et
al,, publiés en 2015 (Terluk et al., 2015). Dans leurs travaux, ils ont mis en évidence la
présence de dommages a '’ADNmt au niveau de cellules de I'EPR post-mortem provenant
de patients atteints de la DMLA, principalement au niveau des régions I, II et IV. Ces
régions sont impliquées dans la production d’ATP et la régulation de la transcription. La
présence de mutations dans ces régions du génome mitochondrial pourrait aboutir a une
production incorrecte des protéines mitochondriales. Il a en effet été montré que la
proportion de protéines mitochondriales endommagées était liée a la progression de la
DMLA (Karunadharma et al., 2010; Nordgaard et al., 2008). Les dommages au niveau de
I’ADNmt pourraient donc étre en partie responsables du dysfonctionnement des cellules

de 'EPR dans le développement de la DMLA (Figure 38, Nordgaard et al., 2008).
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Figure 38: Hypothése du développement de la DMLA basé sur l'implication des dommages de I'ADN
mitochondriale au cours du vieillissement pathologique aboutissant au dysfonctionnement des cellules de I'EPR.
Modifiée d’aprés Karundharma, 2010.

La mitochondrie semble donc étre particulierement impliquée dans la
physiopathologie de la DMLA. La protection de cette organelle contre le stress oxydatif et
le maintien de sa fonction semble étre une stratégie thérapeutique intéressante pour le
traitement de cette maladie. En effet, des études cliniques ont mis en évidence une
stabilisation de la vision chez des patients atteints de forme précoce de la DMLA en
utilisant une combinaison d’antioxydants et de molécules ciblant le fonctionnement

mitochondrial (acétyl-L-carninitine) (Feher et al., 2006).

I.1 - Matériels & méthodes

L’ensemble des informations nécessaires a la compréhension et reproduction des
expériences (composition des milieux, traitement au Fe-NTA, mesure de la viabilité
cellulaire par le MTT (sel de tétrazolium) test, mesure de la production de ERO par le
DCFH-DA (dichloro-dihydro-fluorescein diacetate), étude de la phagocytose) sont

présentées dans la partie « Material & methods » de l'article intitulé « hRPE cells derived
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from induced pluripotent stem cells better recapitulate oxidative stress responses than
ARPE-19 cells ».

Brievement, les cellules ARPE-19 ont été maintenues en culture dans du milieu DMEM
F12, 10% SVF, 1% d’acides aminées non essentiels et 0,1% de [-mercaptoéthanol. A
confluence, elles ont été traitées a différentes concentrations de Fe-NTA (5, 10, 15 et 20
mM) pendant 24, 48 ou 72 heures. A la fin des différents traitements, la survie cellulaire
(test colorimétrique MTT), la production de stress oxydatif (test de luminescence DCFH-

DA) et la phagocytose (billes fluorescentes, cytométrie en flux) ont été analysées.

De plus, nous avons aussi observé les changements morphologiques des cellules
ARPE-19 induits par une culture prolongée pendant 4 semaines. Suivant le protocole
établit par Samuel and al., nous avons diminué la concentration de sérum dans le milieu de
culture a 1% (Samuel et al,, 2017). Pour s’assurer que ces modifications étaient liées
uniquement a la durée de culture, nous avons aussi réalisé ces expériences avec du milieu

ayant une concentration de sérum classique (10%).

II.2 - Résultats & Perspectives

A. Effet d’'un stress oxydatif succinct et chronique sur la phagocytose

des cellules ARPE-19

Dans l'article intitulé « hRPE cells derived from induced pluripotent stem cells
better recapitulate oxidative stress responses than ARPE-19 cells », nous avons mis en
évidence que 'accumulation de Fe-NTA au niveau des cellules ARPE-19 est responsable de
la production d’ERO ainsi que de I'apparition d’'une mort cellulaire par apoptose.

Nous nous sommes par la suite intéressés a I'impact de ce stress oxydatif sur la fonction
principale de ces cellules, la phagocytose. En effet, il avait été montré précédemment
qu'une accumulation intracellulaire de fer était responsable de l'inhibition de la
phagocytose au niveau des cellules ARPE-19 (Chen et al.,, 2009). Lors de nos travaux, nous
avons conforté ces résultats en mettant en évidence une diminution de la phagocytose en
absence d’une atteinte de la viabilité cellulaire (Figure 39.A). Cette inhibition semble étre
dose-dépendante, ainsi 53,61 * 7,5% des cellules phagocytent pour une dose de 5mM,

47,39 +7,01% pour 10 mM et seulement 19,82 + 9,9% pour 15 mM de Fe-NTA.
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Lors des traitements chroniques de 48 et 72 heures (Figure 39. B-C), la viabilité cellulaire
semble altérée plus rapidement que lors d’un traitement unique, des 10 mM de Fe-NTA
(76,85 £ 7,9% pour 48 heures et 76,10 * 5,4% pour 72 heures). Cette diminution de la
survie cellulaire parait étre corrélée a une augmentation de la phagocytose. Ainsi, alors
que cette fonction semble inhibée pour une dose de 5 mM (53,6 + 7,5% a 24h ; 37,9 + 8% a
48 heures; 19,1 £ 5,2% a 72 heures) aucun changement n’est observé a 10 mM de Fe-NTA
lors de traitements de 48 et 72 heures (81,29 + 20,6% et 62.14 + 23,9% respectivement). A
contrario, lorsque la survie cellulaire parait altérée (15 mM de Fe-NTA pendant 48 et 72
heures, 67,9 + 8% et 75.89 + 4,8% respectivement), la phagocytose est supérieure a celle

observée en une situation basale (159,3 + 23,3% a 48h et 173,6 £ 22% a 72 heures).
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Figure 39: Analyse de la phagocytose et de la viabilité cellulaire des cellules ARPE-19 lors de différents
traitements au Fe-NTA pendant 24 heures (A) 48 heures (B) et 72 heures (C).

Suite a ces premieres observations qui doivent étre confirmées par une
augmentation de nombre d’échantillons et une analyse statistique, nous avons supposé
que la viabilité cellulaire avait un impact sur l'activité de phagocytose. Lors de I'analyse de
cette fonction suite a un traitement succinct de 24 heures, les doses utilisées pour induire
une accumulation intracellulaire de fer n’avaient pas d’impact sur la survie des cellules.
Afin de confirmer les résultats obtenus lors des traitements chroniques de 48 et 72 heures,
nous avons donc réitéré ces expériences apres un traitement de 24 heures en augmentant
la concentration de Fe-NTA ajoutée dans le milieu. Dans l'article intitulé « hRPE cells
derived from induced pluripotent stem cells better recapitulate oxidative stress responses
than ARPE-19 cells », nous avons montré que la survie des cellules ARPE-19 chute

drastiquement entre 15 mM (120 = 14,7%) et 20 mM de Fe-NTA pendant 24 heures (7,96
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+ 1,7%). Nous avons donc évalué, dans un premier temps, la dose de Fe-NTA minimale, se
situant en 15 et 20 mM, nécessaire pour réduire la survie des cellules ARPE-19 apres 24
heures en milieu pro-oxydant. Ainsi, nous avons observé une diminution dose-dépendante
de la viabilité cellulaire, qui semble étre particulierement importante a partir de 16 mM de
Fe-NTA (Figure 40.A).

Deuxiemement, nous avons quantifié l'efficacité de la phagocytose pour chacune des doses
et corrélé ces résultats a la survie cellulaire (Figure 40.B). Avant 15,5 mM de Fe-NTA, dose
limite ou la survie des cellules ne semble pas altérée, la phagocytose est inhibée de fagon
dose-dépendante. A partir d’'une dose de 16 mM de Fe-NTA, la phagocytose des cellules
ARPE-19 augmente se rapprochant de la condition controle. Pour des doses supérieures a

16 mM, la phagocytose est de nouveau largement diminuée.
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Figure 40 : Viabilité cellulaire (A) et activité de phagocytose (B) des cellules ARPE-19 en condition contréle ou
lors de traitement au Fe-NTA de 24 heures.

L’ensemble de ces observations conforte I'hypotheéses selon laquelle, lors du
vieillissement, la phagocytose des cellules de 'EPR est altérée (Wang et al., 2009). Il a été
montré que la diminution de cette fonction cellulaire serait impliquée dans le
développement de la DMLA, et particulierement dans la formation des drusen (Tian et al.,
2017). Ainsi, en accordance avec nos résultats et les mécanismes pathologiques déja
connus comme participant au développement de la maladie, nous avons établi I'hypothese

(Figure 41) suivante: au cours du vieillissement, 'augmentation du stress oxydatif va
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aboutir a une diminution de la phagocytose (Li, 2013; Tian et al., 2017). Lorsque la
quantité d’ERO produite dépasse un seuil et atteint la viabilité cellulaire, les cellules de
I’EPR vont augmenter leur capacité de phagocytose afin de se protéger et de dégrader les
constituants néfastes a la survie. Il est possible que des facteurs moléculaires responsables
de 'homéostasie cellulaire participent a cette activation de la phagocytose. Cette fonction
étant associée a la production de déchets, une phagocytose excessive peut étre a I'origine
de la production de déchets importants, s’accumulant et participant a la formation des
drusen. Cependant, ce mécanisme de défense ne serait que transitoire, présent lors d’'une
souffrance cellulaire et avant un processus de dégénérescence des cellules de 'EPR, stade
critique ou la phagocytose est a nouveau largement inhibée. A cette étape, les cellules de
I’EPR ne seraient plus a méme d’éliminer tous les débris cellulaires et induiraient alors la
production de MMPs, protéines responsables de la dégradation de la matrice
extracellulaire (Kolar, 2013). Une quantification de la production des MMPs lors de nos

différents traitements pro-oxydant pourrait conforter notre hypothese.
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Figure 41: Hypothese sur l'interaction entre le stress oxydatif et de la phagocytose et son role dans le
développement de la DMLA.

B. Impact de la culture prolongée sur la réponse au stress oxydatif

Les cellules ARPE-19 sont couramment utilisées in vitro pour modéliser les cellules
de 'EPR et étudier les pathologies rétiniennes. Cependant, de nombreuses études ont mis
en évidence des différences importantes entre ces cellules immortalisées et des cellules de

I’EPR natives (Ablonczy et al.,, 2011 ; Cai and Del Priore, 2006). Malgré une polarisation
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cellulaire similaire, les cellules ARPE-19 ne possédent pas la méme morphologie que les
cellules de 'EPR humaines et sont peu ou pas pigmentées (Dunn et al., 1998; Kamao et al,,
2014; Samuel et al,, 2017). De plus, I'épithélium que forme ces cellules ne permet pas
I’étude de sa fonction de barriere hémato rétinienne. En effet, les jonctions Z0O-1 se
développent de facon limitée dans ce modele cellulaire, aboutissant a une résistance
transmembranaire inférieure comparée aux cellules natives de I'EPR (Ablonczy et al,
2011). Des différences au niveau de I’expression génique ont aussi été observées avec 35
genes retrouvés exclusivement au niveau des cellules humaines de I'EPR (Cai and Del
Priore, 2006). Ces différences observées entre cellules ARPE-19 et cellules humaines de
I’EPR remettent en question la validité de ce modele cellulaire, que ce soit pour I’étude des
pathologies oculaires in vitro ou pour le screening de molécules thérapeutiques (Saenz-de-
Viteri et al.,, 2016 ; Sheu et al,, 2015).

Récemment, Samuel and al., ont observé qu’'une culture dite a long terme (4 semaines et 4
mois) des cellules ARPE-19 dans un milieu appauvri en sérum (1%) permet d’obtenir un
phénotype cellulaire semblable aux cellules de 'EPR, avec une organisation épithéliale et
I'apparition de la pigmentation (Samuel et al., 2017). Ces changements ont été associés a
des modifications de l'expression de différents genes essentiels pour le fonctionnement
des cellules de 'EPR: MERTK, RPE65 et le gene de la claudinZ (impliqué dans la

perméabilité membranaire).

Dans le but de conforter les résultats obtenus dans 'article I intitulé « hRPE cells
derived from induced pluripotent stem cells better recapitulate oxidative stress responses
than ARPE-19 cells », nous avons dupliqué les expériences réalisées avec des cellules
maintenues en culture pendant 4 semaines au lieu de 7 jours. Les résultats pour les
cultures a tres long terme (4 mois) sont en cours de réalisation et ne seront pas présentés

dans ce manuscrit.

Selon Samuel et al,, les cellules ARPE-19 acquierent une morphologie fibroblastique
apres 4 jours de culture jusqu’a environ 2 semaines in vitro. Au bout de 4 semaines, il y a
émergence de groupes de cellules hexagonales organisées en épithélium de fagon similaire
aux cellules de I'EPR (Samuel et al., 2017). Nous ne sommes pas parvenus a reproduire ces
résultats. En effet, apres 4 semaines de cultures, les cellules ARPE-19 cultivées dans du

milieu a 1% ou 10% de sérum ont conservé leur morphologie fibroblastique, sans
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organisation épithéliale (Figure 42). Ces différences peuvent étre expliquées par une
composition du milieu de culture différent dans notre étude de celui utilisé par Samuel et

al.

Control Samuel, 2017

Figure 42 : Morphologie des cellules ARPE-19 par observation en contraste de phase aprés 4 semaines en culture
prolongée dans du milieu a 1% ou 10% de sérum. Comparaison avec les résultats obtenus apreés 4 semaines de
culture des ARPE-19 par Samuel and al., 2017.

Malgré l'absence de différences morphologiques en condition basale, nous avons
observé une sensibilité plus importante au stress oxydatif induit par le Fe-NTA des cellules
ARPE-19 cultivées en 1% de sérum. En effet, alors qu'a 15 mM de Fe-NTA nous pouvons
observer une modification morphologique pouvant traduire un début de souffrance des
cellules ARPE-19 en condition 10% de sérum, la survie cellulaire semble étre largement

atteinte pour les cellules en faible concentration de sérum (Figure 43).

Control 5 mM Fe-NTA 10 mM Fe-NTA 15 mM Fe-NTA

1 % SVF

10 % SVF

Figure 43 : Morphologie des cellules ARPE-19 par observation en contraste de phase apreés 4 semaines en culture
prolongée dans du milieu a 1 ou 10% de sérum lors de différents traitements au Fe-NTA pendant 24 heures.
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Afin de conforter l'observation réalisée en microscopie optique, nous avons
quantifié la viabilité cellulaire en condition basale et apres 24 heures de traitements au Fe-
NTA (Figure 44). La viabilité cellulaire des cellules ARPE-19 en culture prolongée avec
10% de sérum est similaire a celle obtenue dans des conditions de culture classique (Cf.
Figure 6 de l'article I « hRPE cells derived from induced pluripotent stem cells better
recapitulate oxidative stress responses than ARPE-19 cells »). En effet, aucune mort
cellulaire pour cette population de cellule n’est observable avant 20 mM de Fe-NTA (4,17 *
1% de survie cellulaire pour 20 mM de Fe-NTA). Pour les cellules ARPE-19 cultivées en
basse concentration de sérum, la viabilité cellulaire diminue de fagon dose-dépendante a la
concentration de Fe-NTA. Elle est significativement plus faible comparée aux cellules
ARPE-19 en condition 10% de sérum, pour des concentrations de 5 mM (91,98 + 8,9%
versus 125,93 + 22.1%) a 15 mM (62,86 = 7,6% versus 114,93 + 15,7%) de Fe-NTA. La
concentration de sérum dans le milieu de culture semble donc impacter la résistance des

cellules ARPE-19 au stress oxydatif.
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Figure 44 : Viabilité cellulaire des cellules ARPE-19 aprés 4 semaines en culture prolongée dans du milieu a 1 ou
10% de sérum, en condition contréle ou lors de traitement au Fe-NTA de 24 heures.

Cette différence de sensibilité au Fe-NTA peut étre expliquée par une production de
stress oxydatif plus importante au niveau des cellules ARPE19 en condition 1% de sérum.
En situation basale, les cellules ARPE-19 cultivées en condition de basse concentration de
sérum présentent une production d’ERO 4 fois plus importante que les cellules cultivées

avec 10% de sérum (Figure 45). Lors de l'induction d’'un stress oxydatif par le Fe-NTA, la
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production d’ERO dans les deux augmente de fagon dose-dépendante mais sans différence

importante entre les deux populations.
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Figure 45 : Production de ERO par les cellules ARPE-19 apres 4 semaines en culture prolongée dans du milieu a 1
ou 10% de sérum, en condition contréle ou lors de traitement au Fe-NTA de 24 heures.

Aux vues de ces résultats préliminaires, nous soutenons ’hypothése selon laquelle
les conditions de culture des cellules ARPE-19 influencent leur phénotype. En effet, méme
si elles ne forment pas un épithélium similaire aux cellules natives de 'EPR méme apres 4
semaines in vitro, nous avons pu mettre en évidence que ces cellules, lorsqu’elles sont
maintenues dans du milieu a 1% de sérum, semblent devenir plus sensibles au stress
oxydatif. L'impact de ces conditions de culture sur la fonction des cellules ARPE-19 restent
encore a étre établir mais il a déja été mis en évidence qu’apres 4 mois de culture, ces
cellules expriment différemment plus de 3000 genes impliqués dans le cycle visuel, la

phagocytose, la synthese de pigment... (Samuel et al.,, 2017).

Grace aux améliorations des conditions de culture, il est possible d’obtenir
aujourd’hui des cellules ARPE-19 dont le phénotype cellulaire ressemble a celui des
cellules natives de 'EPR. Cependant, aucune condition ne permet d’obtenir exactement les
mémes caractéristiques que les cellules de I'EPR feetales ou adultes. Ainsi, les résultats
obtenus avec ce modele doivent nécessairement étre confirmés avec des cellules natives

de 'EPR ou dérivées de hCSPi.
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Premieére cause de baisse d’acuité visuelle dans les pays industrialisés comme la
France, la DMLA est une pathologie de la rétine touchant principalement les personnes
apres 60 ans (Gehrs et al., 2006). Cette maladie est caractérisée par deux processus
pathologiques : I'atteinte de la macula, région centrale de la rétine, et la formation de
drusen entre la membrane de Bruch et les cellules de I'EPR (Bowes Rickman et al,, 2013 ;
Nivison-Smith et al., 2014).

Il existe deux formes de DMLA : la forme exsudative dite « humide » et la forme atrophique
dite « seche » (Soubrane et al., 2007). La DMLA exsudative est caractérisée par une néo-
vascularisation choroidienne et bénéficie actuellement de traitements visant la destruction
des néo-vaisseaux tels que l'injection de molécules anti-VEGF (Rosenfeld et al., 2006). La
forme atrophique correspond a 54% des cas cliniques en Europe et se définit par une
atrophie géographique intéressant principalement les couches externes de la rétine
(cellules de 'EPR et photorécepteurs) (Owen et al, 2012). Cette zone résulte de la
dégénérescence des cellules de 'EPR, des photorécepteurs et de la choriocapillaire (Bowes

Rickman et al., 2013 ; Nivison-Smith et al., 2014).

La prévalence globale de la DMLA augmentant avec I'age (Parmeggiani et al., 2012),
cette maladie pose de réels problemes en terme de santé publique au vue de
I'accroissement de l'espérance de vie. En effet, a I'heure actuelle, il n’existe aucun
traitement pour les patients atteints de la forme atrophique de la maladie (Owen et al,,
2012). Actuellement, il n’est pas encore élucidé si ces deux formes, atrophique et
exsudative, correspondent a deux atteintes particulieres de la méme maladie, ou si elles

sont deux entités distinctes avec des mécanismes indépendants (De Jong, 2006).

Selon les différentes hypothéses étiopathogéniques (hypothése inflammatoire,
hypothese oxydative et hypothese matricielle), le dysfonctionnement des cellules de I'EPR
est au centre des événements physiopathologiques de la DMLA (Anderson et al., 2002 ;
Datta et al,, 2017 ; Glenn et al., 2012). Indispensables a 'homéostasie cellulaire, les cellules
de 'EPR ont de nombreux roles tels que l'apport de nutriment via la choroide, la
protection contre la lumiéere grace a leur pigmentation, la phagocytose et le recyclage des
SEP (Golestaneh et al., 2017 ; Strauss, 2005). Au cours du vieillissement normal, le stress
oxydatif et la glycation des protéines vont aboutir a des modifications structurales et

fonctionnelles de la rétine, principalement au niveau des photorécepteurs, de la
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membrane de Bruch et des cellules de I'EPR (Bonilha, 2008; Cankova et al,, 2011 ; Nivison-
Smith et al., 2014). Le dysfonctionnement des cellules de 'EPR, dont la sénescence va étre
caractérisée entre autres par 'accumulation intracellulaire de lipofuscine (Sparrow et al,,
2012), va provoquer des altérations dans les échanges entre photorécepteurs et vaisseaux
sanguins (Cankova et al,, 2011). Des déchets cellulaires vont alors s’accumuler et former
des drusen, favorisant ainsi la mort des photorécepteurs ainsi que la perte de la vision

centrale.

Mon travail de these consistait en (1) 'obtention et la caractérisation de cellules de
I’EPR a partir de cellules somatiques de personnes sans pathologie oculaire et atteintes par
la DMLA atrophique (2) la comparaison entre ces deux populations de cellules in vitro, en
condition basale ou lors de 'induction d'un stress oxydatif, afin de mettre en évidence des
différences morphologiques et fonctionnelles.
Cette étude a investigué '’hypothése oxydative dans la physiopathologie de la DMLA et a eu
pour but une meilleure connaissance de la physiopathologie de cette maladie, nécessaire

pour le développement de nouvelles thérapeutiques.

Nous avons obtenu 12 lignées de cellules de 'EPR, 6 lignées dérivées de personnes
sans pathologie oculaire (appelées lignées controles) et 6 autres provenant de personnes
atteintes d'une forme atrophique de la DMLA (appelées lignées DMLA). La
reprogrammation en hCSPi a été réalisée a partir de cellules sanguines (PBMC); a
I'exception de 4 échantillons controles, ou des fibroblastes du derme ont été utilisés. De
par leur facilité d’obtention, la majorité des études utilisent aujourd’hui des fibroblastes,
des cellules sanguines et méme de I'urine pour produire des hCSPi (Afzal et al, 2017;
Gerami-Naini et al., 2016; Hubbard et al.,, 2014).

Nous n’avons observé aucune différence au cours du processus d’obtention des
hCSPi entre les cellules controles et les cellules issues de patients affectés par la maladie.
Méme si l'efficacité de la reprogrammation cellulaire est variable entre les individus, elle
ne dépend pas de la présence ou non d’'une maladie ou de 1'age du donneur (Sanchez-
Danés et al,, 2012).

Comme il est décrit dans la littérature (Marti et al., 2013), les hCSPi ont été caractérisées
par différentes techniques (immunocytochimie, phosphatase alcaline, cytométrie en

flux...) sans montrer de différences morphologiques et/ou fonctionnelles entre les deux
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types de population (controles et DMLA). Cependant, I'analyse caryotypique n’étant pas
finalisée, nous ne pouvons déterminer s’il y a eu présence ou non de modifications
génétiques lors de l'utilisation de ces cellules. En effet, il a été établi que le maintien
prolongé des hCSPi en culture aboutit a la formation d’anomalies génétiques (Marti et al,,
2013). Afin de garantir I'intégrité chromosomique, les cellules hCSPi ont été différenciées
en cellules de 'EPR avant d’atteindre le passage 10 (Brandl et al., 2014).

L’origine des cellules (contréle ou DMLA) n’a pas non plus eu d'impact sur le
protocole de différenciation des cellules hCSPi en cellules de I'EPR. Toutes les lignées que
nous avons obtenues possedent les mémes caractéristiques que les cellules natives de
I'EPR (Brandl et al,, 2014; Nazari et al., 2015; Parvini et al., 2014). D’un point de vue
morphologique, les 12 lignées de hCSPi-EPR forment un épithélium serré et pigmenté
constitué de cellules hexagonales. Par 'analyse en microscopie électronique, nous avons
observé la présence de microvili au niveau apical, confirmant que les cellules sont
polarisées. Grace aux techniques d'immunocytochimie et de cytométrie en flux, nous avons
aussi mis en évidence au niveau de ces hCSPi-EPR la présence de marqueurs spécifiques
des cellules de I'EPR tels que Pax6, la tyrosinase, la bestrophine-1 et ZO-1 ; ainsi que
I'absence de facteur de pluripotence. Les hCSPi- EPR sont par ailleurs fonctionnelles et
capables de phagocytose, role central de ces cellules.

Afin d’obtenir une caractérisation complete des cellules hCSPi-EPR, d’autres analyses
doivent étre effectuées. Ainsi, les résultats d'immunocytochimie et de cytométrie en flux
doivent étre conforter via la quantification par RT-qPCR (reverse transcription - réaction
en chaine par polymérase quantitative) de I'expression de certains genes caractéristiques
des cellules de I'EPR tels que RPE65 et MERTK (Brandl et al., 2014; Nazari et al., 2015). De
plus, la mesure de la résistance transmembranaire ainsi que le dosage des cytokines et/ou
facteurs de croissance manquent pour valider le caractere polarisé des cellules hCSPi-EPR

obtenues (Kamao et al,, 2014).

En condition basale, nous avons pu observer que les cellules hCSPi-EPR contrdle et
DMLA présentent une activité (-Galactosidase, reflétant le caractere sénescent de ces
cellules. Les processus impliqués dans le développement de la DMLA sont les mémes que
ceux du vieillissement normal mais en accélérés. La question est donc de se demander
quels facteurs provoquent cette accélération pathologique (Sharma et al, 2014).

Contrairement aux cellules ARPE-19, les cellules de I'EPR dérivées de hCSPi provenant de
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sujets agés permettent de prendre en considération 'impact de 1'age sur le métabolisme
cellulaire, atout primordial pour I'étude de la DMLA in vitro.

Aujourd’hui, nous ne savons pas si la sénescence observée chez les hCSPi-EPR est diie aux
conditions de culture prolongées que nécessitent ces cellules ou a l'age avancé des
donneurs. Il serait donc intéressant d’observer l'activité -Galactosidase au niveau de
cellules hCSPi-EPR dérivées de personnes jeunes dans les mémes conditions de culture. En
effet, ces résultats pourraient étre pris en compte pour la mise en place de la thérapie
cellulaire dans la DMLA. Nous savons que le vieillissement est associé a des changements
morphologiques et fonctionnels (Bonilha, 2008). Le bénéfice d'une transplantation de
cellules de I'EPR au niveau d’un patient atteint de la DMLA pourrait donc étre augmenté
dans le cas d'une transplantation hétérologue de cellules fonctionnelles et non
sénescentes, comparé a une transplantation autologue de hCSPi-EPR dérivées de cellules

somatiques agées.

Le stress oxydatif a un role central dans le vieillissement ainsi que dans la DMLA
(Datta et al.,, 2017 ; Jarrett and Boulton, 2012). Ainsi, nous nous sommes particulierement
intéressés aux changements morphologiques et fonctionnels des cellules de 'EPR induits
par un micro-environnement pro-oxydant. Dans nos travaux, nous avons choisi d'induire
une accumulation intracellulaire de fer, responsable de la production d’ERO via la réaction
de Fenton (Chen et al,, 2009). Cet élément a une place importante dans le métabolisme
normal mais aussi dans le développement de la DMLA. En effet, il a été observé que le fer
s’accumule au niveau des cellules de I'EPR de la zone maculaire, particulierement chez les
patients atteints de la DMLA (Chen et al., 2009 ; Dentchev et al., 2005). De ce fait, plusieurs
études se sont basées sur l'utilisation du fer pour mimer le micro-environnement oxydatif
de cette maladie (Chen et al., 2009 ; Karlsson and Kurz, 2016 ; Song et al., 2016). Song et
al, ont méme généré un modeéle murin présentant les principales caractéristiques
histologiques de la DMLA (un épaississent de la membrane de Bruch associé a des dépots
de protéines et une hypertrophie des cellules de 'EPR) par injection intraveineuse
hebdomadaire de fer (Song et al., 2016). Cette dérégulation de 'homéostasie ferrique est
aussi accompagnée d’'une dégénération rétinienne au niveau d’un autre modele murin de
la DMLA, le rat RCS (Jeanny et al., 2013).

Dans notre étude, nous avons donc traité les cellules pendant 24 heures a différentes

concentrations de Fe-NTA. Dans la pathophysiologie de la DMLA, le stress oxydatif est
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qualifié de chronique (Rabin et al, 2013). De ce fait, on peut considérer que des
traitements répétés sur une longue durée aurait été préférable a un traitement unique sur
24 heures. Ainsi, malgré la mise en évidence dans notre projet de différences significatives
entre les hCSPi-EPR controle et DMLA lors d’un simple traitement sur 24 heures, il serait
intéressant de conforter ces résultats avec I'analyse de plusieurs traitements réalisés sur
une durée plus longue. En effet, il a été mis en évidence qu’'un stress oxydatif, s’il est aigu
ou chronique, peut influencer différemment le métabolisme cellulaire des cellules de 'EPR.
Ainsi, alors que I'autophagie est augmentée lors d’un stress oxydant induit pendant 3 a 24
heures, cette fonction cellulaire est inhibée apres 14 jours en milieu pro-oxydant (Mitter et
al, 2014). De plus, I'analyse de la fonctionnalité des cellules de I'EPR lors d’'un stress
chronique pourrait mettre en lumiere des différences non observées, car trop faibles, lors
d’un stress court entre les deux populations de cellules controle et DMLA.

Lors de I'accumulation intracellulaire de fer, nous avons observé un phénotype
particulier des cellules hCSPi-EPR DMLA. Alors qu’en condition basale, le taux de stress
oxydatif est similaire entre les deux populations, les cellules dérivées de patients affectés
par la DMLA sont responsables, dans des conditions d’environnement pro-oxydant, d’'une
production d’ERO plus importante que les hCSPi-EPR contréle. Deux hypothéses peuvent
expliquer cette surproduction d’ERO par les cellules hCSPi-EPR DMLA: (i) avec le
vieillissement, les cellules de 'EPR produisent plus d’ERO et perdent en parallele leur
capacité antioxydante (Jarrett and Boulton, 2012; Pratico, 2002). Il est donc possible que
ces systemes de protection au niveau des cellules issues de patients DMLA soient
davantage altérés. En effet, la protection contre le stress oxydatif a un role majeur dans le
développement de la maladie. Ainsi, les souris déficientes pour la superoxyde dismutase 1
ou 2 vont présenter un phénotype spécifique de la DMLA. (Jarrett and Boulton, 2012).
Récemment, un nouveau modele murin de la DMLA a été mis en évidence possédant une
mutation ou niveau du gene NrfZ (nuclear factor erythroid 2-related factor), codant pour
un facteur de transcription nécessaire a 1’expression de nombreuses enzymes
antioxydantes (Jarrett and Boulton, 2012). Ces animaux présentent des drusen, des
accumulations de lipofuscine et de protéines inflammatoires ainsi qu'une dégénérescence
progressive de la rétine (Vu and Hulleman, 2017). Pour analyser 'efficacité des systemes
antioxydants au niveau des hCSPi-EPR controle et DMLA, nous devons quantifier par RT-
gPCR l'expression des genes des enzymes responsables de la dégradation des ERO telles

que la superoxyde dismutase ou la glutathion peroxydase (Balaban et al.,, 2005). (ii) La
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seconde hypothese suppose que cette surproduction d’ERO est la conséquence
d’anomalies structurales et fonctionnelles des mitochondries qui seraient présentes de
facon prépondérante chez les sujets DMLA. Cette théorie repose sur l'observation en
microscopie électronique d’une organisation cellulaire différente au niveau de cellules de
I’EPR post-mortem issues de sujets atteints par la DMLA (Golestaneh et al., 2017). Cette
étude a mis en évidence une accumulation plus importante de mitochondries altérées, de
lipides et d’autophagosomes au niveau de cellules de 'EPR DMLA en comparaison avec des
cellules provenant de sujets sains. De plus une seconde étude a montré que ’ADN
mitochondrial présente des lésions plus importantes au niveau de cellules issues de
patients DMLA (Karunadharma et al., 2010 ; Terluk et al., 2015). L’age est donc associé a
des altérations fonctionnelles et morphologiques des mitochondries, organites retrouvés
de facon abondante au niveau des cellules de I'EPR (Lefevere et al., 2017). Or, les
mitochondries sont responsables en condition physiologique de 90% des ERO produits
(Balaban et al., 2005). Un dysfonctionnement du systéme mitochondrial peut donc aboutir
a une surproduction de stress oxydatif. Il est intéressant de noter que, malgré une
altération constitutive des mitochondries avec I'age, toute personne agée ne développe pas
une DMLA (Lefevere et al, 2017). En effet, cette pathologie est aussi associée a des
facteurs de risques génétiques et environnementaux pouvant avoir un réle dans la
production de stress oxydatif tel que la mutation dans le gene ARMS2 codant pour une
protéine mitochondriale (Kanda et al, 2007). La mitochondrie, par son
dysfonctionnement, semble donc étre particulierement impliquée dans Ia

physiopathologie de la DMLA.

L’exces d’ERO va étre responsable de modifications au niveau des protéines, lipides
et de '’ADN ; aboutissant a la mort cellulaire (Jarrett and Boulton, 2012). Ainsi, dans notre
étude, nous avons montré que les hCSPI-EPR DMLA, puisqu’elles produisent plus d’ERO,
sont plus sensibles au stress oxydatif comparés au cellules controle. En effet, la viabilité
cellulaire des cellules DMLA était significativement moins importante pour des doses
faibles de Fe-NTA comparés aux cellules controle.

L’apport alimentaire de composés antioxydants est actuellement utilisé en prévention et
pour le traitement de la DMLA (Carneiro and Andrade, 2017). Dans notre étude, il serait
intéressant de rétablir la viabilité cellulaire des cellules hCSPi-EPR DMLA en milieu pro-

oxydant a un niveau similaire a celles de cellules contrdole. Deux voies mécanistiques
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peuvent alors étre envisagées : la réduction de la production d’ERO ou I'augmentation de
leur dégradation par les systémes antioxydants. De plus, l'utilisation de composés
thérapeutiques déja établis comme étant actifs au niveau des cellules de I'EPR permettrait
de confirmer l'utilité de ce modele cellulaire pour le screening thérapeutique. En paralléle,
nous pourrons observer si le bénéfice apporté par ces molécules antioxydantes est
similaire entre les hCSPi-EPR controles et DMLA. Actuellement, de nombreuses molécules
utilisées dans le traitement de la DMLA exsudative (bevacizumab, ranibizumab et
etaflibercept), ont été testées sur des modeles cellulaires telles que les cellules ARPE-19
(Saenz-de-Viteri et al., 2016 ; Sheu et al., 2015). Lors de I'accumulation intracellulaire de
fer, nous avons observé des différences importantes au niveau de la survie des cellules
hCSPi-EPR et des cellules ARPE-19. En effet, les cellules ARPE-19 ont montré une viabilité
cellulaire intacte a des doses ou elle était significativement altérée pour les hCSPi-EPR. De
par cette sensibilité plus importante au stress oxydatif et afin de déterminer la
concentration minimale nécessaire, il serait plus approprié d’utiliser les cellules hCSPi-
EPR comme modele cellulaire pour le test des composés pharmaceutiques lors des études

pré-cliniques en remplacement des cellules ARPE-19.

Avec I'age, 1a production d’ERO est un évenement central dans la physiopathologie
de la DMLA. Il est responsable de dérégulation importante des fonctions principales des
cellules de 'EPR (Wang et al., 2009). Ainsi, la lipofuscine produite par le stress oxydatif, va
induire un dysfonctionnement de la phagocytose des cellules de I'EPR (Li, 2013). Or, la
dégradation des SEP par autophagie via la phagocytose est cruciale pour la fonction
visuelle. Certaines hypotheses supposent donc que la diminution de la phagocytose est
impliquée dans le développement de la DMLA et particulierement dans la formation des
drusen (Tian et al, 2017). En effet, l'altération de cette fonction aboutit a une
accumulation de SEP, une dégénérescence de la rétine et a la cécité au niveau de différents
modele animaux et humains de la DMLA (Li, 2013). Ainsi, il a été montré au niveau de rats
agés, que la phagocytose des SEP, est réduite de 80% (Tian et al.,, 2017). Ce vieillissement
de la rétine chez I'animal est aussi associé a une accumulation de fer au niveau des cellules
de 'EPR (Li, 2013). Il a, par ailleurs, été confirmé in vitro que le stress oxydatif induit par
I'accumulation intracellulaire de fer au niveau de cellules ARPE-19 est responsable d’'une

diminution de l'activité lysosomale et de la phagocytose (Chen et al., 2009).
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Dans notre étude, nous avons conforté ces résultats par I’étude de cette fonction au niveau
de notre modele cellulaire, les hCSPi-EPR. Alors que la phagocytose des cellules hCSPi-EPR
controle a été inhibée apres un traitement de 24 heures a 15 mM de Fe-NTA, I'altération de
la phagocytose des cellules de 'EPR DMLA a été observée sans l'induction d’un stress
oxydant. Ainsi, en condition basale, le taux de billes phagocytées a été significativement
plus bas au niveau des cellules hCSPi-EPR DMLA comparés aux cellules controle. Lors des
différents traitements, I'inhibition de la phagocytose n’a pas pu étre observée chez les
cellules DMLA, ceci s’expliquant par une activité déja tres faible en condition basale. Ces
observations confirment le réle prépondérant de la phagocytose dans le développement
de la DMLA et supposent que cette fonction soit particulierement endommagée au niveau
des cellules de I'EPR des patients atteints par cette maladie. La réduction de la
phagocytose n’a pas seulement un impact sur '’homéostasie cellulaire, mais affecte la
survie des cellules de 'EPR et des photorécepteurs (Li, 2013).

Dans nos travaux, la phagocytose a été analysée apres 3 heures d’incubation avec
des billes de polystyrene. Il a été établi que suivant les lignées cellulaires, la vitesse de
phagocytose est différente (Mazzoni et al., 2014). Ainsi, les cellules ARPE-19 vont lier les
SEP en 1 a 2 heures et les internaliser en 4 a 6 heures (Lakkaraju et al., 2007). Pour les
cellules hCSPI-EPR, les études montrent un temps de phagocytose semblable aux cellules
immortalisées mais une efficacité de phagocytose plus basse (Mao and Finnemann, 2013;
Mazzoni et al,, 2014). En effet, nous avons pu observer un pourcentage de cellules ayant
phagocyté moitié moins important au niveau des cellules hCSPi-EPR comparées aux
cellules ARPE-19 apres 3h d’'incubation. Comme les cellules de I'EPR phagocytent selon un
rythme circadien (Kevany and Palczewski, 2010), les résultats obtenus doivent étre
confirmés par une analyse de la phagocytose aprés un temps d’incubation supérieur a 3h.
De plus, il est important de noter que dans nos travaux, I'analyse de la phagocytose a été
réalisée via l'utilisation de billes de polystyrene et non a des SEP humains, bovins ou
porcins (Chen et al,, 2009). Au niveau des rat RCS, alors que la phagocytose des SEP est
abolie, les cellules de I'EPR restent capables d’'internaliser des billes de latex (Mazzoni et
al, 2014). Il est donc possible que ces billes soient internalisées par des mécanismes
différents de ceux des SEP. En effet, les cellules de 'EPR peuvent phagocyter de fagon non
spécifique (Strauss, 2005). La duplication de ces résultats avec des SEP d’origine humaine
ou animale, ainsi que I'’étude mécanistique de la phagocytose est donc nécessaire. Ainsi, il

serait intéressant de quantifier le taux intracellulaire d’AMPc, modulateur de Ia
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phagocytose en aval du signal InsP3/Ca?* (Kevany and Palczewski, 2010). Le taux d’AMPc
peut étre influencé par différentes protéines telles que Klotho, connue pour réguler la
réponse au stress oxydatif au niveau des cellules de 'EPR (Choudhary et al, 2016). 1l
s’avere que les souris déficientes pour le géne Klotho présentent une dégénérescence des
photorécepteurs, une réduction de la synthese de mélanine et une dérégulation de la
phagocytose des SEP (Kokkinaki et al., 2013). L’expression de cette protéine pourrait donc

étre différente chez les cellules de 'EPR DMLA comparés aux cellules contrdle.

La phagocytose est généralement associée au processus d’autophagie (Bosch et al,,
1993 ; Chen et al,, 2009). Une fois les SEP internalisés et aprés maturation du phagosome,
ils sont dégradés par le systeme lysosomal (Kevany and Palczewski, 2010). La cathepsine
D étant 'enzyme principale de ce systeme (Benes et al., 2008), nous avons quantifié la
présence de cette protéine dans les deux populations de cellules. L’accumulation
intracellulaire de fer au niveau de cellules ARPE-19 a été montrée comme responsable
d’'une augmentation de la forme immature de la Cathepsine D sans variation de la forme
mature (Chen et al, 2009). Nous avons observé la méme cinétique au niveau des hCSPi-
EPR controle et DMLA. Cependant, pour de faibles concentrations de Fe-NTA,
I'augmentation de forme immature de la cathepsine D est minime chez les cellules DMLA
comparée aux cellules contrdle. Chen et al., ont suggéré que 'accumulation intracellulaire
de fer pourrait aboutir a I'inhibition de la cathepsine B, responsable de la maturation de la
cathepsine D (Chen et al, 2009), expliquant 'augmentation uniquement de la forme
immature lors de notre traitement.

Dans notre étude, nous n’avons pas déterminé l'impact du stress oxydatif sur
'activité de la cathepsine D. En condition physiologique, le stress oxydant va induire une
augmentation de l'activité autophagique dans le but de dégrader les constituants
cellulaires endommagés (Mitter et al., 2014). Or, lors d’'une étude sur le modele des
cellules ARPE-19, il a été montré que 'accumulation intracellulaire de fer réduit I'activité
de cette enzyme (Chen et al., 2009). De plus, une dysrégulation de I'autophagie a aussi été
observée au niveau de culture post-mortem de cellules de 'EPR DMLA (Golestaneh et al,,
2017). Dans cette étude, il a été mis en évidence que le flux autophagique est altéré au
niveau des cellules de 'EPR DMLA, et que ce dysfonctionnement est associé a une
morphologie anormale des lysosomes. Ces modifications structurales et fonctionnelles des

lysosomes peuvent étre diies a une accumulation de SEP non digérés. En effet, le stress
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oxydatif induit par le vieillissement cellulaire va aboutir a la peroxydation lipidique de
certaines constituantes des SEP et responsable de la production d’aldéhydes comme le 4-
hydroxynonenal ou le malondialdéhyde, empéchant leurs dégradations par le systéeme
lysosomal (Krohne et al,, 2010b). L’accumulation intralysosomale de ces produits a aussi
été impliquée dans la production de lipofuscine, un constituant cellulaire qui s’accumule
normalement avec le vieillissement. Longtemps considéré comme un simple marqueur du
vieillissement, la lipofuscine est en réalité un composé cytotoxique pour les cellules post-
mitotiques, telles que les neurones ou les cellules de I'EPR, qui sont incapables de réduire
son accumulation grace a la division cellulaire. Certaines études suggerent qu'il existe une
limite de tolérance pour I'accumulation de ce composé, spécifique a chaque type cellulaire.
Ainsi, lorsque la lipofuscine est présente de facon trop importante, elle est responsable
d’'une diminution des fonctions des cellules de 'EPR et ainsi aboutit au développement de
la DMLA (Sundelin et al, 1998). Une des hypotheses expliquant la cytotoxicité de la
lipofuscine est son réle dans la production d’ERO via la réaction de Fenton (Hoéhn and
Grune, 2013). En effet, elle est capable d’incorporer le fer, oligo-élément abondamment
accumulé au niveau des cellules de I'EPR des patients atteints par la DMLA, et ainsi de
produire des radicaux libres (Chen et al, 2009; Dentchev et al, 2005). De plus, la
lipofuscine est responsable d’une inhibition du protéasome par compétition avec les
protéines oxydées (Hohn and Grune, 2013). L'activité de ce systéme est aussi réduite lors
du vieillissement ou d’un stress oxydatif (Song et al., 2017). Avec I'autophagie, le systéeme
du protéasome constitue une des voies principales impliquées dans la dégradation des
constituants cellulaires (Mitter et al., 2014). Ce systeme est impliqué dans la dégradation
sélective des protéines a courtes vies anormales ou trouvées de fagon excessive (Puyal et
al., 2008). Ainsi, méme si la pathogénese de la DMLA reste aujourd’hui mal comprise, de
nombreuses évidences supportent I'implication du stress oxydatif et d'un
dysfonctionnement des systemes de dégradations protéiques (Golestaneh et al, 2017 ;
Kaarniranta et al., 2016 ; Mitter et al., 2014 ; Song et al,, 2017). Ainsi, il semble qu'un
dysfonctionnement du systeme lysosomal soit d’ailleurs impliqué dans la formation des
drusen (Song et al,, 2017). En effet, bien que l'origine des drusen reste discutée, ils sont,
entre autres, la conséquence d'une dégradation incompléete de débris cellulaires.

Une analyse approfondie des différents systéemes de dégradation protéique est essentielle

pour une meilleure compréhension des mécanismes physiopathologiques de la DMLA. Les
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processus impliqués dans le développement de la DMLA semblent étre les mémes que

ceux du vieillissement normal mais en accélérés (Figure 46).
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Figure 46 : Récapitulatif des différentes hypothéses expliquant I'étiologie de la DMLA.

Dans ce travail de these, nous avons développé un modele cellulaire utile
pour la compréhension de la DMLA. En effet, I'étude du dysfonctionnement des cellules de
I’EPR en milieu pro-oxydant est essentielle pour la mise en évidence de nouvelles cibles
thérapeutiques. Cependant, l'inconvénient de l'utilisation des hCSPi-EPR pour la
modélisation in vitro et le screening thérapeutique est I'absence d’information sur I'impact
visuel (Singh et al., 2015). Ainsi, la suite de ce projet est la validation de la fonctionnalité de
ces cellules grace a la transplantation sous-rétinienne des cellules hCSPi-EPR dans un
modele murin de la DMLA, le rat RCS (Kamao et al,, 2014). Pour rappel, le rat RCS est
caractérisé par une dégénérescence des photorécepteurs des le 12éme jour post natal,
aboutissant a un cécité totale au 77¢me jour apres la naissance (Pardue et al.,, 2005). Il a
déja été mis en évidence par différentes études que la transplantation de cellules de I'EPR
dérivées de cellules souches permet une amélioration de I'acuité visuelle chez le rat, la

souris, le lapin ou le porc (Bracha et al., 2017 ; Coffey et al, 2002 ; Lund et al., 2006 ;
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Thomas et al.,, 2016). Ainsi, nous focaliserons nos analyses sur la survie des hCSPi-EPR
controle et DMLA ainsi que celle des photorécepteurs au niveau des rats RCS transplantés.
Dans un premier temps, nous conforterons l'effet bénéfique de la transplantation de ces
cellules sur l'acuité visuelle. Ensuite, nous chercherons a mettre en évidence des
différences au point de vue morphologique, intégratif et fonctionnel entre la
transplantation de cellules hCSPi-EPR contréle et celle de cellules dérivées de patients

atteints par la DMLA.

Aujourd’hui les thérapies cellulaires dans les dystrophies rétiniennes se basent sur
le remplacement des photorécepteurs (par des cellules précurseurs de la rétine) ou des
cellules de I'EPR pour maintenir la fonction visuelle chez le patient (Nazari, 2015). En effet,
la réparation des cellules de I'EPR dans le but de traiter les dégénérescences rétiennes est
un réel espoir thérapeutique (Salero et al, 2012). Depuis 2012 et la premiere
transplantation de cellules de 'EPR dérivées de hCSE, les essais cliniques visant le
remplacement des cellules de I'EPR déficientes se multiplient (Bracha et al., 2017). Dans le
cas de la DMLA, la premiere étude clinique utilisant les cellules hCSPi-EPR a été réalisée en
2014 par une transplantation autologue chez une patiente atteint de la DMLA exsudative.
Aucune amélioration de I'acuité visuelle n’a été observée un an apres la transplantation,
malgré une intégration des cellules transplantées (Mandai et al., 2017). Si les cellules
hCSPi-EPR utilisées pour cette transplantation ont conservé, telle que nous I'avons mis en
évidence dans notre étude, un phénotype-malade particulier; cela pourrait expliquer
I'absence d’effet bénéfique sur l'acuité visuelle. Méme si ces observations doivent étre
confortées par des études plus approfondies, les résultats obtenus par I'analyse in vitro de
cellules hCSPi-EPR controdles et DMLA questionnent sur I'avantage que pourrait apporter
la transplantation hétérologue de cellules de I'EPR dérivées de personnes jeunes sans

phénotype pathologique.
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Résumé

Premiere cause de baisse d’acuité visuelle dans les pays industrialisés, la dégénérescence
maculaire liée 'age (DMLA) est une pathologie de la rétine touchant principalement les
personnes apres 55 ans. Elle est caractérisée par une dégénérescence de la zone maculaire
de la rétine et par la formation de drusens. Il existe deux formes de la maladie : la forme
exsudative et la forme atrophique. Dans notre étude, nous nous sommes focalisés sur la
DMLA atrophique, actuellement sans traitement curatif et qui correspond a environ 50%
des cas cliniques en Europe. Malgré de nombreuses recherches, les causes de la DMLA
restent encore mal comprises méme si des facteurs environnementaux (sénescence,
accumulation de lipofuscine, stress oxydatif) et génétiques sont probablement combinés.
Selon I'hypothese étiopathogénique, le dysfonctionnement des cellules de 1'épithélium
pigmenté de la rétine (EPR) est au centre des événements physiopathologiques de la
DMLA. A partir de sujets sains et de patients atteints de la DMLA atrophique, nous avons
obtenu des cellules de I'EPR dérivées de cellules souches pluripotentes induites et
développé un modele cellulaire humain utile pour la compréhension des mécanismes
physiopathologiques de la DMLA. Ainsi, I'étude morphologique et fonctionnelle de ces
deux populations de cellules a souligné un phénotype particulier des cellules de I'EPR
provenant de patients atteints pas la DMLA en condition basale et en milieu pro-oxydant.
Ce modele cellulaire pourra nous permettre d’approfondir nos connaissances sur les
mécanismes amenant au développement de la DMLA et pourra aussi étre utilisé pour le
screening des molécules au cours des étapes précliniques.

Mots-clés : DMLA - cellules de 'EPR - cellules souches pluripotentes induites - modele
cellulaire - stress oxydatif - fer

Abstract

First cause of irreversible visual dysfunction in industrialized countries, age-related
macular degeneration (AMD) is a retinal disease affecting people after 55 years old. AMD is
characterized by the macular degeneration of retina and by formation of drusen. There
exist two forms of the disease: the exudative and the atrophic forms. In our study, we
focused only on the atrophic one, corresponding to approximately 50% of the clinical
cases in Europe, that still today without curative therapy. Despite many researches, AMD’s
etiology remains unclear even if environmental and genetics factors would be involved.
According to the etiopatogenic hypothesis, RPE cells dysfunction has a central role in the
physiopathological events leading to AMD. From healthy subjects and patients affected by
atrophic AMD, we obtained RPE cells derived from induced pluripotent stem cells and
developed a useful human cellular model for the understanding of AMD mechanisms.
Indeed, the morphological and functional study of the two types of cells populations
underlined a particular phenotype for the RPE cells derived from AMD patients.

This cellular model will allow us to have a better understanding of mechanisms leading to
AMD and will also be used to screen therapeutic molecules before clinical studies.

Keywords: AMD - RPE cells - induced pluripotent stem cells - cellular model - oxidative
stress - iron
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