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Roéle des chimiokines CXCL12 et CX3CL1 dans la physpathologie du trabéculum et de la
surface oculaire au cours du glaucome.

Résumé:Le glaucome constitue la premiere cause de céoftéersible dans le monde. Le glaucome
primitif & angle ouvert (GPAO) est une neuropathigique rétinienne dont le premier facteur de
risque est I’hypertonie intraoculaire. Cette él@mpathologique de la pression intraoculaire (RI€Y)
liée a une dégénérescence du trabéculum dont lesinisénes demeurent inconnus. Ainsi, les
traitements hypotonisants actuels ne soignent pasabéculopathie glaucomateuse initiale, ce qui
pourrait expliquer l'inefficacité thérapeutique gressive rencontrée en pratique clinique. En outre,
les collyres antiglaucomateux actuels contienne@éguemment un conservateur, le chlorure de
benzalkonium (BAC), qui est responsable d’'une mffzation iatrogéne de la surface oculaire chez les
patients traités au long cours.

Les chimiokines sont des cytokines qui ont éttailement décrites du fait de leurs propriétés
chimioattractantes envers les leucocytis des récepteurs spécifiques couplés aux protéines G.
Parallélement a ses propriétés chimiotactiqueshimiokine CXCL12 présente des fonctions extra-
immunitaires, notamment un réle dans la régulatiera viabilité cellulaire et de la compositionlde
matrice extracellulairesia CXCR4. Récemment, il a été démontré que la prggéote CXCL12
produisait une forme clivée, SDF-1(5-67), aux affptoapoptotiques par l'intermédiaire d’un autre
récepteur : CXCR3. Dans cette thése, nous avonsemigvidence une expression de CXCL12,
CXCR3 et CXCR4 par les cellules trabéculaires dasdrabéculums humains glaucomateux et dans
une lignée trabéculaire glaucomateuse. Nous déommnirexistence d’'une balance entre le systéme
CXCL12/CXCR4 aux effets protecteurs et le system&-%(5-67)/CXCR3 qui induit une apoptose
trabéculaire, sous le contrdle de cytokines et lo@r@téinases impliquées dans le GPAO. Nous
rapportons de facon originale que l'utilisationvivo d’'un antagoniste non-peptidique spécifique de
CXCR3 diminue la PIO en restaurant la fonctionaetéllularité trabéculaires dans un modéle animal
de glaucome, ouvrant ainsi de nouvelles voies geériques contre le GPAO.

En parallele, nous avons étudié I'implication dechimiokine CX3CL1 dans I'inflammation
de la surface oculaire liée au BAC. La chimiokin€3CL1 est caractérisée par sa capacité a attirer
certaines populations lymphocytaires et monocysaimeprimant son récepteur CX3CR1. Dans cette
étude, nous révélons que la conjonctive des patgaticomateux exposés aux collyres contenant du
BAC surexprime CX3CL1lIn vitro, nous démontrons que les cellules épithélialegooactivales
stimulées par le BAC attirent certaines populatiengocytaires en produisant CX3Cld.vivo, nous
rapportons que l'absence du récepteur CX3CR1 chegolris KO diminue linfiltration de la
conjonctive par les macrophages en cas d’exposdonBAC, montrant ainsi que le systéme
CX3CL1/CX3CR1 est impliqué dans le trafic des deBlimmunitaires au sein de la surface oculaire.

Ces résultats révelent ainsi que certains syst@mesiokinergiques sont impliqués dans la
physiopathologie du segment antérieur de I'ceil darGPAOQO. Les chimiokines apparaissent comme
un systeme inédit de régulation physiologique #tgagique de I'environnement trabéculaire et de la
surface oculaire, constituant ainsi de nouvellbiesithérapeutiques spécifiques.

Discipline: Physiologie et physiopathologie.

Mots clés: Apoptose, chimiokines, chlorure de benzalkoniummj@active, conservateurs, CX3CL1,
CX3CR1, CXCL12, CXCR3, CXCR4, CXCRY7, glaucome, hypeie intraoculaire, inflammation,
récepteurs des chimiokines, trabéculum.

Adresse de l'auteur: Alexandre Denoyer, INSERM UMRS 968, CNRS UMR721fstitut de la
Vision, équipe 8, 17 rue Moreau, 75012 Paris.



Involvement of the chemokines CXCL12 and CX3CL1 irthe pathophysiology of the trabecular
meshwork and ocular surface in glaucoma

Abstract: Glaucoma is the first cause of irreversible blirnén the world. Primary open-angle
glaucoma (POAG) mostly combines retinal neuropatith abnormal elevation of the intraocualar
pressure, which is the first risk factor for theedise. Ocular hypertension is caused by a tralsecula
meshwork degeneration whose primary mecanisms &te unknown. Indeed, the current
antiglaucoma treatment does not target the intddeicular pathology so it is not currative. Moraove
antiglaucoma eye drops often contain a preservaiveh as benzalkonium chloride (BAC), which has
been demonstrated to cause ocular surface inflaimmi glaucomatous patients treated over a long
term period.

Chemokines, small proteins from the cytokine fgmhave been first described for their
chemotactic properties for leukocytes through theieraction with G protein coupled receptors.
Aside from its immune properties, the chemokine CXZ is involved in the regulation of cell
viability and extracellulare matrix remodelling dlugh its receptor CXCR4. Recently, it has been
reported that proteolytic cleavage of CXCL12 yieldproapoptotic form, SDF-1(5-67), acting
another chemokine receptor :CXCR3. In this the€iXCL12, CXCR3 and CXCR4 have been
detected in trabecular cells in human glaucomatmizecular tissue and immortalized cell line. We
originally describe a balance between the protectdystem CXCL12/CXCR4 and SDF-1(5-
67)/CXCR3 which induces trabecular apoptosis unttex control of cytokines and matrix
metalloproteinases known to be involved in POAG. port the sucessful use vivo of a non-
peptide specific antagonist of CXCR3 in reducingilac hypertension and restoring trabecular
function in an animal model of glaucoma, openinghap therapeutic avenues in glaucoma.

We also studied the role of another chamokine, CIXI3 in the ocular surface inflammation
induced by BAC. CX3CL1 is charaterized by powedbemoattract properties on CX3CR1-bearing
leukocytes. In this study, we report an overexpoasef CX3CL1 in conjunctival epithelial cells in
glaucomatous patients treated with a BAC-contaimigglicationn vitro, we demonstrate that BAC-
stimulated conjunctival epithelial cells attractmighocytic and monocytic subpopulations by
producing CX3CL1. In an animal model of BAC-inducedular toxicity, we report a decrease in
macrophage infiltration to the conjunctiva in CX3CReficient mice compared to wild-type animals,
further confirming that CX3CL1/CX3CR1 is involveah immune cell trafincking in the ocular
surface.

Our results originally show that chemokines areoiwed in the pathophysiology of the
anterior segment in glaucoma. Chemokines appeamasv regulating system for the pathogenesis of
trabecular degeneration in glaucoma as well a®datar surface inflammation, and could constitute
new specific therapeutic targets in such deletertiseases.

Key words: Apoptosis, chemaokines, conjunctiva, CX3CL1, CX3CRXCL12, CXCR3, CXCR4,
CXCRY7, glaucoma, inflammation, ocular hypertensioreservative, chemokine receptors, trabecular
meshwork.
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Liste des abréviations

ARNm: Acide ribonucléique messager

BAC: Chlorure de benzalkonium

CMF: Cytométrie en flux

DMLA: Dégénérescence maculaire liée a I'age
DMEM: Milieu eagle modifié de Dulbecco
ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay
FBS: Sérum de veau feetal

FITC: Fluorescéine-isothiocyanate

GPAO: Glaucome primitif a angle ouvert
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HLA: Human leukocyte antigen
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MEC: Matrice extracellulaire
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NK: lymphocytes « natural killer »
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Le glaucome est une pathologie ophtalmologique &atgiqui représente aujourd’hui un
enjeu majeur de santé publiqgue. Cette maladieectnacplus de 70 millions de personnes
dans le monde et conduit a la cécité dans envi@ @les cas. Elle représente ainsi la
seconde cause de cécité mondiale et la premiere chusécité irréversibl@uigley 2006,
Cedrone 2008

Schématiquement, le glaucome primitif a angle au¢@PAO) est une neuropathie optique
dont le premier facteur de risque est une élévaiathologique de la pression intraoculaire
(PIO) (Sommer 1989).'hypertonie oculaire (HTO), qui contribue anffiiation ainsi qu’a la
progression du GPAO, semble résulter de modificatipathologiques de la voie de
résorption de 'humeur aqueuse au niveau d’'undéentiulaire spécifique : le trabéculum.
Alors que la neuropathie glaucomateuse fait I'olojettrés nombreuses études cliniques et
fondamentales, trés peu de choses sont connulssthologie trabéculaire initiale. Certains
travaux de notre équipe et d’autres ont révélélgumbéculum glaucomateux présentait une
raréfaction des cellules trabéculaires, un remagelde la matrice extracellulaire (MEC),
ainsi qu’une infiltration discrete par des cellulefammatoiregAlvarado 1984, Rohen 1984,
Grierson 1987, Hamard 2002)Aujourd’hui, les mécanismes physiopathologiques qu
déterminent une telle dégénérescence trabéculaioephologique et fonctionnelle- ne sont
pas identifiés. Cette « trabéculopathie glaucomateugrimum movensde la maladie,

demeure ainsi inaccessible aux traitements actuels.

Malgré les progres meédicaux développés contre thofiagie glaucomateuse, une certaine
proportion de patients résiste progressivementtaibementgyKass 2002)On assiste ainsi a
une aggravation de la neuropathie en dépit d’'umpesie thérapeutigue moderne bien
définie consistant & instaurer une monothérapies pucombiner deux, trois, voire quatre
molécules actives aux effets complémentaires. @bagpement thérapeutique, souvent
caractérisé par I'association d’'une augmentatiagmssive de la PIO au développement de
la neuropathie, pourrait trouver une explicatiomsdée mécanisme méme des traitements
actuels. Les principes actifs utilisés visent aidirar la PIO — en réduisant la synthése de
’humeur aqueuse ou en en augmentant la résorptiomais ne ciblent pas directement la
trabéculopathie originelle. Nous pourrions formuleypothese que I'altération pathologique
du trabéculum progresse en dépit d’'un traitemepbtansif adapté, conduisant a une reprise
de 'HTO de plus en plus réfractaire aux mesuredicades(Figure 1). La compréhension

des mécanismes biochimiques et cellulaires qusségi le microenvironnement trabéculaire
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permettrait de développer des méthodes thérapestiquieiées contre la pathologie

trabéculaire initiale.

En outre, les stratégies thérapeutigues mises aoce ptlans cette affection nécessitent
'administration quotidienne et au long cours d’'an plusieurs traitements. Les collyres
antiglaucomateux, qui incluent généralement un ewageur associé au principe actif, sont
responsables de troubles chroniques au niveaunderface lacrymo-cornéo-conjonctival : la
surface oculairéBaudouin 2008, Baudouin 201MIlus de la moitié des patients bénéficiant
d’un traitement antiglaucomateux au long coursgmtesdes signes fonctionnels d’'intolérance
souvent associés a des lésions cliniques avéréds slaface oculaire d’origine iatrogene
(Figure 1). Ces mécanismes d’intolérance concourent aingieadiminution de I'observance

thérapeutique, donc a l'inefficacité éventuellendée prise en charge.

Des études cliniques et fondamentales notammentugesdpar notre équipe ont permis de
démontrer que les conservateurs, au premier rasmuats figure le chlorure de benzalkonium
(BAC), sont responsables d'une toxicité aigie etowigue au niveau de la surface
oculaire :au dela de ses propriétés surfactantesliguent la qualité du film lacrymal, le BAC
est directement responsable d'une rupture de laebarépithéliale, d’'une apoptose des
cellules épithéliales, et d’une inflammation destaface oculairédSherwood 1989, De Saint
Jean 1999, Baudouin 2004)'imageriein vivo—comme la microscopie confocale- associée a
I'étude cellulaireex vivo de la surface oculaire - grace a la technique depraintes
conjonctivales - ont ainsi révelé que I'expositian BAC induisait une surexpression de
marqueurs de linflammation ainsi qu’'une infilti@ii de la conjonctive par des cellules
immunitaires. Néanmoins, l'origine d’'une telle Iifition inflammatoire, qu’elle soit
simplement secondaire a une destruction tissulawebien si spécifiquement liée a des

propriétés proinflammatoires du BAC encore incomsnméest pas aujourd’hui établie.

Les chimiokines sont des cytokines de faible ponmdéculaire qui se lient a des récepteurs
couplés aux protéines G (GPCR). Les premiéeres okimeés identifiées il y a une vingtaine
d’années étaient initialement caractérisées par [mussant effet chimioattractant sur
certaines populations leucocytaires, conduisarat @igration et I'activation des cellules de
limmunité sur les sites inflammatoiresWblpe 1989, Horuk 2001)Les systemes
chimiokines/récepteurs sont fondamentalement a@iaés par une importante redondance,
i.e. I'affinité de chaque chimiokine pour plusieursepteurs et réciproquement. Leurs effets,
ainsi que leur étude, sont donc intriqués et corgsle Certains d’entre eux dérogent
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cependant a la régle, telle CX3CL1 (fractalkine) seilie a un unique GPCR spécifique :
CX3CR1 (Bazan 1997, Imai 1997Ses capacités d’attraction et d’activation ddabees
sous-population leucocytaires, particulierement le®nocytes /macrophages et les
lymphocytes NK, ont été mises en cause dans cestgiaghologies inflammatoires ou
dysimmunes comme la polyarthrite rhumatoide, land¢ite atopique, I'encéphalopathie a
VIH et l'athérosclérosgRimaniol 2003, Combadiere 2003tn ophtalmologie, il a été
récemment montré que le polymorphisme de CX3CRlrrpbuétre en cause dans
I'accumulation rétinienne microgliale au cours deOOMLA (Combadiere 2007)ainsi que

dans le trafic des cellules dendritiques au niva&la corné€Chinnery 2008)

Plus récemment, il a été mis en évidence qu'un aicertnombre de systemes
chimiokines/récepteurs étaient impliqués dans descegsus extra-immunitaires. Les
chimiokines agissent de facon autocrine ou paracrgiest-a-dire dans I'environnement
cellulaire immédiat. Elles sont ainsi en mesuressiiger la communication intercellulaire et
de reguler les interactions entre les cellules et nilieu extracellulaire dans leur
environnement proche. D’une part, de nombreusegtdans le domaine des neurosciences
nous ont appris que certaines chimiokines jouentdle clé dans le développement du
systeme nerveux, la régulation de I'environnemeniro-glial, la communication neuronale et
la neuromodulation pré- et post-synaptiqR@stene 2011, Rostene 2Q0D)autre part, il a
été réecemment montré que les chimiokines étaiermdliqgoées dans la régulation de
I’'homéostasie tissulaire, depuis le contréle deiddilité cellulaire jusqu’au remodelage de la
MEC.

Ces observations posent aujourd’hui les fondemeletsmodéles de contrdle tissulaire
physiologiques, comme I'angiogénése, ou patholaggoomme la croissance tumorale, dans
lesquels entrent en jeu les chimiokines. C’est &s @articulierement de CXCL12,
antérieurement appelé SDF-1, et de son princigaptéur CXCR4. Outre ses propriétés au
sein du systéeme immunitaire, CXCL12 joue un rélecHigdie dans le maintien de
’'homéostasie des niches de cellules souche, dan®dulation de la MEC et dans la
migration et la survie des cellules cancéreu@dsller 2001, Lapidot 2005, Li 2008).
Récemment, il a été démontré que le clivage de C2Giar des métalloprotéinases (MMPS)
en une forme tronquée nommée SDF-1(5-67) étaitoressble de mort cellulaire par
lintermédiaire d’'un autre GPCR, le CXCR@cQuibban 2001, Vergote 2006Ainsi
I'environnement extracellulaire, comme la compositide la MEC ou la présence de

médiateurs de l'inflammation et de MMPs, pourraihditionner la fonction de CXCL12 en
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modifiant son affinité pour certains récepteurspstibuant ainsi une voie déterminante de
régulation de la fonction d’homéostasie de cetteakine.
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Figure 1: Modélisation de la problématique des traitements actuels dans la pathologie
glaucomateuse. (1) Les traitements antiglaucomateux actuels visent a diminuer la PIO mais ne
ciblent pas directement la trabéculopathie dont la progression pourrait expliquer
I’échappement thérapeutique rencontré en pratique clinique. (2) L’administration au long cours
de collyres conservés est responsable de troubles chroniques de la surface oculaire qui nuisent
a la tolérance et I'observance du traitement. Nos axes de recherches portent sur I'implication
de CXCL12 dans la physiopathologie trabéculaire et celle de CX3CL1 dans I'inflammation de la
surface oculaire d’origine iatrogéne. (Les fleches dégradées représentent des hypothéses non
encore démontrées, notamment I’éventuelle influence directe ou indirecte de I'inflammation
de la surface oculaire sur la trabéculopathie glaucomateuse)

Les problémes thérapeutiques rencontrés aujourddtmms le cadre de la maladie
glaucomateussoulévent certaines interrogations. En premier beugomprend aisément que
la mise a jour des mécanismes cellulaires qui ségisla trabéculopathie glaucomateuse
pourrait permettre d’ouvrir de nouvelles voies #p@&utiqgues spécifiques. Les altérations

trabéculaires constatées au cours du glaucome -emgdqpialeriola 2008) inflammation et

14



remaniement de la MEC - nous ont amenés a forntibigrothese selon laquelle CXCL12, sa
forme tronquée SDF-1(5-67), et certains GPCRs p@nt étre impligués dans cette
trabéculopathie. Nous avons ainsi étudié I'axe CXZlsur tissus humains, sur lignées
cellulaires immortalisées, ainsi que sur un modeiénal de glaucome, en recourant a

I'utilisation d’antagonistes non-peptidiques spégiés de certains GPCRs.

En second lieu, nous avons souhaité étudier lemamms¥nes responsables de l'inflammation
de la surface oculaire constatée au cours de rraite par des collyres antiglaucomateux
contenant ou non du BAC. Des résultats précédents ant conduits a formuler I'hypothése
selon laquelle CX3CL1 pourrait étre impliquée dBimseraction cellulaire entre I'épithélium
conjonctival exposé au BAC et certaines sous-ptipuls leucocytaires. La chimiokine
CX3CL1 a été étudié chez 'hnomme, sur lignées tates immortalisées, ainsi que sur un
modeéle animal de toxicité oculaire chez des samaissgéniques KO pour son récepteur, le
CX3CRL1.
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INTRODUCTION



1 LE GLAUCOME

Le glaucome représente un groupe de neuropathiggueptprogressives ayant en
commun une dégénérescence progressive des calubgtionnaires de la rétine et de leurs
axones, se traduisant par une excavation de ladtéteerf optique et par une atteinte du
champ visuel. L'élévation de la P1O est le prenféeteur de risque reconnu du glaucome. Ses
fondements biologiques ainsi que les autres fastdarrisque impliqués dans cette affection
ne sont cependant pas encore totalement élu@ideimreb 2004)

En fonction de I'examen clinique ophtalmologique, lthnatomie de I'angle irido-
cornéen, de l'aspect du nerf optique et de I'eristed’'une atteinte du champ visuel de type
glaucomateuse, les glaucomes sont class@Suwrnpean-Glaucoma-Society 2003)

» Glaucomes congénitaux

» Glaucomes a angle ouvert (GAO) :
- Glaucomes primitifs a angle ouvert(GPAQO) et hypertonie oculaire
(HTO). L'HTO correspond a une élévation de la PIO sagsesd’atteinte du
nerf optique ou du champ visuel. Le GPAO est uneropathie optique
généralement précédée puis associee a une HTO.
- Glaucomes secondaires a angle ouvertls peuvent étre liés a des maladies
oculaires (glaucome pseudo-exfoliatif, pigmentaiegitique, traumatique,
phaco-antigénique,...), iatrogenes (corticostéroigest chirurgicaux,...), ou a
des causes extraoculaires comme le glaucome paresugtion de la pression
veineuse épisclérale.

» Glaucomes a angle fermé:
- Glaucomes primitifs a angle fermé.

- Glaucomes secondaires a angle fermée.

L’ensemble de nos travaux concerne le GPAO hypefteps représente aujourd’hui la
grande majorité des patients glaucomateux dans pays et constitue un modele de
trabéculopathie primitive dont la physiopathologéneure inconnue.

1.1 Epidémiologie

Le glaucome est une cause majeure de cécité ésmqe un probleme de santé publique au

niveau mondial puisqu’il toucherait entre 67 et®®illions d’individus (Weinreb 2000;
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Villain 2005; Nduaguba 2006).e GPAO est le plus fréquent des glaucomes erdectiet

en Afrique, ou il représente, en fonction des ragiet critéres diagnostiques, 50 a 70% de
I'ensemble des glaucomes. Dix pour cent des patigttg¢ints de glaucome présenteraient une
cécité bilatérale liee a cette neuropathie optigugigley 1996) Dans les pays développés, le
GPAO représente I'une des trois premieres causegdt avec la rétinopathie diabétique et
la dégénérescence maculaire liée a I'dge (DMLA).

La prévalence de la maladie est de 0,5 a 1% danpaméation d’adultes de plus de 40 ans,
en Europe et en Amérique du Nord. Ce chiffre catraavec la fréequence de I'HTO
atteignant 5 a 10% de la méme populatigtahn 1980) La prévalence du glaucome
augmente avec I'age. Elle est variable chez lesasaeies selon les publications, de 1,8%
dans I'étude Baltimore réalisée chez des caucadieptus de 60 ar(fSommer. 19915 3,4%
dans I'étude Beaver Dam chez des patients de mu5dangKlein 1992) En France, le
glaucome toucherait environ 1 200 000 personnésreestime qu’a peu pres la moitié des

glaucomes n’est pas diagnostig(Beon 2006)

1.2 Elévation de la pression intraoculaire (et autres facteurs
de risque)

Le glaucome est une maladie neurodégénérative téase par une déegenérescence
progressive des cellules ganglionnaires rétinienpas apoptose(Weinreb 2004).Les
mécanismes précis qui déclenchent cette mort egbuhe sont pas encore élucidés, mais
cette apoptose des cellules ganglionnaires ddifeeréntraine une excavation caractéristique
de la téte du nerf optique et une atteinte du chamspel. Plusieurs mécanismes sont
probablement a l'origine de cette neuropathie agtiget il est tres probable quils
interagissent a des degrés variables pour desdudidifférentdMackenzie 2008)

L’élévation de la PIO liée a une augmentation desstances a I'élimination de I'hnumeur
aqueuse de la chambre antérieure de I'ceil demeyercipal facteur de risque du glaucome
(Gordon 2002; Mansberger 20Q6l.’aspect des nerfs optiques et des champs visozls
déterminés par le niveau de PIO et surtout parolardnce des axones des cellules
ganglionnaires a cette PIO ainsi qu’a ses flucbuaiiMackenzie 2008).a réponse des tissus
de la téte du nerf optique au stress lié a une #ébévae la PIO, outre des phénomenes
meécaniques, impliquent des modifications vascuaiv@e activation gliale et un remodelage

tissulaire qui interagissent entre gltackenzie 2008 De nombreuses études cliniques mais
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aussi expérimentales ont montré le réle possildaathalies du flux sanguin oculaire dans la
neuropathie optique glaucomatedackenzie 2008)Le tissu glial comme les astrocytes et
la microglie pourraient également avoir un réletcardans la transformation du stress lié a
'augmentation de la PIO en une réponse cellulesponsable d’'un remodelage tissulaire.
Des changements au niveau des molécules d’adhésilmaire, des cytokines, des facteurs
neurotrophiques et des marqueurs du stress oxgegmtoduiraient de maniére privilégiée au
niveau de la glie et joueraient un role centralsdarréponse biologique a ce stress mécanique
(Hernandez 2000)kEnfin, I'atteinte des cellules ganglionnairesniénnes pourrait également

avoir une origine auto-immur{®/ax 1998)

1.3 Physiopathologie trabéculaire

1.3.1 Histologie

Le trabéculum est une entité morpho-fonctionnetbenglexe située au niveau de l'angle
irido-cornéen, en avant de la racine de I'{fggure 2). Il s’agit d’'une bande triangulaire dont
le sommet antérieur s’'insére sur I'anneau de Sdiavat la base postérieure s’étend de
I'éperon scléral a la racine de I'iris. Prolongefendothélio-Descemet cornéen et parallele
au limbe scléro-cornéen, le trabéculum tapisseglanrido-cornéen sur la totalité de sa
circonférence. C’est un tissu conjonctif lacunacemposé d’'un empilement de lamelles
entourées de cellules endothéliales, situé en alamhur interne du canal de Schlemm et
formant des espaces intertrabéculaires de plusenrpinces en approchant de la lumiere
canalaire. Le trabéculum n’est pas vascularis@ eugrition est assurée par 'humeur aqueuse
(Bechetoille 1997; Romanet 1998) ’analyse histologique décrit quatre constituants
principaux du trabéculum:Le trabéculum cribriforma juxtacanaliculaire, le trabéculum

scléral, le trabéculum uvéal et les procés ou tnalles iriens.
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Figure 2: L’angle irido-cornéen (Image P. Vo Tan in Ganem 1992). 1, cornée; 2,
conjonctive; 3, éperon scléral; 4, canal de Schlemm; 5, sclére; 6, muscle ciliaire;
7, corps ciliaire; 8, zonule; 9, cristallin; 10, iris; 11, trabéculum.

Le trabéculum cribriforme est la partie la pluseere du trabéculum et le principal site de
résistance de I'écoulement de 'humeur aqueuse bBamgaucome a angle ouvert (GAO)
(Bechetoille 1997; Romanet 1998)se situe entre le mur interne du canal de Saht et le
trabéculum cornéo-scléral. Mesurant 5 a 10 pumraeéculum cribriforme est formé d’'un
tissu conjonctif lache, sans stratification, etdéeix a cing couches de cellules endothéliales
(dites trabéculaires) disposées de maniére aléatnirsein d’une substance fondamentale ou
matrice extracellulaire (MEC). Les cellules tradémes possédent un cytoplasme riche en
ribosomes et en appareils de Golgi, ainsi qu'ungaciéé importante de phagocytose par

vacuolisation et de tres nombreux récepteurs memabes(Romanet 1998)

1.3.2 Humeur aqueuse et pression intraoculaire

L’humeur aqueuse est le liquide qui remplit lesnehees antérieures et postérieures de I'ceil.
Elle est le déterminant le plus important de la .PED outre, elle assure également une
fonction métabolique nutritionnelle et d’éliminatides déchets pour le cristallin, la cornée et

le trabéculum(Bechetoille 1997; Romanet 199%ormée a partir du plasma au niveau des
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proces ciliaires du corps ciliaire, elle va étienélée au niveau de I'angle irido-cornéen par la

voie principale trabéculo-canaliculaire et pardeges accessoires uvéosclérales.

1.3.2.1 Synthése de I’humeur aqueuse

L’humeur aqueuse provient du sang mais sa compost bien différente, les deux liquides
biologiques étant séparés par la barriere hémateumg. Celle-ci est constituée de
'ensemble des structures uvéales qui séparenarlg des capillaires iriens et ciliaires de
I’lhumeur aqueuse.

L’eau est le principal constituant de I'humeur atge2(99,6%). Parmi les autres constituants,
certains ont des concentrations plus faibles ques da sang:acides aminés, protéines de
structure, enzymes, glucose, urée, acide uriqutioine et bicarbonates; d’autres ont des
concentrations plus élevées :sodium, chlorure, aasterbique, acide lactique; d’autres ont
des concentrations voisines de celles du sangsgiata, calcium, phosphates.

La formation de 'humeur aqueuse a lieu principaatnau niveau des proces ciliaires qui
sont au nombre de 70 a 80. Chaque proceés ciligireantré sur une artériole, branche du
grand cercle artériel de I'iris. lls représentemtprincipal point de passage dans la BHA a
I'origine de 90% du flux d’humeur aqueu@@echetoille 1997; Romanet 199&)u niveau de
I'épithélium ciliaire, plusieurs meécanismes physgijues vont permettre aux éléments
sanguins présents dans le stroma et les espaeeselhtlaires de traverser la BHA afin de
produire I'humeur aqueuse dans la chambre postérilsuimpliquent de la diffusion simple,
de la diffusion facilitée, de l'ultrafiltration, elu transport actif qui reste le mécanisme le plus
important dans la formation de 'humeur aque{gechetoille 1997; Romanet 1998)

Le débit d’humeur aqueuse serait de l'ordre de )IBnin (Brubaker 1991)ce qui
correspond a un renouvellement de 1% par minuteotiume qu’elle occupe dans le segment
antérieur. Le renouvellement complet se faisanteims de deux heurgBechetoille 1997;
Romanet 1998)La sécrétion d’humeur aqueuse n’est pas constamie au long du
nycthémere, elle dépend d’un rythme circadien awee diminution du taux de sécrétion la
nuit de l'ordre de 30% (1,50ul/mn), voire 50Bechetoille 1997; Romanet 1998; Blaise
2005; Renard 2005)Le mécanisme précis de cette variation restenimedout comme les

facteurs exacts influencant la régulation de la&t@mn d’humeur agueug®omanet 1998)

1.3.2.2 Elimination de I’"humeur aqueuse

L’humeur aqueuse va étre éliminée de la chambrérianote au niveau de I'angle irido-

cornéen par deux voigRomanet 19938 La voie principale trabéculo-canaliculaire, par
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trabéculum, le canal de Schlemm et ses canauxerfi&rest responsable de 90 % de son
évacuation. Les voies uveosclérales sont des iies accessoires et représentent environ
10% de I'évacuation de I'hnumeur aqueBechetoille 1997; Romanet 1998)

Voie trabéculaire. L’élimination de I'humeur aqueuse par la voie phoate trabéculaire
nécessite son passage depuis la chambre antéatieliceil au travers du trabéculum uveéal, du
trabéculum cornéo-scléral et du trabéculum juxtdoandaire ou cribriforme. L’humeur
agueuse passe ensuite dans le canal de Schlemntadmarbi externe donne naissance a des
canaux collecteurs efférents. Ces canaux s’anasemh@n un plexus veineux intrascléral
profond puis épiscléral, pour enfin drainer 'humeagueuse dans les plexus veineux
extraoculaires. Dans I'HTO et le GAO, c’est essdlgiment le trabéculum cribriforme et
'endothélium du canal de Schlemm qui sont a l'oig de I'exces de résistance a
I’écoulement de 'humeur aqueu&eiler 1985; Ethier 1986; Allingham 1992)

Voie uveéoscléraleL’absence de barriére épithéliale au niveau deglairido-cornéen, entre

la chambre antérieure et le corps ciliaire, perenéhumeur agueuse d’entrer dans le corps
ciliaire a travers la racine de liris et ainsi cbaircuiter le trabéculum et le canal de
Schlemm. L’humeur aqueuse peut ainsi passer deemgamassive entre les faisceaux
musculaires et gagner les espaces supra-ciliairesugra-choroidiens, et enfin la sclére
(Bechetoille 1997; Romanet 1998A I'extérieur de I'ceil, I'hnumeur aqueuse est soit
réabsorbée par les vaisseaux sanguins orbitaoggjrainée par les vaisseaux lymphatiques
de la conjonctive(Romanet 1998)Ces voies représentent 5 a 15% de I'éliminatien d
I’humeur aqueuse, et en condition physiologiquedébit est estimé a 0,2 a 0,5 pl/min avec
peu de variations induites par la P(Bechetoille 1997; Romanet 1998&)élimination de
I'hnumeur aqueuse par cette voie semble dépendfétdedu muscle ciliaire, essentiellement
sous influence sympathique. L’élimination d’humegueuse augmente lorsque le muscle
ciliaire se relache ce qui élargit les espaceainmiisculaires, et elle diminue lorsque le muscle
ciliaire se contractéBechetoille 1997; Romanet 1998)otons tout de méme une trés grande
variabilité du débit uvéoscléral mesuré, dont lapprtion s’étendrait de 4% a 54% de la
filtration totale selon les étudéBill 1971, Toris 1995)

1.3.2.3 Régulation de la pression intraoculaire

Relation entre PIO et renouvellement de 'humeur ageuse.Une pression est une force
qui se répartit uniformément sur une surface. L@ Fsulte de I'équilibre qui s’établit entre
le contenu du globe oculaire et son conterfBethetoille 1997)L’humeur aqueuse reste le

facteur déterminant essentiel de la PIO qui résudtd’équilibre entre sa sécrétion et son

22



élimination. La relation entre ces facteurs détaamia PIO dans I'ceil normal comme le

résume parfaitement la formule de Goldméeachetoille 1997)

PIO = (FIC) + Pve (1)

dans laquelle PIO est la pression intraoculairemam Hg, F est le débit de formation de
I'hnumeur aqueuse exprimé en pl/min, C est le déBitimination exprimé en pl/min/mm Hg,
et Pve représente la pression veineuse épisclésgeamée en mm Hg. La résistance a
I’évacuation de 'humeur aqueuse est I'inverse daitd#élimination. Chez les caucasiens, la
PIO moyenne a donc été définie comme la moyenneux écarts-types, soit 15,2 + 3,25
mm Hg (Romanet 1998)De trés nombreux facteurs, ethniques, génétiguesnonaux,
dynamiques, hémodynamiques ou encore biologiquagepé influencer la PI1O et confirment

la complexité de sa régulation.

Equation dynamique du renouvellement de 'lhumeur ageuse.La dynamique de
renouvellement de ’humeur aqueuse peut-étre reptés par I'équation de Goldmann
(Brubaker 200%:

Fan=F.+ F (2)

Fan [Hl/min] :débit de synthése de I'humeur aqueuse,; [El/min] :débit uvéoscléral ; et (F

[pl/min] :débit trabéculaire.
F.=C x ( PIO — PEV) (3)

C [ul/min/mmHg] :facilité a I'écoulement aqueuxhgulaire ; et PEV [mmHg] :pression des veines

épisclérales. La facilité de I'écoulement a 'humaqueuse chez I'homme varie de 0,1 a 0,4 pl/mirtAgm

1.3.3 Trabéculopathie glaucomateuse

1.3.3.1 Altérations histologiques et cellulaires

Peu de choses sont connues concernant les altératiorphologiques et fonctionnelles du
trabéculum dans le GPAO. Les études anatomopaiholkes préecédemment publiées par

notre équipe et d’autr¢gigure 3) ont montré :
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* Une raréfaction des cellules trabéculaires (probabient liée a une apoptose)
» Une altération des jonctions intercellulaires
* Un remodelage des fibres de collagéne au sein deleC

* Une discrete infiltration tissulaire par des celle$ inflammatoires (inconstante)

De facon générale, les modifications trabéculaaesours du glaucome ressemblent a une
dégeénérescence tissualaire liée a I'age et assasrenemodelage et une accumulation de
MEC a une diminution de la cellularité trabéculgifdvarado 1984, Rohen 1993, Grierson
1987. Les cellules trabéculaires présentent des ptH®i phagocytiques et régulent la
composition de la MEC en synthétisant des MMPsiajue des glycosaminoglycanes,
particulierement des chondroitine-sulfat8sdrwood 1988, Hernandez 198A&insi, la perte

de cellules trabéculaires serait associée a damtiins morphologiques trabéculaires comme
I'amincissement/fusion tissulaires et I'accumulatide MEC dans I'endothélo-Schlemm
(Alvarado 1984)ll a été précédemment démontré que certainesiog®k-comme le TNk;
'lL-1 B, ou le TGFB1/2 — pouvaient modifier ces fonctions cellulai{€sichshofer 2003,
Wordinger 98, Samples 199%arallelement, les stress hyperbare ou oxyuohdlifenceraient
aussi la synthése protéique des cellules trabéesldii 2007) Au cours du glaucome, des
concentrations anormalement élevées de certaines PMM-MMP-2 et MMP-3
particulierement-, de TNE; et de TGH32 au sein du tissu trabéculaire ont été retrouvées
(Acoot 2008, Alexander 2001, Hosseini 2006)

Il est important de noter qu’une apoptose trabéwukaété détectée de facon significative au
sein des trabéculums de patients atteints de gtaeicoe phénomene apparaissant comme
spécifigue du GPAO comparativement aux autres tygesglaucome Raleriola 2008.
Néanmoins, les mécanismes initiaux conduisantta oabrt cellulaire demeurent encore mal
connus. Seuls les effets du stress oxydatif ontaétgeement étudiédDe La Paz 1996, Sacca
2007, Frenandez-Durango 2008| a été ainsi observé qu’'une surexpression efgmeces
réactives de I'oxygene au sein du trabéculum ewdraune perte de fonction trabéculaire
associée a une élévation de la résistance a I'écmuit et de la PIQC@ballero 2003, Luna
2009, Izzotti 2006, Sacca 2008, Ohia 20@%u niveau cellulaire, ce stress oxydatif conditir

a une dégénérescence par accumulation de délasdahtilaires en relation avec une perte de
fonction du protéasomeBébizhayev 1989, Zanon-Moreno 2008, Gasiorowski@920

Caballero 2003, Luna 2009Ainsi, une sous-expression du gene miR-29b a-lig¢ synthese
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de certains composants de la MEC- ainsi qu'un warde GSTM1 —gene mitochondrial
impliqué dans la défense oxydative — ont été inol® dans la physiopathologie de la
dégénérescence trabéculaiteirfa 2009, Izzotti 20)0Notons enfin que la surexpression du
TGFf2 retrouvée dans le segment antérieur des patiBntsomateux pourrait participer a la
trabéculopathie, cette molécule étant largementiqueé dans les réactions de fibrose
tissulaire Fuchshofer 200Qainsi que la peroxydation lipidique et la prodoctd’especes

réactives de I'oxygéneY(a 2010.

Trabéculum sain Trabéculum glaucomateux
/

o

Figure 3: Etude histologique comparative de trabéculum humains en microscopie confocale
(Hamard 2002). Le trabéculum glaucomateux présente une raréfaction extréme des cellules
trabéculaires ainsi qu’un remaniement de la MEC. (Les noyaux cellulaires sont colorés en IP
(rouge), les fibres d’élastine sont autofluorescentes (vert), x200).

1.3.3.2 Altérations fonctionnelles

L’étude de la fonction trabéculaire chez I'hommemdere complexe et limitée par
'imprécision des méthodes de mesure vivo actuelles. Cependant, le recours a la

fluorophotométriein vivo a permis de mieux étudier la dynamique du rendewent de
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I’'humeur aqueuse au cours du GPADofis J Glaucoma 2007, Lim 200& es modifications

rapportées sont :

e La diminution progressive du volume de la chambrentérieure avec I'age,
indépendante de la PIO
» L’absence de variation de synthése d’humeur aqueuse

« Ladiminution du débit de filtration trabéculaireretrouvée systématiquement en cas

de GPAO, et directement proportionnelle a I'éléatide la PIO

Enfin, le débit de la voie uvéosclérale, toujouvaléé de fagon indirecte, serait normal ou
diminué en cas de GPAO.

1.4 Modeéles animaux

Le développement de modéles animaux d’HTO et decglae constitue encore aujourd’hui
un des enjeux majeurs de la recherche expérimetdaie cette pathologie. La mise au point
de modeles fiables est nécessaire a la compréhedsiola physiopathologie comme a

I’évaluation du potentiel thérapeutique de noueiteolécules.
Le modéle idéal devrait remplir les criteres sutgan

» Larobustessegarante de I'obtention d’'une HTO élevée et stdhles le temps

» Lefficacité, qui correspond ici a l'obtention d'une proportioglevée
d’animaux malades suite a la procédure expérimental

* La reproductibilité intra-opérateur (dans le temps) anhter-opérateut qui
implique souvent la mise au point de protocolespss et réalisables en
routine.

» L’obtention d’un phénotype morpho-fonctionnel se pprochant le plus de la

pathologie humaine.
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1.4.1 Analyse comparative des différents modeles

Différentes stratégies permettent d’aboutir a ui®©thez I'animal. Il est possible de réaliser
soit une obstruction trabéculaire, soit une obstwnal’aval au niveau épiscléral, soit les deux
(Tableau 1)

Pendant de nombreuses années, les études ont assyminiguement l'interchangeabilité de
ces modeles. Aujourd’hui, I'amélioration des métmdd'imagerie —comme I'OCT de
segment antérieur et 'UBM- et le recours a de nauxetraceurs de fonctionnalité
trabéculaire, permettent de mieux appréhendersterce de différences fondamentales parmi

ces modeéles.

Tableau 1 : Classification des différents modéles animaux de glaucome associé a une HTO.

Niveau

Modele d’obstruction

Caractéristiques Références

Chang et al. Nat Genet

t %QSU‘IJC_“O” « Modéle de glaucome 1999
rabeculaire par  pigmentaire obstructif
: . dispersion John et al, IOVS 1998
Souris DBA/2j : : .
pigmentaire ) - Faible HTO Reichstein et al, Exp eye
(atrophie S Res 2007
irienne) * Variabilité élevée

Inman et al, IOVS 2006

« Efficacité élevée chez le Ghasterland et al. IOVS

. 1974
singe
. ) Radisu et al. ARch Ophth
* Espéce animale 1984
Photocoagulation|  qpstruction contraignante

Zhang et al, exp eye res
 Pas d’étude possible de 2009

trabeculaire trabéculaire par

(rongeurs, singe) photodestructior la physiopathologie _ _
trabéculaire (destruction Lerol‘gf/h'\;%ré’z'” etal,
physique directe) S
Ueda et al, Jpn J
Ophthalmol 1998
Obstruction Eizlggmte PourTHTO Weber et al. J
trabéculaire par ) ST NeuroScience methods
: : Obstruction | * Variabilité a moyen 2001
microbilles trabéculaire terme
(rat, singe) « Etude morphologique du Urcola et al, Exp eye Res

trabeculum altérée par la 2006
présence des billes
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Injection * Altérations

épisclérale de Obstruction morphologiques Morrison et al, exp eye
sérum épisclérale ET | importantes Res 1997
hypertonique destruction (élargissement de la CA
trabéculaire | et destruction des procés Guo etal, IOVS 2005
(rat) ciliaires)
Garcia-Valenzuela et al,
* Obtention d’une HTO Exp eye Res 1995
Occlusion des Obstruction prolongée dans le temps  pgrk et al. J Ocul
veines épisclérale (variable selon les Pharmacol Ther 2008
Aniceld ) auteurs)
ep:_sclirales par (voie Yu et al, Exp eye Res
'gature ou trabéculaire + | « Morphologie du 2008
cauterltsanon voie segment antérieur o
(rat) uvéosclérale) | préservée et comparablghViSsiros et al, I0VS 2008
a celle du GPAO Danias et al, exp eye Res

2006

Nous avons donc choisi le modéle de glaucome induitautérisation des veines épisclérales
car il présente de nombreuses similarités avec dellihomme :(i) la cautérisation des veines
entraine une élévation de la PIO stable et prolergé plusieurs mois ; (ii) il N’y a pas
d’intervention directe sur le trabéculum et lesudtures intraoculaires ; (iii) I'anatomie du
segment antérieure n’est pas modifiée, de fagoilasiena ce qui est observé dans le GPAO
humain ; (iv) I'anatomie oculaire du rat présengs @gtructures antérieures plus proches de
celles de I'ceil humain que la souris. ; et (v)@iétion induite de la PIO s’accompagne d’'une
dégénérescence progressive des cellules ganglieamatiennes, de fagon identique a ce qui

est observé chez 'homme atteint de GPAO.

1.4.2 Modele par cautérisation des veines épisclérales

1.4.2.1 Procédure expérimentale

Le modele expérimental d’'HTO par cautérisation wkises épisclérales a été décrit pour la
premiere fois par Garcia-Valenzuatal en 1995. La procédure chirurgicale sous anesthésie
générale et microscope opératoire consiste a e¢alise ouverture conjonctivale au limbe
dans les cadrans supéro-temporal, supéro-nasahf@to-nasal, suivie d'une dissection
conjonctivo-sclérale avec repérage des muscleowmieurs. Les veines épisclérales —une

veine par cadran en général- sont alors identifisetées des plans profonds par dissection,
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puis cautérisées par électrocoagulation bipolaisgy’a I'obtention d’'un moignon turgescent

signant un obstacle total au retour veineux.

Dans nos études, nous avons choisi de repérertemnlauotalité des veines épisclérales afin
de contrdler la variabilité de vascularisation fimeividuelle. Ainsi, si des veines épisclérales
surnumeéraires étaient repérées, elles étaientretdau cautérisées. Immédiatement apres la
procédure, un cedeme cornéen transitoire lié aviélen brutale de la PIO était constaté, la
cornée recouvrant sa transparence en trois jourgoenvAfin de minimiser les biais
expérimentaux, la procédure chirurgicale étaitétép de la méme facon dans I'eeil contréle

controlatéral jusqu’a I'étape de dissection vadoeldes veines n’étant alors pas cautérisees.

1.4.2.2 Phénotype du modeéle

Pression intraoculaire.L’effet hypertonisant de la procédure a un moisoé$eénu dans 80%
des cas. Dans chaque série réalisée, la varialntgéndividuelle de 'HTO expérimentale -
identifiée par I'écart-type- tend a se réduire pgesstabiliser dans le temps deux semaines
apres la procédure. Les rats ne présentant pasQl$idnificative ont été exclus a l'issue de

cette période.

Segment antérieur. Peu de choses sont connues sur le segment antéiesumodeles
expérimentaux d’HTO. Par imagerie ultrasonore adyfndéiquencen vivo (UBM), il a été
montré que la cautérisation des veines épisclérdleduisait pas de variation morphologique
des différents éléments du segment antérieur -eticpger la profondeur de chambre
antérieure, I'ouverture de l'angle irido-cornéerieetaille des corps ciliaires- contrairement a
I'injection intraveineuse de sérum hypertonigblisirios 2008) Cette absence de
modifications anatomiques est comparable a ce suiobservé chez 'homme en cas de
GPAO.

L’étude histo-pathologique du segment antérieurjanriaais été décrite quel que soit le modele
d’HTO expérimentale. Des résultats préliminairesndere équipe semblent indiquer qu’il se
produit un phénoméne d’'apoptose retardée des eltthbéculaires, environ une semaine
apres la procédure chirurgicale, qui persiste émsdé facon constante. Nos études de
filtration trabéculairein vivo confirment un ralentissement du turn-over aqueéxal une
augmentation de la résistance trabéculaire a I'écoeiht sans modification de la synthese de

I'humeur aqueuse.
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Dégénérescence neuro-rétinienneDe nombreuses études ont confirmé que I'HTO
expérimentale obtenue par cautérisation des vépisslérales induisait une atrophie neuro-
rétinienne identiqgue a celle retrouvée chez I'honmemecas de GPAQ@Guo 2005, Danias

2006, Urcola 2006, Wu 2007, Park 200&es études ont ainsi rapporté l'induction d’'une
apoptose des cellules ganglionnaires, un remodalage MEC et la synthése de facteurs
neurotrophiques et de médiateurs de linflammatibe. facon comparable, nous avons
observé une apoptose des cellules ganglionnairesa®rd’hypertonie induite. Néanmoins,
'étude de la dégénérescence ganglionnaire néesssiun suivi de plusieurs mois pour

I'analyse de I'atrophie neuro-rétinienne secondaire

2 PRINCIPE ET LIMITES THERAPEUTIQUES

L’objectif du traitement du glaucome est de maintéaifonction visuelle et la qualité de vie
des patients a un co(t abordaffiropean-Glaucoma-Society 2008)ans cette notion de
colt interviennent les effets secondaires, les wm&oients liés aux traitements ainsi que et la
composante financiére pour l'individu et la soci@éropean-Glaucoma-Society 2003)

Le seul traitement aujourd’hui disponible et cliggnent efficace pour prévenir le
développement ou ralentir I'évolution d’'un glaucokteez un patient présentant une HTO
consiste a faire baisser la P(Buropean-Glaucoma-Society 20G8)n d’obtenir une PIO dite

« cible ». Cette PIO cible correspond a la PIO mageobtenue sous traitement permettant de
ralentir la progression ou de prévenir I'apparitidas déficits glaucomateufEuropean-
Glaucoma-Society 2003 e choix du traitement du glaucome ou de I'HTQ fest en
fonction du patient, de son glaucome et des bérsfit risques attendus de la thérapeutique
choisie. L'arsenal thérapeutique pour diminuer l@ Bomporte actuellement des traitements
meédicaux avec des collyres antiglaucomateux ettrdgements chirurgicaux :le laser ou la
chirurgie filtrante. Seuls les collyres antiglau@gux hypotonisants seront envisagés dans

cette theése.

2.1 Mécanismes d’action des molécules hypotonisantes

2.1.1 Diminution de la production d’humeur aqueuse

p-bloquants.Les B-bloquants réduisent la PIO en diminuant la syrh#umeur aqueuse.

(Costa 2003; van der Valk. 2003)s agissent en bloquant les réceptfirsies cellules non
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pigmentées de [I'épithélium ciliaire des procesaciis et, par conséquent, inhibent la
production d’humeur aqueuse qui a lieu normalenast de la stimulation de ce récepteur
(Costa 2003)

Inhibiteurs de I'anhydrase carboniqudl existe actuellement deux inhibiteurs de I'anlasl
carbonique en collyre, le dorzolamide et le briamade. L’anhydrase carbonique est une des
enzymes majeures impliquées dans la formation ddwinaqueusdPfeiffer 1997) Les
inhibiteurs de I'anhydrase carbonique agissent g@naiminution de la production d’humeur
aqueuse. La réduction de la PIO obtenue apredlatisth de ces molécules est comprise entre
15 et 20%(van der Valk 2005).

Agonistes adrénergiquesl existe des agonistes adrénergiques non séldéfpiséphrine et
dipivéphrine) qui agissent sur les récepteuts a2 et 2 adrénergiques, et des agonistes
sélectifs des récepteus® (brimonidine et apraclonidine). Au niveau de l;dgs récepteurs
al sont responsables de la vasoconstriction, dey/taiase, de la rétraction des paupieres. Les
récepteursi2 sont responsables de la baisse de la PIO en dintita sécrétion d’humeur
aqueuse mais aussi en facilitant son éliminatigrigpaoie uvéosclérale et trabéculajRotter
1990) La baisse de la PIO obtenue apreés instillati@gahistes adrénergiques est comprise
entre 15 et 25%European-Glaucoma-Society 2003; van der Valk 2005)

2.1.2 Augmentation de la résorption d’humeur aqueuse

Voie uvéosclérale :analogues des prostaglandines pebstamides.Les analogues des
prostaglandines (latanoprost, travoprost, taflupres unoprostone) et les prostamides
(bimatoprost) diminuent la PIO en augmentant I'éiation uvéosclérale de I'humeur
aqueusdAlexander 2002)Leur mode d’action exact n’est pas encore totatgrélucidé mais

ils pourraient agir par induction de facteurs dangcription nucléaires et par une
augmentation de la biosynthese des MMP, provoquerg réduction de la MEC et
I'élargissement des espaces interfibrillaires dumimt la résistance du muscle ciliaire, et par
conséquent, entrainant l'augmentation de I'élimamatuvéosclérale d’humeur aqueuse
(Weinreb 2002)Les analogues des prostaglandines et les pragtamsopnt actuellement les
molécules hypotonisantes les plus efficaces, avecharsse de la PIO comprise entre 20 et
35% (European-Glaucoma-Society 2003; van der Valk 2005)

Voie trabéculaire :myotiquesLes agonistes cholinergiques (ou parasympathontongs)
représentent la classe thérapeutique la plus ameidans le traitement du glaucome et de

I'HTO. La principale molécule de cette classe tpérdique est la pilocarpine qui agit par une
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action directe sur la contraction du muscle lomdjital du corps ciliaire facilitant
I'élimination de I'humeur aqueuse par la voie tr@aldaire. La pilocarpine n’agit donc pas
directement sur la trabéculopathie, mais elle owamatomiquement 'angle irido-cornéen,
offrant ainsi le maximum de surface filtrante auwnte@t de 'humeur aqueuse. Elle est donc
inefficace en cas de dysfonction trabéculaire irtggde. Son efficacité en terme de baisse

pressionnelle est comprise entre 20 et 2686 der Valk 2005)

2.2 Limite d’efficacité des traitements hypotonisants

L'extréme complexité d’interprétation des donnéesncernant I'efficacité réelle des

traitements hypotonisants actuels est liee a ddipted obstacles méthodologiques :(i) la
nécessité d’analyser de tres larges cohortes @mngsmsur une longue période, (ii) la diversité
des séquences thérapeutiques mises en ceuvre “Hpitiatibn du traitement comme pour ses
adaptations ultérieures-, (iii) les problémes dé&dhnce thérapeutique difficiles a évaluer qui
grévent l'efficacité thérapeutique réelle, et (i) variabilité des critéres d’évaluation de la

maladie selon les études.

Les grandes études cliniques prospectives et ranttiques nous ont cependant apporté les
preuves de la nécessité de réduire I'HTO afin duirdier le risque d’apparition ou de
développement de la maladie glaucomateuse. Conteresa limites d’efficacité des
traitements actuels, deux études -'OHTS et 'TEGB8-démontré un risque d’apparition de
neuropathie glaucomateuse de 4,4% et 13,4% regpent chez des patients traités pour
une HTO isoléeversus9% et 14% chez les patients non traités. Au sugst patients
présentant initialement une neuropathie glaucomatessociée a une HTO, 'EMGT et la
CNTG ont démontré un risque de progression de ladieade 45% et 20% respectivement

chez les patients trait@ersus60% chez les patients non traités.

Tout en apportant la preuve d’'une nécessaire rixtude la P1O, ces études montrent aussi
gu’une certaine proportion de patients échappetaibtements médicaux actuels. En pratique
clinigue, nous sommes fréquemment amenés a premdreharge des patients traités
initialement stabilisés dont la neuropathie et IBIprogressent a nouveau. Ces cas de figure
conduisent a I'association progressive de deuss troire quatre traitements hypotonisants,
puis a la réalisation d’un traitement par lasecbinurgie, la pathologie échappant alors a tout
traitement médical. Ce phénoméne d’échappementgbtmouver une explication dans le
fait que les traitements actuels ne ciblent pasat@éculopathie glaucomateuse initiale. Ainsi,
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nous avons constaté que les trabéculum des patgatd nécessité une chirurgie filtrante
présentent une raréfaction extréme des cellulbgdrdaires associée a un remaniement de la
MEC, signant une altération anatomo-fonctionnelleajeure du trabéculum. La
compréhension des mécanismes physiopathologiquesogsitendent cette trabéculopathie
pourrait permettre d’identifier de nouvelles ciblégrapeutiques visant directement les

dysfonctions trabéculaires originelles.
2.3 latrogénicité des traitements

2.3.1 Notion de Surface oculaire

La surface oculaire est une entité morphofonctibargepart entiere qui constitue l'interface
entre le milieu extérieur et I'ceil. La surface @irtgd comprend les paupiéres, le film lacrymal
et les glandes lacrymales, la conjonctive et lan&er La surface oculaire assure deux

principales fonctions :

= une fonction de protection mécanique, chimique et immunitaire, de par son

organisation tissulaire, le maintien de son hona&ist et ses capacités immunitaires.
= unefonction visuelleen assurant la transmission de la lumiére vemniksux internes.

La surface oculaire représente une étape de pasddigatoire pour tous les traitements
locaux qui ciblent des structures plus internes menfthumeur aqueuse, le trabéculum, les
proces ciliaires, voire la choriorétine. Ainsi, kurface oculaire, particulierement la

conjonctive, peut modifier I'effet thérapeutiquesdmédicaments utilisés dans la maladie
glaucomateuse. Réciproqguement, les différentsetrahts antiglaucomateux administrés en
topique peuvent modifier de fagon importante etlqprgée l'organisation cellulaire et la

fonction de la conjonctive de par leur principeifatéurs excipients, et en particuliers leurs

conservateurs comme nous I'envisagerons plus loin

2.3.1.1 Histologie de la conjonctive

La conjonctive est une membrane muqueuse spédaifigaeimpliquée dans les interactions
entre la surface oculaire et les collyres antigiauateux. Elle sécréte le mucus essentiel a la
stabilité¢ du film lacrymal et a la transparencenéenne. Trés richement vascularisée et

infiltrée de cellules immunocompétentes, elle janedle immunitaire primordial.
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Epithélium. L’épithélium conjonctival est de type pluristraéiftomposé de 2 a 8-10 couches
de cellules selon la localisation. Comme dans slge muqueuses, I'épithélium comporte
des cellules en position basale, elles sont cubigu@oyau ovale réparties sur une seule
couche reposant sur une membrane basale, et delesauperficielles de formes variables
en fonction de la localisation au sein de la cocijiwe. Les cellules superficielles présentent
des microvillosités de surface mais celles-ci suntns importantes comparées aux cellules
cornéennes superficielles. Dans les zones outh@pim conjonctival est plus épais, au
limbe et au fornix par exemple, il existe égalenaed cellules intermédiaires dont le nombre
de couches varie. Notre équipe a largement démanieéles cellules épithéliales étaient
directement impliquées dans de nombreuses réadtiottgiques, particulierement dans les
processus inflammatoires et apoptotiqu@ignole 1998; Baudouin 2001; Brignole-
Baudouin 2004)L’épithélium conjonctival contient 1 a 2 milliorde cellules a mucus — ou
mucocytes, ou cellules caliciformes- répartiesaf@if inégale sur la conjonctive, la plus forte
densité se rencontrant au niveau des parties bedbat nasales. Ces cellules jouent un role
particulierement important dans les pathologiesladsurface oculaire et la perte de ces
cellules est considérée par de nombreux auteursneoom indicateur sensible mais peu

spécifique de troubles chroniques de la surfacéaoeyKinoshita 1983; Nelson 1984)

Stroma. Le stroma conjonctival est situé sous I'épithélietnen est séparé par la lame
basale. Sa couche superficielle est une trame occijenfine et infiltrée de nombreux
éléments cellulaires, essentiellement des lymplescydes monocytes et des mastocytes. La
couche profonde fibreuse est formée de trousseansed de fibres collagénes entremélées de
fibres élastiques. L'infiltration de cellules immtaires associée a la richesse du réseau
vasculaire conjonctival — par opposition a la cermgxplique la rapidité de déclenchement et

I'importance des réactions inflammatoires qui S&yalilent.

2.3.1.2 Immunologie de la surface oculaire

La conjonctive est a la fois un tissu de revétens@ptcant un role de protection mécanique
et une véritable barriere défensive, remplie deiles immunitaires, prétes a capter puis a
détruire I'agresseur. Ces défenses immunitaireegient a la fois au niveau de I'épithélium

et du stroma.

Défense conjonctivale.Sur le plan immunologique, I'épithélium conjoncliyaossede un
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réseau dense de cellules immunitaires intraépéiesliprésentatrices d’antigenes:les cellules
de Langerhans ou cellules dendritiques (Figurd.@)densité de celles-ci est estimée a 250 a
300 par mr chez 'homme au niveau de la conjonctive limbi@Bera 1993) Ces cellules
émettent des prolongements fins et multiples, etégdacent entre les cellules épithéliales en
fonction de l'état inflammatoire local. En cas d@dammation de surface, leur densité
augmente considérablement et une importante migraers la superficie conjonctivale peut
étre observée. Il n'y a que peu d'études sur I'imophénotypage des cellules dendritiques
oculaires humaine@Baudouin 1997)Les cellules de Langerhans expriment a leur sartees
antigenes de classe Il du CMH et l'antigene CDldad®n constitutive, ce qui les rend

potentiellement actives immunologiquemé@®hilipp 1991; Baudouin 1997)

Figure 4: Cellules dendritiques au sein de la conjonctive d’une souris transgénique
CX3CR15%/¢?), Fluorescence verte du cytoplasme des cellules dendritiques, coloration
des noyaux des cellules épithéliales conjonctivales a 'iodure de propidium (rouge).
Microscopie confocale, x200.

L’épithélium conjonctival contient aussi des lympiites intraépithéliaux, essentiellement en
position basale. Il s’agit surtout de lymphocytes tgpe T, majoritairement CD3+/CD8+
(rapport CD4/CD8 d’environ 0,3), a I'inverse derégartition lymphocytaire du stroma sous-
épithélial (Hingorani 1997). L'épithélium conjonedil joue un réle dans le systeme de
défense immunologique de la surface oculaire. Eet,efn cas d’'inflammation, les cellules
épithéliales surexpriment ICAM-1 (Intercellular adlo® molecule-1), molécule d’adhésion
qui en se liant au LFA-1 des lymphocytes et delslles! phagocytaires permet leur migration
a travers I'épithélium{(Abu el-Asrar 1996; Gill 1997)L'interférony (IFNy) semble induire
cette expression d'ICAM-1 en cas d’inflammation dlec(Bouchard 1996) Les cellules

épithéliales, également sous l'effet de I'fsNexpriment les antigénes de classe Il HLA-DR
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(Human leukocyte antigen-DR), qui leur conferens qeopriétés d'immunocompétence
propre. L’expression de ces marqueurs peut étlgssreet quantifiée sur des biopsies ou des
empreintes conjonctivales, et constitue un tegjraiatique d’'inflammatioiiBaudouin 1997)
Cette expression est ainsi retrouvée chez lesmpatgtaucomateux multitraités. Les cellules
épithéliales synthétisent également des cytokines jguent probablement un roéle
d’amplification des réactions inflammatoires locale’lL-1 (Interleukine-1), IL-6 ou I'IL-8
sont présentes a I'état normal dans les celluléthéjales. Leur synthése est également
augmentée chez les patients glaucomateux trait@mguoursBaudouin 2004)

Privilege immunitaire cornéen. Contrairement a la conjonctive, la cornée n’est
paradoxalement que tres peu défendue par le systémenitaire. Si les structures du limbe
contiennent un contingent de cellules de Langerhamsconnexion avec les cellules
immunitaires du stroma conjonctival, les cellulendritiques représentent les seules cellules
immunocompeétentes de la cornée, ou elles sont essilblans les couches basales de
I'épithélium périphérique(Klareskog 1979; Pels 1984Notons enfin que le caractére

avasculaire spécifique de la cornée préserve cetle-toute migration immunitaire.

2.3.2 Inflammation de la surface oculaire liée aux conservateurs

2.3.2.1 Conservateurs

Les conservateurs sont un des composants majesrsollgres, utilisés pour préserver la
stérilité mais aussi parfois pour stabiliser le posant actif dans les flacons de collyres
multidoses. Sans conservateur, le contenu d’'umfilacultidose utilisé deux fois par jour est
habituellement contaminé en 1 a 2 semaif@hein 1992)Il existe un grand nombre de

conservateurs utilisés en association avec un wsieuirs principes actifs dans les collyres.
On les distingue habituellement par leur mode aathimique, antioxydant ou complexant

afin de renforcer I'action d’autres conservateurs.

Chlorure de benzalkonium.Nos études concernent le BAC, conservateur prihgipiaentre
dans la composition de la quasi-totalité des ceflyantiglaucomateux, a une concentration
variant de 0,004 a 0,02 %. C’est un meélange d'anumos quaternaires benzylés et
diméthylés. De par sa structure, ce conservatéurnesomposeé bipolaire, trés hydrosoluble,
ayant des propriétés tensioactives. Sa chaine réebest longue et peut varier de C8 a C18.
Son pouvoir bactéricide rapide est augmenté erwmdlcalin a 37°C. Cette action est liée aux
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propriétés électrostatiques de la molécule qui pénttrer a I'intérieur de la membrane de la
bactérie, entrainant ainsi sa destruction. Ces @tépr bactéricides escomptées sont en
contrepartie associées a des effets cytotoxiqukEtédeés au niveau de la surface oculaire
(Gasset 1974; Burstein 1980; Tripathi 1992 BAC possede également des propriétés
surfactantes, par lesquelles il dissout la phaséidue du film lacrymal. L’effet dessiccatif et

cytotoxiqgue des ammoniums quaternaires est lié desdruction du noyau ou de la chaine
latérale des dérivés méthylés qui libére une mano-une diméthylamine. Parfaitement

connue depuis longtemps, la cytotoxicité du BACtea wdilisée au départ pour améliorer la

pénétration du principe actif dans la chambre @niée. Les études de plus en plus
nombreuses comparant l'efficacité des collyreggimtcomateux en fonction de la présence

ou non d’un conservateur ont néanmoins conclwadiace de différence significative.

2.3.2.2 Toxicité du chlorure de benzalkonium

Toxicité clinique. Les effets secondaires des traitements antiglauesoxaet de leurs
conservateurs dépendent essentiellement de la durémitement, du nombre d’instillation,

et de I'état initial de la surface oculaire. llsntale I'inconfort oculaire jusqu’a des atteintes
possiblement cécitantes de la surface oculairerdlee majeur du BAC dans la genese des
effets secondaires observés au niveau de la susfadaire des patients glaucomateux a été
largement démontréTableau 2) que ce soit au niveau du film lacrymal, de la cerog
encore de la conjoncti&evrat 1998; Pisella 2002; Asbell 2005; Baudou@0g)

Dans une étude portant sur plus de 9600 patiehts,de 40% des patients traités pour un
glaucome ou une HTO présentaient des symptomeidias de la surface oculaire comme
des douleurs ou un inconfort a I'instillation, densations de corps étranger, des brilures ou
démangeaisons, des sensations d'ceil sec, et plO%edes signes cliniques a type de
blépharites, d’hyperhémies conjonctivales ou datkés(Jaenen 2007)L’ensemble de ces
signes était significativement plus fréquent clez patients exposés aux conservateurs. Plus
récemment, Leun@t al, ont analysé 101 patients atteints de glaucomendue a angle
ouvert ou d’'HTO(Leung 2008) Plus de la moitié des patients ont rapporté gegpomes
dans un ceil au moins, avec une atteinte sévere Zir d’entre eux. La fréquence des
lésions de la surface oculaire doublait en casaiteinent avec conservateur. Les symptémes
des maladies de la surface oculaire peuvent &segénants et parfois séveres, affectant la
qualité de vie des patients mais aussi leur capacitravailler(Miljanovic 2007) lls ont
eégalement un effet direct sur l'efficacité desteaients antiglaucomateux car ils diminuent

I'observance et I'adhérence thérapeutiques. Apoesli et les erreurs d’administration, les
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effets secondaires liés au traitement du glaucoenaient la troisieme cause de mauvaise

observanc¢Chawla 2007)

Tableau 2 : Principales publications évaluant les effets des traitements antiglaucomateux sur la
surface oculaire.

Film lacrymal Conjonctive Cornée
Etudes Young et al, Ophthalmology 1990 .
expérimentales Wilson et al, Br J Ophthalmol 1975 Mietz et al, Graefes Arch Clin EXp Burggm;}g‘;&?h};ﬁg&l iQEIO
P Fanimal Pisella et al, Ophthalmic Res 2000 Ophthalmol 1994 Pharmacol 19ps|c,
sur Fanima i i i r
Pisella et al, Br J Ophthalmol 20p2 Mietz et al, Graefes Arch Clin E?pLopez Bernal et al, Curr Eye Res 1991
Ophthalmol 199
Ichijima et al, Cornea 1992
Becquet et al, Curr Eye Res 1998
! Imayasu et al, CLAO J 1992
Baudouin et al, Ophthalmology 1999
Becquet et al, Curr Eye Res 1998
Noecker et al, Cornea 2004 !
. . Baudouin et al, Ophthalmology 1999
Ito et al, Invest Ophthalmol Vis Sgi E | h |
2006 urrer et a,EI’E_ur\rJ]P arlrgggo
. iopharm g
Liang eé:r:’o%rk‘isghg];l?eo; ggg’g Furrer et al, J Fr Ophtalmol ZO:ﬂl
’ Noecker et al, Cornea 2004
Liang et al, Br J Ophthalmol 2008
Kahook et al, Cornea 2008
Takahashi et al, Jpn J Ophthalmol
1982
De Saint Jean et al, Invgst
Ophthalmol Vis Sci 1999
Cultures De Saint Jean et al, Exp %g: es Samples et al, Exp Eye Res 1989
cellulaires Debbasch et al, Invest Ophthal 0|Saar|nen-SavoIa|nen etal, thgr)g]g Res
h!Jmé}'”eS Vis Sci zoogl Ito et al, Invest Ophthalmol Vis SEi
(|n V|tro) Debbasch et al, Inves_t Op_hthal ol 2006
Vis Sci 2001
. ' Yee et al, Adv Ther 2006
Pisella et al, Invest Ophthalmol \is ) .
. Pauly et al, Invest Ophthalmol Vis Sci
Sci 2004 2009
Guenoun et al, Invest Ophthalmol
Vis Sci 2005
Guenoun et al, Invest Ophthalmol
Vis Sci 2005
Brasnu et al, Curr Eye Res 2005
Scherwood et al, Ophthalmology
1989
Cellules Broadway et al, Arch Ophthalmpl
humaines 1994
(ex vivg Baudouin, Curr Opin
Ophthalmol1996

Baudouin et al, Ophthalmology 1994
Baudouin et al, Ophthalmology 1999
Baudouin et al, Ophthalmology 2004
Pisella et al, Invest Ophthalmol \is
Sci 2004
Aritlirk et al, Int Ophthalmol 199
Nuzzi et al, Int Ophthalmol 199
Albietz et al, Curr Eye Res 20
Dogan et al, Clin Experiment
Ophthalmol 200
Hong et al, Am J Ophthalmol 2006

=00 o
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Etudes cliniques

Wilson et al, Br J Ophthalmol 197

Herreras et al, Ophthalmology 19
Kuppens et al, Br J Ophthalmol 19
Yalvag et al, Acta Ophthamol Sca

1995

Nuzzi et al, Int Ophthalmol 199

Baudouin et al, Br J Ophthalmol 19
Arici et al, Clin Experimen

Ophthalmol 200(

Kozobolis et al, Am J Ophthalm
2005

Manni et al, Am J Ophthalmol 20(

Leung et al, J Glaucoma 20

5

D2

B5 Schwab et al, Ophthalmology 19

ndHerreras et al, Ophthalmology 19
Levrat et al, J Fr Ophthalmol 19

8 Turacli et al, Int Ophthalmol 199

D8 Arici et al, Clin Experimen

t Ophthalmol 200(

D2 Lemp et al, Am J Ophthalmol 1988
D2 Herreras et al, Ophthalmology 1992
D9 de Jong et al, Graefes Arch Clin Exp
7 Ophthalmol 1994
Levrat et al, J Fr Ophthalmol 1999
Eleftheriadis et al, Br J Ophthalmpl

Albietz et al, Curr Eye Res 2001 2002
bl Pisella et al, Br J Ophthalmol 20}2 Kozobolis et al, Am J Ophthalmel
Jaenen et al, Eur J Ophthalmol 2007 2005
5 Leung et al, J Glaucoma 2008 Jaenen et al, Eur J Ophthalmol 2007

D8

Leung et al, J Glaucoma 2008

Toxicité ex vivo. Quelques études ont évalué les effets des traitsniknglaucome sur la
conjonctive a partir de biopsies réalisées au moérdena chirurgie du glaucome. Certains
retrouvaient une infiltration lymphocytaire et maghagique accrue chez les patients
multitraités au long cour@roadway 1994)Sherwoockt al ont observé une augmentation de
la densité en macrophages, mastocytes, lymphodyiea et sous-épithéliaux, et de
fibroblastes dans la conjonctiy8herwood 1989) ’intensité de cette réponse inflammatoire
serait proportionnelle au nombre et a la duréeildation de collyres antiglaucomateux
(Ariturk 1996) Baudouinet al. ont comparé la conjonctive mais aussi le trabéoutie
patients traités au long cours par rapport a dggssnoormaux. Parmi les patients multitraités,
92% des préléevements conjonctivaux et 87% des\adiénts trabéculaires montraient une
infiltration de cellules inflammatoires et fibrobtegues. Parmi les patients sous
monothérapie, 63% des prélevements conjonctivaux4@o des trabéculums étaient

pathologiqueg¢Baudouin 1999)

Moins invasive que la biopsie conjonctivale, lahteique des empreintes conjonctivales en
cytologie classique a aussi permis dévaluer lefetefconjonctivaux des traitements
antiglaucomateux sur la conjonctive, rapportant mnégaplasie conjonctivale accrue associée
a une raréfaction des cellules a mucus chez lésnpatraités au long cours par des collyres
conservégBrandt 1991; Herreras 1992; Yalvac 1995; Turac89T; Arici 2000) Aucune
différence n’a néanmoins été observée entre |éérelifts traitements dans la plupart de ces
études. Le petit nombre de patients dans chaquge@r(20 a 40 le plus souvent) et la durée

relativement faible du suivi pourraient expliguerrmanque de significativif@sbel 2005).

L’exploitation classique des EC en cytologie étlamitée, de nouvelles procédures comme
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'immunohistochimie et surtout la cytométrie enxflunotamment développées et validées par
notre équipe, ont permis de mieux explorer les méozes de la réponse cellulaire et
tissulaire aux collyres antiglaucomateux. Gracensa tnavaux, I'expression de HLA-DR sur
les cellules conjonctivales est aujourd’hui consddécomme un des marqueurs majeurs de
inflammation épithéliale (Cvenkel2002; Guglielminetti 2002; Bensoussan 20B&ella
2004; Brignole-Baudouin 2004).a surexpression d’autres marqueurs inflammatamnme
ICAM-1 (Pisella 2004)ou les interleukines 6 et 8 (IL-6 et IL-@3ensoussan 2008nt aussi
été observées chez les patients glaucomateux stram@is aussi une diminution de
I'expression de MUCS5AC(Pisella 2004)reflétant l'activité des cellules a mucus, une
augmentation de la production de radicaux lib(Bebbasch 200Q)ou encore une
surexpression des récepteurs aux chimiokines CGRACRS5 (Baudouin 2005; Baudouin
2008) Enfin, Doganet al. ont observé des taux d’apoptose plus importantsiaeau de
I'épithélium conjonctival de patients traités paur glaucome par rapport a des sujets non
traités(Dogan 2004)

2.3.3 Modeles expérimentaux de toxicité

2.3.3.1 Modeles animaux

Les effets du BAC sur la surface oculaire sont agntlepuis de trés nombreuses années, en
partie grace aux études chez l'animal qui ont tééglémontré leur toxicité. A 0,005 %, le
BAC entraine une toxicité directe pour les cellulagperficielles, avec des érosions
épithélialegBurstein 198Q)Wilsonet al, ont démontré dés 1975 que le BAC 0,01 % altérait
le film lacrymal précornéen chez les lap{iwgilson 1975) A des concentrations plus fortes
encore (1 a 2 %), le benzalkonium détruit totaleniersegment antérieur en moins d'une
semaingGasset 1974Plus récemment, Pisel& al. ont confirmé ces résultats en montrant
une diminution du temps de rupture du film lacryrtBUUT) chez des lapins traités avec du
timolol conservé (BAC 0,01%) par rapport aux animanstillés avec du timolol non
conservé(Pisella 2000) Sur un modele de lapin, Furret al. ont montré des atteintes
cornéennes liees a l'utilisation debloquants conservés et de benzododécinium bromide
0,012% (Furrer 2001) D’autres publications ont également montré que denservateurs
étaient reliés au développement d’'une fibrose dguende la conjonctivéMietz. 1997)
Noecker et al. ont montré sur des lapins que les traitementseoamt les plus fortes

40



concentrations de BAC résultaient en des atteiptes importantes de la cornée et de la
conjonctive comparées aux traitements contenantngnaie BAC (Noecker 2004)
L’administration chez le rat de solutions de BA®,81% a été associée a linfiltration de
cellules immunocompétentes au niveau du limbe ¢ denjonctive bulbair@Becquet 1998)
Baudouin et al. ont observé plusieurs aspects de la toxicité daisements locaux du
glaucome chez le rat qui présentait des altérataes épithélia cornéen et conjonctival
associées a une infiltration conjonctivale de ¢efluinflammatoires en cas de traitement
conservé par BAGBaudouin 1999)Plus récemment, Liangt al. ont analysé la cornée et la
conjonctive de lapins traités avec du latanoprdsigtan®), du tafluprost sans conservateur
et du BAC (0,02%). Cette étude réalisée en micquscaonfocalein vivo et a l'aide
d’empreintes conjonctivalesx vivoa montré des signes locaux de toxicité plus ingodst
chez les lapins traités avec du latanoprost cogseirdu BAC, par rapport aux lapins traités
avec le tafluprost non conservé et les lapins tamgui présentaient une surface oculaire

qguasi normaléLiang 2008) Ces résultats ont été confirmés par Kahetodl. (Kahook 2008).
2.3.3.2 Modeles in vitro

De trés nombreuses études ont démommrévitro les effets du BAC sur des cellules
conjonctivales et cornéennes d’origine humaine. das cellules cornéennes, le BAC a une
concentration de 0,002% inhibe la croissance @iilin vitro (Samples 1989)A la
concentration de 0,007 %, le temps nécessaireguutainer la lyse de 50 % de cellules d'une
culture d'épithélium conjonctival n'est que de 9008 secondefTakahashi 1982) Sur des
cellules conjonctivale de type Wong-Kilbourne déewde la conjonctive de Chang (WKC),
I'exposition a du BAC 0,1% et 0,05% entraine ureelgellulaire immédiate. Une exposition
a une concentration de 0,01% est associée a unkecelraire par apoptose dans les 24
heures, et des concentrations aussi faibles qu@ @0 0,0001% induisaient une apoptose
dans les 24-72 heures d’une maniere dose-dépen@@®aint Jean 1999pisellaet al. ont
eégalement observé sur le méme type de celluledeglaanoprost (avec BAC 0,02%) et le
timolol (avec BAC 0,02%) étaient associés a dest®fpro-apoptotiquePisella 2004)
Récemment, ces résultats ont été confirmés suradelm tissulaire de cornée vitro traitée
avec du BAC, montrant une réponse toxique au BA€edtEpendante et une surexpression
de marqueurs d’apoptose (caspase-3), inflammat@icsM-1) et de prolifération cellulaire

(Ki67) liés a ce conservate(fPauly 2009)

41



3 SYSTEMES CHIMIOKINES /RECEPTEURS

3.1 Description

3.1.1 Chimiokines

Les chimiokines —contraction de « chemoattractgtikines »- sont des protéines de faibles
poids moléculaire constituées de 60 a 80 acidesésniJne cinquantaine de chimiokines a
étée identifiée a ce jour. Cette famille de protsimst caractérisée par une homologie de
séquence en acides aminés variant de 20% a 80%gains motif commun incluant deux
Ou quatre cystéines conservées. Les chimiokinesasosi répertoriées structuralement selon
le nombre d’acides aminés qui séparent les deuripres cystéines situées en N-terminal et
constituent quatre grandes familles : C-, CC-, EBOCX3C-(Tableau 3).

Les premieres chimiokines ont été initialement idiées il y a une vingtaine d’années et
décrites pour leur forte inductibilité d’expressidans des conditions inflammatoires et leur
capacité d'attraction et d’activation de certaipegpulations leucocytaires vers les sites de
linflammation (Wolpe 1989, Ransohoff 1998, Rossi 2000, Proudfe@®)2Leur implication
dans le systeme immunitaire ne se cantonne cepepdara la migration cellulaire dans des
conditions pathologiques inflammatoires. En 1996¢écouverte que certains récepteurs des
chimiokines représentaient des corécepteurs diedlion au VIH-1, notamment CXCR4 et
CCR5, a accéléré I'étude des différents systememickine/récepteurs. Les chimiokines
interviennent aussi dans la régulation physiologidedensemble du trafic leucocytaire dans
les organes et vaisseaux lymphoides, ainsi que amsaturation, la différenciation et
I'activation de différentes lignées de celluled’@emunité (Moser 2004, Ebert 2005, Lapidot
2005, Schaerli 2005 Plus récemment, il a été démontré que les chiméskjouaient un role
déterminant dans des phénomeénes non-immuns -pbgijakes ou pathologiques- comme le
développement embryologique et la neuromodulatiosean du SNGRostene 2007, Rosténe
2011), langiogénése, le trafic et le homing des ceflugmuches mésenchymateuses, ou
encore la croissance et la migration tumof&igure 5) (Rollins 1997, Luster 1998, Rossi
2000, Strieter 2005
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Tableau 3: Classification structurale des chimiokines. Nos travaux se sont portés sur les
chimiokines CXCL12 (SDF-1), CX3CL1 (Fractalkine) et leurs récepteurs.

Dénomination

Dénomination

Dénomination Dénomination

Famille Famille
officielle commune officielle commune
C- CL1 Lymphotactina CC- CCL1 1-309
CL2 Lymphotactinp CCL2 MCP-1
CCL3 MIP-1a
CCL4 MIP-1p
CXC- CXCL1 GRO«a CCLS RANTES
CXCL2 GROB CCL6 C10
CXCL3 GROy CCL7 MCP-3
CXCL4 PF-4 CCL8 MCP-2
CXCL5 ENA-78 CCL9 MIP-1y
CXCL6 GCP-2 CCL10 nd
CXCLY7 NAP-2 CCL11 Eotaxin
CXCLS8 IL-8 CCL12 MCP-5
CXCL9 MIG CCL13 MCP-4
CXCL10 IP-10 CCL14 CC-1
CXCL11 I-TAC CCL15 Leukotactin-1
CXCL12 SDF-1 CCL16 LEC
CXCL13 BCA-1 CCL17 TARC
CXCL14 BRAK CCL18 PARC
CXCL15 Lungkine CCL19 ELC
CXCL16 nd CCL20 LARC
CCL21 SLC
CCL22 MDC
CCL23 MPIF-1
CCL24 MPIF-2
CX3C- CX3CL1 Fractalkine CCL25 TECK
CCL26 Eotaxin-3
CCL27 Eskine
CCL28 MEC
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Historiquement, il existe une distinction entre lI@s chimiokines « de l'inflammation » —
comme CX3CL1 - dont la synthése inductible estégiftiellement stimulée au cours de
processus inflammatoires pathologiques, et (iicl@miokines « de ’homéostasie » — comme
CXCL12 — qui sont exprimées a |'état basal et pgdint essentiellement au maintien
d’équilibres physiologiques. Ainsi, la majorité delsimiokines dites de linflammation ne
sont pas indispensables au fonctionnement physilegle I'organisme, alors que I'absence
d’expression d’'une ou plusieurs chimiokines de Miémstasie engendre un phénotype |étal.
La connaissance croissante des phénomenes implitgsanhimiokines montre aujourd’hui

que la dichotomie inflammation/homéostasie est appe.

Immunité innée
Immunité acquise

Embryogénése
Développement foetal

SRR
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oL LU L L]
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Neurotransmission Chimiokines
Neuromodulation Récepteurs Infection (VIH)
1 Allergie/asthme
Athérosclérose
) : Cancérogénéese
Regulation MEC Néovascularisation
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Trafic cellulaire / homing
N 8

Figure 5: Représentation schématique de l'implication des systémes chimiokinergiques
dans les processus physiologiques et pathologiques.
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3.1.2 Récepteurs des chimiokines

3.1.2.1 Structure

Toutes les chimiokines exercent leurs fonctionsljp@ermédiaire de GPCRs constitués de
340 a 370 acides aminébldruk 200). Une vingtaine de récepteurs a été identifiée et
répertoriée selon la méme nomenclature que cdbbeue pour leurs ligand§igure 6). Ces
GPCRs présentent une homologie de structure penvaiiant de 25% a 80% et caractérisée

par :

* Une bréve séquence N-terminale,

e Sept domaines transmembranaires,

* Un résidu cystéine pour chacun des quatre domainesaeellulaires,

* Une séquence conservée de 9 acides aminés darectand domaine intracellulaire
couplée aux protéines G,

* Plusieurs résidus sérine et thréonine en C-terminglii sont phosphorylés en cas

d’activation.

3.1.2.2 Redondance des interactions ligands/récepteurs

La redondance des interactions ligands/récepteuecigrise les chimiokines. Elle est définie
par le fait qu'une chimiokine peut étre le ligand gdlusieurs récepteurs, a des degrés
d’affinité variables, et que plusieurs réceptewravent partager le méme ligand ou agoniste
(Figure 6). Cette redondance importante a pour conséqueneetalide stabiliser 'ensemble
des systemes, tout en compliquant I'étude des qoesees de ces interactions multiples. Elle
entretient ainsi la robustesse et 'adaptabilitéadeponse inflammatoire et immune qui obéit
ainsi a un réseau protéique et non a un uniqueegierhlous pouvons cependant remarquer
que certains systemes de chimiokines dérogent acdde regle, a [linstar de
CX3CL1/CX3CR1.
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Figure 6: Classification des récepteurs aux chimiokines selon leur
structure et détail de leurs ligands respectifs. La présence de plusieurs
ligands pour un méme récepteur et vice versa illustre la redondance
caractéristique de ces systémes (Rosténe 2007). Nos travaux se sont
portés sur les récepteurs CXCR3, CXCR4, CXCR7 et CX3CR1.

3.1.2.3 Transduction du signal

La majorité des voies de signalisation des réceptaux chimiokine fait intervenir les
protéines G. Néanmoins, la diversité des signatuadsllulaires induits par I'activation de ces
GPCRs traduit le fait que les chimiokines ne présgrpas de spécificité dans leurs voies de

signalisation d’ou I'absence de restriction de $efionctions cellulaires.

Schématiquement, l'activation des GPCRs par lasidkines induit:

» Une internalisation du récepteur par l'intermédiagrdesp-arrestines.
* Une diminution de synthése d’AMP cyclique par inliilon de 'adénylate cyclase

e Un afflux transitoire de calcium intracytoplasmiqudvia les phospholipases C)
responsable d’'une activation des protéines kinases C

* Une activation de la voie des MAP kinases, préféarelftement ERK1/2.
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D’autres voies de signalisation conduisant a Reatton de facteurs de transcription comme
JAK/STAT et la voie du NReB sont classiquement activées par les GPCRs. Le® MA
kinases JNK et p38 peuvent aussi entrer en jeuori$oenfin que certaines interactions
chimiokine-récepteur peuvent activer les voies deo,RRas, ou bien encore celle des
caspasesMeucci 2000, Mellado 1998, Mueller 2004

Enfin, certains récepteurs aux chimiokines peuwdmbmo- ou s’hétéro-dimériser, comme
cela a été démontré pour CXCRdf infra), ou bien s’oligomériser avec des récepteurs
d’autres familles. Cependant, cet élément comptexedgulation de la réponse cellulaire aux

chimiokines demeure encore mal connu.

3.1.3 Antagonistes non-peptidiques des récepteurs des chimiokines

La caractérisation biochimique des GPCRs, I'étude lhisons chimiokines/récepteurs et
'analyse des voies de signalisation ont permisdéveloppement d’antagonistes non-
peptidiques caractérisés par leur forte affinit@rpmertains GPCRs et leur pouvoir bloguant.
L’étude pharmacodynamique de la spécificité et’'efidacité d’'un antagoniste d’'un GPCR
repose sur :(i) sa capacité de compétition deolmevec un ligand connu, évalugevitro
grace a des protéines radiomarquées ; (ii) sa tapdénhiber les voies de signalisation
déclenchées par I'interaction chimiokine/réceptguirpeut étre évaluée par imagerie calcique
par exemple; (iii) sa capacité a inhiber le chimtbsme spécifique de cette interaction dans

des essais de migration cellulaimevitro.

Encouragé par des enjeux thérapeutiqgues majeunsiediimfection a VIH ou les pathologies
auto-immunes, certains antagonistes non-peptidigomisparvenus jusqu’aux essais cliniques
de phase lll, le plus abouti étant le UK-427,85ar@wiroc, Pfizer) antagoniste spécifique de
CCRS5 qui inhiberait la fusion lymphocytaire du VIH-Antagoniste spécifigue de CXCR4,
I’AMD 3100 que nous utilisons dans notre étudeéatésté dans I'infection a VIH{Donzela
1998) la prolifération et la migration de certainesldels cancéreuseB8¢rtolini 2003, ou la
mobilisation des cellules souches hématopoiétig@ashen 2008)Le principal handicap de
tels antagonistes réside dans les effets secomdgéeéraux liés a I'inhibition systémique
massive d’interactions chimiokine/récepteur indigables au maintien de I'homéostasie

cellulaire et tissulaire de l'organisme. On peut ders remarquer que l'administration
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ophtalmologique par voie locale permettrait defegaichir de ces effets systémiques qui ont

aujourd’hui fait échouer tout essai de développertterapeutique a grande échelle.

Enfin certains antagonistes ont été utilisés samses dans des pathologies dysimmunes
(Pease 2006 C’est le cas des antagonistes de CCR1 -CP-481(Pfizer) dans la
polyarthrite rhumatoide et BX471 (Schering) dansdi&rose multiple-, et du T487 (Amgen)
antagoniste de CXCR3 testé en phase Il sans swotee le psoriasis. Plus réecemment,
d’autres antagonistes de CXCR3 ont été développétestés, comme I'AMG487, le
VUF5834, le VUF10132 et le NBI74330 que nous uiitis dans notre étude. Le NBI74330
est un antagoniste puissant d’affinité comparable e CXCR3 humain et le CXCR3 murin
(Heise 200% L’analyse de ses caractéristigues pharmacodypama montré qu’il agisse
comme un antagoniste spécifique non-compétitif aedfet agoniste inverse en cas
d’activation permanente du réceptetelzjil 200§. In vivo, un antagoniste de CXCR3 a
permis d’inhiber la prolifération et la dissémimeti de cellules cancéreuses pulmonaires
(Walser 200%

3.2 CXCL12 et ses récepteurs

3.2.1 Chimiokine CXCL12

CXCL12 a été initialement cloné en 1993 a partirsttoma de tissu hématopoiétique murin
et ainsi nommé SDF-1 pour « stromal cell derivedidial » {[Tashiro 1993 CXCL12
appartient a la famille des chimiokines en CXC-. £itbomme, le géne codant pour
CXCL12 est situé sur le chromosome 10 alors quadé®s chimiokines de cette famille sont
portées par le chromosome3h{rozu 199h CXCL12 existe sous deux isoformes humaines,
SDF-1o et SDF-B, qui sont le produit d’'un épissage alternatif. &&ment, quatre autres
isoformes ont été identifiées selon le nombre deEi aminés C-terminaux
supplémentaires :SDF¢LSDF-1, SDF-k et SDF-I (Yu 2008. Toutes ces isoformes sont
fonctionnelles et présentent la méme affinité plurécepteur CXCR4. La structure de
CXCL12 est tres conserveée entre les espéeces etnpeeplus de 95% d’homologie de

séquence chez I’'homme, le félin, la souris etti¢Ralarisetti 2007).

CXCL12 est une chimiokine fortement basique de @8es aminés dont 21 pour le peptide

signal. Sa structure tridimensionnelle déterminée R&N comporte trois feuillets3
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antiparalleles et une héliee (Crump 1997. Les huit premiers acides aminés N-terminaux
ainsi que les acides aminés 12 a 17 constituesitdale liaison a son récepteur CXCR4. Les
deux premiers acides aminés N-terminaux sont iedisgbles a son activité biologique
meédiée par CXCR4. Chez I'homme, CXCL12 est synsiétide facon constitutive par les
CSH, les fibroblastes et cellules dérivées, legaras et les astrocytes, et certaines cellules

dérivées des monocytes.

Il a été démontrén vivo que CXCL12 pouvait se dimériser et se lier auxaheépes sulfates de
la MEC (Dealwis 1998 par l'intermédiaire des deux premiers feuill@sainsi que par
interaction de charges. Cette organisation peraietltune part d’augmenter l'activité de la
chimiokine en concentrant celle-ci au niveau dessspécifiguesAmara 1999, et de protéger

d’autre part sa structure de la dégradation prytigple Sadir 2003.
3.2.2 Récepteurs de CXCL12

3.2.2.1 CXCR4

La chimiokine CXCL12 exerce son activiga son récepteur CXCR4. CXCR4 a été cloné
pour la premiére fois en 1991 a partir de 'ADN gqoémentaire du locus coeruleus d’'un
cerveau de beeuf et ainsi initialement nommé LCRiinfand 1991 En 1997, CXCR4 a été
identifié pour la premiere fois comme un des cquémars participant a la fusion — d’ou une
appellation « LESTR/fusin » parfois retrouvée denkttérature — et a I'entrée du VIH dans
les lymphocytes CD4+)oranz 1997.

CXCR4 est un GPCR codé par un géne porté par lemadsome 2. Sa séquence de 352
acides aminés constitue une protéine de 39,7 kBgptidomaines transmembranaires. Tout
comme pour son ligand, une homologie de séqueraevidon 90% a été retrouvée entre la
protéine de I'homme et celle du rat. Notons enfitil @xiste un second transcrit minoritaire,
CXCR4-Lo, produit par épissage alternatif, qui geratrouvé dans la rate et le poumon
(Gupta 1999. CXCL12 est le seul ligand connu du récepteur @4C

Chez I'nomme, de nombreuses cellules expriment CKCR I'état physiologique,
particulierement les lymphocytes —pré-B, B, et T42D., les polynucléaires, les cellules
dérivées des monocytes et les cellules dendritjigaesCSHSs, les neurones et astrocytes, et
les cellules endothéliales. De nombreuses ligneessformées ou cancéreuses expriment
CXCRA4. Enfin, les souris KO pour CXCR4 comme poXQL12 présentent un phénotype
létal.
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3.2.2.2 CXCR7

N’échappant pas au phénomene de redondance -cantiqier des systémes
chimiokines/récepteurs, la relation exclusive CXCICD2CR4 a été récemment brisée par la
découverte d'une affinité élevée de CXCL12 pourawtre GPCR, CXCR7B@labanian
2005, Burns 2006 CXCRY7, initialement nommé RDC1, est codé par dgggon proche de
celle codant pour CXCR4 sur le chromosome 2 chearime. CXCL12 ainsi que CXCL11
auraient la capacité de se lier et d’activer cepéaur Burns 2008.

CXCRY7 est présent a la surface de certains lympghscyeutrophiles et monocytes, cellules
endothéliales, neurones et astrocytes et cellubasryonnaires et tumorale84labanian
2005, Thellen 2007, Burns 200®e facon singuliere, la liaison CXCL12/CXCRY7 rame

une internalisation du récepteuBalabanian 200b mais pas de mobilisation du calcium
intracellulaire, le récepteur CXCR7 ne possédastipaéquence nécessaire au couplage avec
la protéine G. CXCR7 agirait ainsi comme un récepteur non-segmaldont la réponse
spécifiqgue au type cellulaire serait conditionnée lpaprésence concomitante de CXCR4
(Thelen 200Y. L’'activation de CXCR7 serait impliquée dans leolfération, I'adhésion,
voire le chimiotactisme de populations cellulaisgggecifiques. Cet effet est bien démontré
dans certaines lignées cellulaires embryonnairassformées ou cancéreuses, mais demeure

sujet a débats concernant les cellules adultedrdiitieesNlaksym 2009

3.2.3 Régulation du systeme CXCL12/CXCR4

3.2.3.1 Régulation de CXCR4

Régulation de I'expression.La transcription basale du gene codant pour CXCRY4 e
essentiellement sous la dépendance du promoteurINREpendant cette transcription peut
aussi étre régulée par des signaux intracellulajoadcium / AMPC) sous le controle
d’interleukines (IL-2, -4, -7, -10, -15), de facteute croissance (FGF, TGF, VEGF, EGF) ou
de cytokines de linflammation comme le TNEF-I'INF-y ou I'lL-1B. En outre, des
phénomenes de glycosylation ou de sulfation dessityes peuvent moduler I'expression
protéigue de CXCR4B(usillo 2007

Colocalisations membranaires. Comme de nombreux GPCRs, CXCR4 peut s’homo-

oligomériser spontanément, ou former des hétéradimn avec d’autres récepteurs, en
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particulier CCR5 et CXCR7. Les conséquences deaklngements demeurent sujettes a
controverse. Citons enfin la possibilité de loctlsn préférentielle du récepteur au sein de
lipid-rafts pourrait favoriser la réponse celluéad I'interaction CXCL12/CXCRA4.

Signalisation. La régulation de la réponse a CXCR4 dépend de pleémoméenes communs

aux GPCRs :la désensibilisation, l'internalisatieh la dégradation. Le phénomene de
désensibilisation engage des protéines kinasegfilent la réponse de CXCR4 en cas de
stimulation continue par son ligand. L'internalisat puis la dégradation de CXCR4 apres
son activation par CXCL12 obéissent a des mécasismeventionnels, le récepteur CXCR4
subissant majoritairement une dégradation lysoseneéldonc peu de recyclage vers la

membrane.

3.2.3.2 Protéolyse de CXCL12

CXCL12 active CXCR4 en suivant deux étap€sufmp 1997. La liaison initiale dépend de
la séquence N-terminale 12-17 de CXCL12 qui entraime modification conformationnelle
du récepteur. En second temps, l'activation de CX@Rt médiée spéecifiquement par les
acides aminés 1 & 8 de CXCL12.

Le clivage protéolytique constitue une des formesédelation de I'activité des chimiokines.
CXCL12 peut étre clivée en N-terminal ou en C-texahipar des MMPs qui inhibent ainsi sa
fonction en détruisant son site de liaison et/cactivation du récepteur CXCR4D¢lgado
2001, Valenzuela-Fernandez 2002, Villalba 2003ladeuz Sierra 2004 Les MMPs 1, 2, 3,
9, 13 et 14 sont ainsi capable d’altérer la stmectie CXCL12. Notons que CXCL12 peut se
lier a certains composants de la MEC comme lesrh@pasulfates, formant ainsi un gradient
de concentration extracellulaire dépendant de lwisgdion et la composition de la MEC
(Hoogewerf 199) Il semblerait que la liaison a ceux-ci améliaretactivité de CXCL12 et

protegerait celle-ci de la protéolydddQuibban 2001

En 2001, I'équipe de C Overall et C power a momfué MMP-2 clivait spécifiguement
CXCL12 au niveau du cinquieme acide aminé, génémrsi une forme clivée majoritaire,
SDF-1(5-67), incapable de se lier et d’activer CMCf®IcQuibban 2001 En 2003, ces

mémes auteurs ont démontré que le clivage de CX@latda MMP-2 synthétisée par des

macrophages infectés par le VIH est associé a enmtoxicité induite{hou 2003.
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3.2.3.3 Interaction SDF-1(5-67) / CXCR3

Le récepteur CXCR3 est essentiellement connu coétar exprimé a la surface de certains
lymphocytes comme les Thl, les CD8+, les lymphaceactivés et les NKs. Récemment,
de nombreuses études ont démontré que ce récegtuussi exprimé a la surface des
cellules endothéliales humaines sous forme d’'ummainommeé CXCR3BL@sagni 2003).
Schématiquement, CXCR3A est impliqué dans le chaxitgme des lymphocytes alors que
CXCR3B apparait aujourd’hui comme un récepteur oragéangiostatisme et d’inhibition de
croissance tumorale. L’activation de CXCR3B pardenses trois ligands connus —CXCLS9,
CXCL10, CXCL11- a ete rapporté comme responsahlealapoptose endothéliale majeure
par I'intermédiaire de différentes voies de sigsation, notamment I'activation de la caspase-
3 et de p53. Depuis, CXCR3 a été détecté au sepopelations cellulaires variées comme
les astrocytes, les neurones, et les cellulesgif@mimésenchymateuse du rein et du colon.
Certaines cellules malignes expriment CXCR3 (mélanameuroblastome, cancer du sein et

du poumon).

Récemment, une étude de Vergeteal a suggéré que SDF-1(5-67) induisait une apoptose
neuronale par I'intermédiaire de ce récepteur CXQR3gote 2008 Les travaux de Vergote
ont ainsi identifié que I'effet apoptotique de kmiokine clivée SDF-1(5-67) était lié a son
affinité pour un autre récepteur, établissant aim& balance entre les effets cytoprotecteurs
de CXCL12via CXCR4 et les effets pro-apoptotiques de SDF-1(538&)CXCR3comme
l'illustre la Figure 7.
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Figure 7 : Modélisation de la dualité fonctionnelle de CXCL12 et SDF-1(5-67). Facteurs
de régulation et effets des interactions ligand/récepteur pour CXCR3 et CXCR4.

3.2.4 CXCL12 et ceil

Peu d’études concernent I'implication de CXCL12 gldes fonctions oculaires. En 2000,
I'équipe de Forrester a montré que les cellules I'dpithélium pigmentaire rétinien
exprimaient a la fois CXCR4 et CXCL12. lls ont déré in vitro que I'expression de
CXCR4 était modulée par certaines cytokines priamfatoires et que I'activation du
récepteur entrainait la synthese de certaines okimgés comme CXCL8, CXCL1 et CCR2.
Enfin, ces cellules épithéliales, qui constituerd des barrieres hémato-rétiniennes, migraient
en réponse a CXCL12, suggérant une fonction rétmiehoméostatique et angiogénique du
couple CXCL12/CXCR4. D’autres ont analysé la |aation postérieure de CXCR4 qui
semble prédominer au niveau de I'épithélium pigraeatet de la choroid®(ttho 2008. La
comparaison avec des rétines atteintes de DMLAsastlgles avancés semblait montrer une
réduction de I'expression du récepteur comparatéergra une population contrdle appariée en
age, sans pour autant présumer d’'une quelconquécatiph physiopathologique. Il faut ici
souligner gu’aucune fonction angiogénique direaeQXCL12/CXCR4 n’'a été démontrée

dans l'organisme.
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Dans l'uvéite, I'expression de CXCR4 a la surfaes lymphocytes Thl de I'humeur aqueuse
serait augmentée par I'exposition aux glucocortiesi Curnow 2004 Dans la cornée,
CXCL12 et CXCR4 ont été détectés au sein des k@ra® du stromaBourcier 2003.

Le screening des genes régulés par I'expositiom@E{$2, une des cytokines retrouvée en
forte concentration dans I'humeur aqueuse desmatateints de GPAO, a permis de mettre
en évidence une expression basale et inductibleXdeL12 par les cellules trabéculaires en
culture ghao 2003 Notons de plus qu’une analyse récente de I'esgima des chimiokines
par les cellules trabéculair@s vitro a retrouvé une synthese basale de CXCL6, CXCLS8 et
CCL2 (Shifera 201D

3.3 CX3CL1 et son récepteur

3.3.1 Chimiokine CX3CL1

CX3CL1 (fractalkine) a été identifiee pour la premai fois par Bazaet alen 1997 Bazan
1997. Elle est I'unique chimiokine en CX3C-. Chez lihme, cette protéine est constituée de
373 acides aminés essentiellement répartis en uraidenactif (76 AAs), un domaine
mucine-like, et un domaine transmembranaire. AGXBCL1 présente la singularité -avec
CXCL16- d’exister sous une forme membranaire et forene soluble apres clivage par

ADAM-10 et -17 au niveau d’'un motif dibasique siteré C-terminal.

CX3CL1 a été initialement détectée sous sa formmbnagnaire exprimée par les cellules
endothéliales. Son site mucine-like permettrait adkeésion forte des leucocytes circulant a
I'endothélium vasculaire et contribuerait ainsiexiravasation vers les sites inflammatoires,

en association avec certaines intégrines comme VQAMICAM-1.

Plus récemment, CX3CL1 a été détecté dans d'apiesilations cellulaires comme les

cellules dendritiques, les cellules épithéliales driqueuses intestinales et bronchiques, les
kératinocytes ainsi que les fibroblastes cutanéssie systéme nerveux central, CX3CL1 est
une des chimiokines les plus exprimées a |'étasiofygique par les neurones et aussi les

astrocytes.
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Son expression est essentiellement stimulée parytekines pro-inflammatoires comme le
TNF-a, I'IL-1B et I'INF-y. La forme soluble du récepteur a I'lL-6 ainsi digypoxie -via
HIF-1- inhibent son expression.

3.3.2 Récepteur CX3CR1

CX3CRL1 est I'unique GPCR connu de CX3CL1. C’est onudécule de 355 AAs codés par la
région p21 du chromosome 3 chez 'lhomme. Chez aisace récepteur nommé mCX3CR1
est constitué de 353 acides aminés et présented88¥hologie de séquence avec la protéine
humaine. CX3CR1 est essentiellement exprimé chieanmime par certaines populations
leucocytaires, notamment les lymphocytes T cytopees CD3+CD4+ et CD3+CD8+, les

NK CD56+, les monocytes et cellules phagocytigueérivdes des monocytes

CD16+CD14+ /-, ainsi que les cellules dendritigu€® plus, de nombreuses cellules

cancéreuses expriment ce récepteur.

CX3CR1 est activé de fagcon comparable par la formeenbranaire et la forme soluble de
CX3CL1. La liaison CX3CL1/CX3CR1 induit I'adhésiat la migration endothéliale des
cellules circulantes, ainsi que l'activation etdagranulation des effecteurs cytotoxiques.
L’effet chimiotactique de CX3CL1 implique I'activiah du récepteui.e. la cascade de
signaux intracellulaires initiée par les protéifes

3.3.3 Role physiopathologique de CX3CL1

3.3.3.1 Allergie

L’expression sérique de CX3CL1 ainsi que I'expressmembranaire de CX3CR1 a la
surface des lymphocytes semble étre augmentée asid®liasthme et la rhinite allergiques.
De plus, la surexpression de CX3CR1 a la surfasecedlules épithéliales bronchiques et
musculaires lisses serait a I'origine du recrutenmaastocytaire dans l'allergi€el Chazly
2006.

3.3.3.2 Athérosclérose

Le systeme CX3CL1/CX3CR1 agit comme un puissartetacd’adhésion leucocytaire a la

membrane. De nombreuses études menées avec disskfdyrour CX3CL1 ou CX3CR1 sur
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fond ApoE” ou LDLR’ ont rapporté que le déficit en CX3CRL1 réduisaifdamation des
plaques d’athérosclérose ainsi que le recrutemieatildire des monocytes<C@mbadiere
2003. De plus, la découverte d’'un polymorphisme gépgtidu récepteur (variant CX3CR1
2491280) rencontré chez environ 25% de la populatéprésenterait un facteur de protection

contre les maladies cardio-vasculaifgEDermott 2003

3.3.3.3 Neuroinflammation

La mise au point de lignées murines CX3€R1et CX3CRE™9P a joué un role crucial dans
I'identification des fonctions immunitaires de cécepteur. Le recrutement des cellules
mononuclées (macrophages résidents, mastocytekileseldendritiques) serait sous le
contrle de CX3CL1/CX3CRL1. En pathologie, I'absededonctionnalité du récepteur réduit
I'infiltration des monocytes et NKs dans des moséle rejet de greffe cardiaqudaskell
2007 ou d’encéphaliteWong 200%

La chimiokine CX3CL1 semble plus exprimée dansNECSjue dans le reste de I'organisme.
Elle régulerait essentiellement le renouvellement lde microglie et assurerait la
communication entre les neurones et la microglietdes conséquences complexes

demeurent encore mal compris€afdonna Nat NeuroSci 2006

3.3.4 CX3CL1 et ceil

En 2003, I'étude de la localisation oculaire hureaile CX3CL1 a réveélé une synthése basale
de celle-ci dans le segment antérieur —cornée,efrisorps ciliaires- ainsi qu’au niveau
choroidien Gilverman 2008 De plus, CX3CL1 a été détecté dans I'humeur asgielans
l'uvéite et la rétinopathie diabétique proliféraff@ng 2005, You 2007

Les propriétés angiogéniques de CX3CL1 ont étéirnéésex vivoetin vivo sur des cornées
de lapin You 2007, Pillai 2008 De plus, l'utilisation d’'un anticorps bloquantparmis de
diminuer la néovascularisation rétinienne dans wdéte animal de rétinopathie diabétique
(You 2007.

Au niveau de la surface oculaire, 'utilisation lidgnées transgéniques a permis d’étudier le
renouvellement des cellules dendritigues CX3CR1+s@in de la cornée, dont la densité
dépendrait de CX3CL1 dans des conditions physiqleeg. Ainsi, il a été démontré que

I'absence du récepteur CX3CR1 entrainait une ditronude linfiltration inflammatoire
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macrophagique de la conjonctive dans un modelemuibralure de la surface oculaire par
base Chinery2008). L'analyse de ces résultats sera discutéelpin. On peut en outre noter
gue la concentration lacrymale de CX3CL1 serait plesée en cas de sécheresse oculaire et
inversement proportionnelle au débit de sécrétamnymale évalué cliniquemeriErfriquez-

de-Salamanca 20)0

Les principaux travaux concernant l'implication d&X3CL1 en pathologie oculaire
concernent néanmoins la DMLA. L'étude du polymosphé de CX3CR1 a ainsi révélé que
le variant M280 —déja étudié en pathologie cardoudaire- prédisposerait a I'apparition
d’'une DMLA (Combadiere 2007, Raoul 2008, Raoul 201ytilisation de souris KO pour
CX3CR1 a permis de démontrer que I'absence du t&geptait associée a une accumulation
de cellules microgliales dans les espaces sousa®gs$, entrainant d’'une part une cytotoxicité
locale accrue au niveau de la couche des photostaspet d’autre part une néoangiogénese
choroidiennevia la synthese accrue de VEGF par les microglies acl@en. Ces résultats
mettent en avant I'implication essentielle de cettamiokine dans la régulation du trafic de

certaines cellules immunitaires au sein des tiesukaires.

4 OBJECTIFS GENERAUX

Comme nous I'avons précédemment détaille, le GPA@alire aujourd’hui un probleme de
santé publigue en raison de ses conséquences lessudéléteres d'une part et des
problématiques thérapeutiques liées au manque dwissances physiopathologiques ainsi
gu'a la iatrogénicité des traitements d’autre pam. réseau chimiokinergique apparait
aujourd’hui comme un systéme majeur de communicatitarcellulaire et serait impliqué
dans de nombreuses pathologies dysimmunes maisdmsspathologies extra-immunitaires
dégénératives. En outre, l'utilisation d’antagogssspécifiques de certains récepteurs aux
chimiokines, dont I'application en ophtalmologiemure a développer, pourraient offrir des
perspectives thérapeutiques ciblées au cours threes affections oculaires.

Les mécanismes physiopathologiques mis en cause ldargulation de la PIO et dans la
trabéculopathie glaucomateuse demeurent mal coriass.altérations morphologiques et
cellulaires observées au cours de la dégénérestaéulaire glaucomateuse d’une part et
I'implication récemment décrite de CXCL12 et sanfer tronquée dans la régulation du
microenvironnement et de la viabilité cellulairegaudre part nous ont conduits a formuler
I'hypothese selon laquelle CXCL12 pourrait jouerrake sur 'HTO au cours du GPAO. Les
objectifs de cette these étaient donc (i) de dérennex vivol'’expression de la chimiokine, sa
forme clivée et ses récepteurs au sein de trabdsufwmains glaucomateux, (i) d’étudiar
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vitro I'expression basale et inductible de ceux-ci symdie trabéculaire, (iii) de testervivo
des antagonistes non-peptidiques spécifiques deRXE CXCR4 dans un modéle animal de
glaucome, et (iv) de déterminer les mécanismeslaels mis en jeu dans la régulation de la
fonction trabéculaire par CXCL12 et ses récepteurs.

En paralléle, notre équipe est depuis longtempdidorge dans les problémes d’observance
thérapeutique associés a l'inflammation iatrogéneladesurface oculaire faisant suite a
I'utilisation de collyres antiglaucomateux consexvéCompte-tenu de [linfiltration
inflammatoire conjonctivale induite par I'expositiau BAC et des propriétés chimiotactiques
spécifigues de CX3CL1, nous avons formulé I'hypethé&elon laquelle cette chimiokine
pourrait participer a la régulation du trafic dedldes immunitaires au niveau de la surface
oculaire. Nos objectifs étaient (i) d’étudiex vivo I'expression conjonctivale de cette
chimiokine chez des patients glaucomateux traibé®rg cours, (i) de déterminer le rdle du
systeme CX3CL1/CX3CR1 dans les interactions ergheles épithéliales conjonctivales et
leucocytes humains en culture sous linfluence dACBpuis (iii) d’analyser l'infiltration
conjonctivale par des cellules inflammatoires dansmodele de toxicité oculaire animale
chez la souris KO pour CX3CR1 afin de détermimevivo I'influence de ce systéme dans
I'inflammation iatrogéne de la surface oculaire.
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RESULTATS



1 IMPLICATION DU CLIVAGE PROTEOLYTIQUE DE
CXCL12 DANS LA TRABECULOPATHIE
GLAUCOMATEUSE (Article 1)

1.1 Synthese

Le glaucome est une des premiéres causes de cigig le monde. Le GPAO est une
neuropathie rétinienne généralement initiee par dysfonction trabéculaire pathologique
responsable d'une HTO. Les mécanismes physiopafigpiles impliqués dans la
trabéculopathie glaucomateuse sont aujourd’hui rninos. Ainsi, les traitements
hypotonisants conventionnels, qui ne ciblent pagpdshologie initiale, demeurent non-
curatifs. Outre ses propriétés au sein du systemmaunitaire, la chimiokine CXCL12
participe a la régulation de I'homéostasie tissalan régulant la viabilité cellulaire et le
remodelage de la MEC par l'intermédiaire de somgppial récepteur: CXCR4. Il a été
récemment décrit que le clivage protéolytique deCCX2 générait une forme tronquée, SDF-
1(5-67), capable d’induire une apoptose cellulaimese liant a un autre récepteur, CXCR3.
Dans notre étude, CXCL12, CXCR3 et CXCR4 ont étieaés dans des trabéculums de
patients glaucomateux ainsi qu'au sein d’une ligd@éeellules trabéculaires glaucomateuses
(HTM3). In vivo, l'utilisation d'un antagoniste non-peptidique sifi@ue de CXCR3 a permis
de diminuer la PIO en restaurant la fonction traksice et en diminuant 'apoptose dans un
modele animal de glaucome. Au contraire, un antagmidle CXCR4 est sans effét. vitro,

les cellules trabéculaires expriment CXCL12 et SIPp-67). Leur synthese est régulée par
des cytokines —TNIie- et TGF$2- impliquées dans la pathologie glaucomateuse. Dans
modele d’apoptose induite par le BAC, CXCL12 pretégs cellules trabéculaires en se liant
a CXCR4 alors que SDF-1(5-67) potentialise I'apsptanduite par lintermédiaire de
CXCR3 et I'activation des voies de la caspase-8tilisation d’antagonistes spécifiques de
CXCR3 et CXCR4 a confirmé le réle de chacun d’eptrg dans la régulation de la viabilité
cellulaire. Ces résultats démontrent le réle de CXCdans la physiopathologie trabéculaire

(Figure 8) et rapportent de facon originale que ['utilisation vivo d’'un antagoniste de
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CXCR3 permet de diminuer significativement 'HTO sgstaurant la fonction trabéculaire

dans un modele animal de glaucome, ouvrant ainsiodeelles perspectives thérapeutiques
qui cibleraient spécifiquement un systéme chimiokéeepteur dans cette pathologie.

CXCL12Poecion ERERma s

" Homing

SDF1(5-67)

Apoptose

Figure 8: Résumé des résultats de nos travaux sur la trabéculopathie glaucomateuse :
modélisation de ’lhoméostasie trabéculaire régulée par I'équilibre entre CXCL12 et SDF-1(5-
67). Cycle en gris clair: fonction autocrine de CXCL12 qui induit protection et homing des

cellules trabéculaires en conditions physiologiques. Cycle en gris foncé : Dérégulation de la
fonction trabéculaire associée a I’HTO et a la présence de cytokines et MMPs impliquées dans
le glaucome qui fait basculer I’équilibre vers SDF-1(5-67) cytotoxique via CXCR3.
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1.2 Objectifs

» Déterminer I'expression de CXCL12, CXCR3 et CXCR4 sein de trabéculums

humains glaucomateux.

e Etudier la synthése basale et inductible de CXCLIZDF-1(5-67), CXCR3 et
CXCRA4 in vitro au sein d'une lignée trabéculaire maine glaucomateuse.

» Evaluer les effets de CXCL12 et SDF-1(5-67) suwnlabilité trabéculaire.

» Tester les effets in vivo d’antagonistes non-pemitkes spécifiques de CXCR3 et
CXCRA4 sur la pression intraoculaire dans un modeleimal de glaucome.

 Comprendre les mécanismes physiopathologiques iqués in vivo dans la

régulation de la pression intraoculaire induite pdinhibition de CXCRS3.

1.3 Méthodologie

L’ensemble des matériels et méthodes est décritltatisle 1. Les différents réactifs utilisés
sont détaillés dans [Bableau 4

Les tissus trabéculaires humains ont été prélawétsSpatients traités pour un GPAO depuis
plus d’'un an et nécessitant une chirurgie filtrantans le cadre du Centre d’Investigation
Clinique du CHNO des Quinze-Vingts (INSERM-DHOS CHED3) aprés accord du comité
d’éthique et en conformité avec la déclaration dikihdi (2000).

Les expériencesn vitro ont été réalisées sur lignée humaine de celluigsétulaires
spontanément immortalisées obtenues d’un patieéngkgicomateux (HTM3), lignée dont les
caractéristiques ont été précédemment étafitiasg 1994)

L’expérimentation animale a été réalisée sur un meodé rat glaucomateux (males Long-
Evans agés de 6 a 8 semaines, Janvier, Franceds@eoa une HTO expérimentale obtenue
par cautérisation des veines épisclérale commeilldéarécédemment, au sein de la
plateforme de phénotypage de I'Institut de la Visadren conformité avec la déclaration de
I’ARVO sur I'expérimentation animale en ophtalmaleg
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Tableau 4 : Protéines, anticorps, sondes et primers utilisés (article 1).

Type Référence Source
CXCL12
TNF-o

TGEB2 R&D Systems, USA
TIMP-1

CXCL9

Protéines 5 wech. USA

CXCL10 eprotech,

CXCL12

SDF-1(5-67) Institut Pasteur (F Balleux)
Batimastat (100nM) CNRS UMR7149 (S Menashi)

Antagonistes

AMD3100 (0,01 & 1pM)

Orga-Links, Gif-sur-Yvette

NBI74330 (0,01 & 1pM)

Université d’Alberta, Canada
(C Overall)

Anticorps primaires

(vsantigénes humains)

CXCL12 mAb (1:200)
CXCR4 mAb (1:200)
CXCR3 mAb (1:200)

R&D Systems

caspase 3 (clone 92-605)

BD Biosciences

CXCR7 mAb (1:200)

Institute for Research in
Biomedicine, Suisse (M
Thelen)

SDF-1(5-67) pAb

Université d’Alberta, Canada

(C Overall)

CXCL12 (ELISA, DY350)

R&D Systems

Anticorps primaires
(vsantigénes de rat)

CD45 pAb (1:100)

CD11b mAb (1:200) Abcam, USA
Sondes d'apoptose TUNEL Roche Diagnostics, Meylan
Hoechst33258 Hoechst, Allemagne
CXCL12 (Hs00171022m1)
Primers CXCR4 (Hs00607978s1) Applied Biosystems, USA
CXCR3 (Hs00171041m1)
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1.4 Résultats

1.4.1 Expression de CXCL12, SDF-1(5-67) CXCR3 et CXCR4 dans le
trabéculum glaucomateux humain et dans une lignée cellulaire

trabéculaire glaucomateuse

CXCL12, CXCR3 et CXCR4 sont exprimés dans les tcaihdms humains glaucomateux et
dans la lignée trabéculaire humaine glaucomateuseTM3. Les ARNm de CXCL12,
CXCR3 et CXCR4 ont été détectés dans le trabécderpatients glaucomateux ainsi que
dans une lignée humaine trabéculaire glaucomatgtgere 9a). L'expression protéique de
la chimiokine et des récepteurs a été confirméemenunohistofluorescence ainsi qu’en
immunocytométrie de flux (intensité moyenne de fasmence par cellule :MFI = 3,2 £ 0,1,
14,1 + 0,2 et 39,4 + 0,2 respectivement pour CXCLARCR3 et CXCR4)Figure 9b,c,d)

En microscopie confocale, I'étude des récepteur€RX et CXCR4 a révélé une répartition
membranaire caractéristique des GPCRs en « hos spatla surface des HTMZFigure
9e,f). La libération extracellulaire de CXCL12 par |eSM3 a été confirmée par ELISR2,8

+ 5,28 pg/ml pour 100000 cellules / ml).

Nous avons ensuite étudié l'influence de certamyskines précédemment décrites
comme étant surexprimées au cours de la pathotpgieomateuse :le TNé-et le TGFB2.
Une stimulation par TNle-(50 ng/mL) augmente les ARNm de CXCL12, CXCR3 ¥OR4
(12h) ainsi que leur expression protéique (24h)ntfiée en CMF (Figure 10a,b) La
stimulation par TGHB2 (10 ng/mL) augmente également significativemésmpression —
ARNmM et protéine- de CXCL12 et CXCR4 mais pas adleCXCR3.
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O Lignée trabéculaire glaucomateuse (HTM3)

32

0,07 B Trabéculum glaucomateux humain

CXCR4
cxci2 (91.1+8%)
(50 +3.5 %)
0,06 CXCR3
Isotype-matched

(91.2£7.2%)

Inv CT (/518)
°
<
Events

=3 ~ - 5
10 10! 10° 10° 10*
0 FL1 Log
CXCL12 CXCR3 CXCR4
CXCR3 CXCR4

Tissu trabéculaire

Lignée trabéculaire HTM3

Figure 9: Expression basale de CXCL12, CXCR3 et CXCR4 dans le trabéculum
glaucomateux humain et dans une lignée humaine trabéculaire glaucomateuse
(HTM3). (a) détection des ARNm en RT-PCR. (b) détection des protéines en CMF.
(c,d) détection des récepteurs sur tissu trabéculaire en immunohistofluorescence
(coloration des noyaux en IP, immunofluorescence secondaire en vert, microscopie
confocale, x400). (ef) détection des récepteurs sur lignée HTM3en
immunofluorescence :aspect caractéristique des GPCRs en «hot spots»
(microscopie confocale, x600).
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Figure 10 : Expression inductible de CXCL12, CXCR3 et CXCR4 par la lignée glaucomateuse
trabéculaire HTM3 en réponse au TNF-a et au TGF-B2. (a) Détection des ARNm en Q-PCR.
(b) Intensité de fluorescence par cellule mesurée en CMF. ANOVA :* :P<0,05 ; ** :P<0,01.

Les cellules trabéculaires glaucomateuses syntle#tisSDF-1(5-67)Une analyse protéique
par Western-Blot a été réalisée a I'aide d’'un amfis spécifiquement congu pour se lier au
néo-épitope de la chimiokine tronquée SDF-1(5-8fe source exogene de CXCL12 et de
SDF-1(5-67) a été utilisée pour tester la spétfficie I'anticorps. SDF-1(5-67) est détecté
dans les HTM3 en l'absence de stimulati(ffigure 11a,b) L’utilisation concomitante
d’inhibiteurs des MMPs — le batimastat (100 nM) let TIMP-1 (0,5 nM)- diminue
significativement I'expression de SDF-1(5-67), éonfint que sa production est déterminée
par I'activité protéolytique des MMPs, particuligrent les MMP-2, -3 et -9. A l'inverse, une
stimulation par TNFe ou TGF$2 augmente sa synthese, révélant une corrélatisitiyeo

entre la synthese de CXCL12 et celle de sa foriméecl
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Figure 11: Expression de SDF-1(5-67) analysée par Western Blot réalisé avec un anticorps
spécifiquement développé contre le néo-épitope de la chimiokine clivée. La concentration
spécifique de SDF-1(5-67) dans les cellules est diminuée en présence d’inhibiteurs des MMPs
et augmentée aprés stimulation par TNF-a (50 ng/ mL) ou TGF-f2 (10 ng/ mL).
ANOVA :** :P<0,01.

1.4.2 Relations entre CXCL12 et ses récepteurs

CXCL12 active CXCR4 et mobilise le calcium intralcghire. Une imagerie calcique a été
réalisée afin d'évaluer les effets de CXCL12 et SIpH67) sur les flux calciques
intracellulaires. Les celllules ont été incubéessdan tampon Hepes-Tris (pH=7,4) avec 5uM
de FURA-4 pendant 45 minutes a 37°C puis stimudées les chimiokines. Les stimulations
par PBS ou par Kcl (3mM) ont servi respectivemeat abntréle négatif et positif. La
concentration relative de calcium intracellulaiegditation a 470 nm pendant 150 ms, 3dB) a
été mesurée sur 15 cellules par échantillon. Umauktion par CXCL12 entraine une
mobilisation rapide de calcium, qui n'est pas iafiaée par I'adjonction concomitante de
SDF-1(5-67)(Figure 12). La stimulation par SDF-1(5-67) seul n’induit pds variation
importante du flux calcique intracellulaire. L'usiation d’'un antagoniste spécifique de
CXCR4, 'AMD3100, inhibe la mobilisation de calciuimtracellulaire induite par CXCL12.

67



250
CXCL12 + SDF-1(5-67)

240 A
CXCL12
230 A1
DF-1(5-67
220 - S (5-67)

CXCL12 + AMD3100
210 A

200 1

190 H

180 H

Calcium intracellulaire (fluorescence)

170

0 20 40 60 80 100

Temps (sec)

Figure 12 : Fonctionnalité des récepteurs en fonction des ligands CXCL12 et SDF-1(5-67) en imagerie
calcique. CXCL12 induit un afflux de calcium intracytoplasmique qui est inhibé par blocage sélectif
de CXCR4 (AMD3100). L’adjonction de SDF-1(5-67) n’influence pas la mobilisation de calcium
induite par CXCL12.

CXCL12 et SDF-1(5-67) induisent respectivement ui@ernalisation des récepteurs
CXCR4 et CXCRA(fin d’étudier la sélectivité des ligands CXCL12S%DF-1(5-67) pour les
deux récepteurs, nous avons évalué lI'expressionbmaraire de CXCR4 et CXCR3 par
CMF en présence des chimiokines. Une stimulatioagére par CXCL12 (10 ng/mL)
entrainait une réduction de I'expression membranale CXCR4 six heures apres la
stimulation, alors qu’une stimulation par SDF-1(5-6¥0 ng/mL) induit une diminution de
I'expression membranaire de CXCHRBigure 13). CXCR7, récemment décrit comme un
nouveau corécepteur pour CXCL12 a aussi été tesie.faible expression membranaire de
celui-ci a été détectée en CMF (Intensité de flsoeace moyenne a 1,7 £ 0,09). Les

stimulations par CXCL12 ou SDF-1(5-67) ne modifiipas son expression.
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Figure 13 : Variation de I'’expression membranaire des récepteurs CXCR3, CXCR4
et CXCR7 en fonction des stimulations. CXCL12 induit une internalisation de
CXCR4 alors que SDF-1(5-67) induit une internalisation de CXCR3. L’expression
membranaire de CXCR7 n’est pas modifiée (détection membranaire de
I'expression des récepteur en CMF normalisée a I’expression basale). ANOVA,
** .p<0,01.

1.4.3 Effets de CXCL12 et SDF-1(5-67) sur la viabilité cellulaire et role
de CXCR3 et CXCR4

CXCL12 protege de l'apoptose induite par le BAC @loque SDF-1(5-67) augmente
I'apoptose des cellules trabéculairesa raréfaction des cellules trabéculaires participe
altérations pathologiques qui caractérisent laéralmpathie glaucomateuse. Nous avons
utilisé un modele d’apoptose cellulaire induite pBAC précédemment décrit par notre
équipe. Les HTM3 ont été exposées & un stress ®xigu (BAC 0,01% soit 3,3.10v, 15
min), puis ont été cultivées pendant 24 h en peEsen non de chimiokines recombinantes.
L’apoptose a été mesurée par microcytofluorométrieapportée a la viabilité cellulaire. Le
modeéle génere environ 50% d’'apoptose par rapportémoin. CXCL12 diminue I'effet
proapoptotique du BAC alors que le SDF-1(5-67) aeigie I'apoptose des HTM@igure
14a) Les effets protecteur/délétere sont dose-dépésidamec un effet maximum observé

pour une concentration de 10 ng/nfEigure 14b)
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Figure 14 : Effet de CXCL12 et SDF-1(5-67) sur I’apoptose trabéculaire évaluée par microcytométrie
(intensité du marquage Hoechst [HO] rapportée a la viabilité cellulaire évaluée en rouge neutre
[RN]) dans un modele de toxcité. (a) CXCL12 protége de I'apoptose cellulaire induite par le BAC
alors que SDF-1(5-67) augmente l'apoptose. (a) l'effet protecteur de CXCL12 et Ieffet
proapoptotique de SDF-1(5-67) sont dose-dépendants avec un maximum d’efficacité observé pour
une concentration de 10ng/ml. ANOVA, * :P<0,05 ; ** :P<0,01.

SDF-1(5-67) induit une apoptose trabéculaire via CR3.Aprés avoir montré que CXCL12
et SDF-1(5-67) se liaient respectivement a CXCRLXCR3, nous avons testé les effets
d’antagonistes non-peptidiques spécifiques de casx décepteurs - 'AMD3100 pour
CXCR4 et le NBI74330 pour CXCR3 — dans notre modelilaire d’apoptose induite par le
BAC. Le blocage de CXCR4 inhibe l'effet protectede CXCL12 qui devient alors pro-
apoptotique et mime l'effet de SDF-1(5-67). I-TAGICL11, un autre ligand de CXCR?7,
n’influence pas la viabilité trabéculaire, confimbaque I'effet protecteur de CXCL12 est
médié par CXCR4(Figure 15)

Le blocage de CXCRS inhibe I'effet pro-apoptotigiee SDF-1(5-67). Pour confirmer
le réle de CXCR3, nous avons testé un de ses lgdRel0/CXCL10. Une exposition de 24
h a 10 ng/mL de CXCL10 reproduit un effet analogueelui engendré par SDF-1(5-67). Le
blocage de CXCR3 par le NBI74330 inhibe I'effet jamoptotique de CXCL10, confirmant
ainsi le réle de CXCR3. En revanche, CXCL11 (I-Taah autre ligand de CXCRS,
n'influence pas I'apoptose cellulaire. L'étude deses de signalisation en CMF a montré que
la liaison de SDF-1(5-67) au récepteur CXCR3 indwie activation de la caspase 3
intracellulaire, une des principales voies impligsiédans les phénoménes apoptotiques
(Figure 16).
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Figure 15: Effets de CXCL12/CXCR4 et SDF-1(5-67)/CXCR3 sur un modeéle
d’apoptose trabéculaire induite par le BAC (représentée par lintensité de
fluorescence du colorant Hoechst [HO] normalisée a la viabilité cellulaire évaluée
par coloration rouge neutre [RN], microcytométrie en lumiére froide). L’utilisation
d’antagonistes spécifiqgues a permis de déterminer le rdole de chacun des
récepteurs. CXCL12 protége les cellules via CXCR4 alors que SDF-1(5-67) augmente
I’apoptose via CXCR3.
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Figure 16: Voie de signalisation de l'effet proapoptotique de Iinteraction SDF-1(5-
67)/CXCR3. Une augmentation significative de I'activation de la caspase-3 est détectée en
CMF aprés stimulation par SDF-1(5-67). L’effet est inhibé suite au blocage de CXCR3 par le
NBI74330. ANOVA, **:P<0,01.



1.4.4 Effets in vivo des antagonistes non-peptiques spécifiques de

CXCR3 et CXCR4 dans un modele animal de glaucome.

L’utilisation in vivo d'un antagoniste de CXCR3 dimue la PIO dans un modele animal de
glaucome, alors que le blocage de CXCR4 n’a padfdtesur la PIO. Nous avons testi
vivo les antagonistes précédemment utilisés de faggamfirmer nos résultat® vitro. Un
modele d’HTO chirurgicalement induite par cautdrsades veines épisclérales a été évalué
chez le rat Long-Evans. Cette procédure expérineatpermis de sélectionner des animaux
qui présentaient une HTO induite stable pendanmais (36 + 3,2vs 27 + 3 mmHQ).
L’injection sous-conjonctivale de NBI74330 (10 nd/m100 pL) induit une réduction
significative de la PIO trois jours aprébigure 17a) L'effet d’'une seule injection est
transitoire, les valeurs de PIO recouvrant leureaiv élevé six jours aprés linjection.
L’administration d’'une seconde injection de NBI7833elon les mémes modalités au
moment du pic d’efficacité de la premiére a perdasrolonger I'effet hypotonisant pendant
douze jours. L’étude de doses a permis de montrerconcentration minimum efficace de 1

KM par injection(Figure 17b)

A linverse, 'administration sous-conjonctivaleudiie ou plusieurs doses d’AMD3100 n’a pas
modifié la PlO. Enfin, ni le NBI74330 ni TAMD310@'ont d'effet sur la PIO des yeux

témoin n'ayant pas subi de cautérisation des vékigsre 17c)
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Figure 17 : Effet in vivo du blocage de CXCR3 et de CXCR4 par des antagonistes spécifiques sur la
pression intraoculaire. (a) I'injection sous-conjonctivale de NBI74330 (antagoniste de CXCR3)
réduit significativement I’HTO pendant 6 jours (une injection) et jusqu’a la fin de
I’expérimentation (deux injections). (b) Effet hypotonisant dose-dépendant de I’antagoniste de
CXCR3 :le NBI74330. (c) l'injection sous-conjonctivale d’AMD3100 (antagoniste de CXCR4) n’a
pas d’effet sur la PIO des yeux glaucomateux et témoins, le NBI n’a pas d’effet sur la PIO des
yeux témoins. Mann Whitney’s U-test, * :P<0,05, ** :P<0,01.
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Le blocage de CXCR3 in vivo restaure la fonctiomaleculaire et diminue la PIO dans un
modeéle animal de glaucom@&lous avons complété nos travaowivo afin de déterminer les
mécanismes responsables de 'HTO dans le modédeqie de la baisse de PIO induite par
le NBI74330. Le débit de filtration de I'humeur ayse a été évalué par fluorophotométrie
vivo 5 ul de fluorescéine ont été injectés en chambirianr et la cinétique de décroissance
de la fluorescence a été mesurée sous anesthéséralgé Le potentiel de filtration
trabéculaire a été déterminéx vivo par injection de microsphéres fluorescentes et
microscopie confocale :I'évaluation des zones daateon des microsphéres rapportée a la
surface trabéculaire totale (PEFL) reflete ainsi ftanction de filtration trabéculaire.
Indépendamment de tout traitement, I'évaluationndere modéle a révélé que I'élévation
expérimentale de la PIO conduisait & terme a uméndtion du renouvellement de I'lhumeur
agueuse associée a une réduction de la filtratadetulaire, représentée par le pourcentage
de la longueur de fixation du traceur sur le tralbhém (PEFL). L'injection de NBI74330
améliore le renouvellement de 'humeur aqueuse gins la filtration trabéculaire dans les
yeux glaucomateux, révélant ainsi une restauratmha fonction trabéculaire comparable a

celle des yeux témoins non-glaucomat@eigures 18a,b et Figures 19a,b)

L’apoptose des cellules trabéculaires a ensuiteégtduéeex vivo par TUNEL sur les
trabéculums de rat. Notre modéle de glaucome augmsghificativement la densité de
cellules apoptotiques au sein du trabéculum contipanaent aux trabéculums contréles. Le
traitement par NBI74330 diminue I'apoptose trabéral dans les yeux glaucomateux traités

comparativement aux yeux non trai(fégure 20a,b)
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Figure 18 : Renouvellement de I’humeur aqueuse [HA] évalué par fluorophotométrie (N=10). (a) Le
modeéle de glaucome s’accompagne d’une diminution du débit d’élimination de I'HA. Deux
injections sous-conjonctivales de NBI74330 restaurent une élimination de I’HA comparable a celle
des yeux témoins non-glaucomateux. (b) Lintensité de fluorescence de la chambre antérieure
apres injection de fluorescéine décroit d’autant plus rapidement que le débit d’élimination de ’'HA
est élevé, ce qui est le cas en présence de NBI. Mann Whitney’s U-test, ** :P<0,01.
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Figure 19: Evaluation de la filtration trabéculaire (PEFL) par mesure des zones de
captation de microsphéres fluorescentes (diamétre=0,1um) (N=10). (a) Le modele animal
de glaucome entraine une diminution significative de la filtration trabéculaire. Deux
injections de NBI74330 restaurent une fonction trabéculaire comparable a celle des yeux
témoins non-glaucomateux. (b) Les zones de fixation du traceur (rouge) ocupent une
surface trabéculaire (vert) plus importante en cas de traitement par NB174330, illustrant
une meilleure fonction trabéculaire. (microscopie confocale, x100). Mann Whitney’s U-
test, ** :P<0,01.
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Figure 20 : Evaluation de I'apoptose trabéculaire par marquage TUNEL (N=20). (a) le
modeéle animal de glaucome induit une apoptose trabéculaire significative. Deux
injections sous-conjonctivales de NBI74330 diminuent I’apoptose trabéculaire. (b) La
densité de cellules apoptotiques (vert) parmi les cellules trabéculaires (noyau en DAPI,
bleu) est tres inférieure en cas de traitement par NBI174330. ANOVA, ** :P<0,01.

Le SDF-1(5-67) entraine une élévation de la pressiatraoculaire in vivo.Finalement, des
injections sous-conjonctivales de SDF-1(5-67) (b@ImL, 100 pL) dans des yeux de rats

sains induit une élévation significative et traoisé de la PIQFigure 21).
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Figure 21: Effet de SDF-1(5-67) sur la pression intraoculaire (N=10).
Deux injections sous-conjonctivales a 12 heures d’intervalle de
SDF-1(5-67) (100 ng/mL, 100uL) entrainent une élévation
transitoire de la pression intraoculaire. Mann Whitney’s U-test,
** :p<0,01.

Nous démontrons ainsi de fagon originale qu’il exisne balance entre la chimiokine entiere
CXCL12 et sa forme clivee SDF-1(5-67) qui régugbptose des cellules trabéculaires et la
fonction du trabéculumvia deux systemes distincts: CXCL12/CXCR4 et SDF-1(5-
67)/CXCR3. Nous démontrons vivo que la diminution de la filtration trabéculaire
responsable de 'HTO dans notre modele est liéeeaapoptose trabéculaire accrue qui peut
étre inhibée en bloguant CXCR3 par un antagonistepeptidique spécifique administré
localement. Ces résultats offrent de nouvellesepighérapeutiques contre le GPAO qui
cibleraient directement la trabéculopathie causaleagissant sur I'effet apoptotique d’un

GPCR.
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2 ROLE DE CX3CL1 DANS 'INFLAMMATION DE LA
SURFACE OCULAIRE INDUITE PAR LE CHLORURE DE
BENZALKONIUM (article 2)

2.1 Synthese

Les conservateurs des collyres sont responsabdédfetd’ iatrogenes toxiques au sein de la
surface oculaire qui diminuent la tolérance destem@ents antiglaucomateux, nuisant a
I'observance ainsi qu’a l'efficacité de toute stgie thérapeutique. Il a été démontré que le
BAC induisait une apoptose des cellules épith&iatenjonctivales, une surexpression
épithéliale de médiateurs de l'inflammation ainsiuge infiltration conjonctivale par des
cellules de linflammation. Cependant, les mécaesmesponsables d’'une telle infiltration
demeurent méconnus : plus précisément, il n'a jgnéé€ déterminé si cette migration
cellulaire était simplement secondaire a une detstm tissulaire toxique non-spécifique, ou
bien directement liée a un effet proinflammatoire RIIC encore inconnu. La chimiokine
CX3CL1 joue un role déterminant dans la migratibifaetivation de certaines populations
leucocytaires exprimant son unique récepteur :CXBCBazan 1997) L’expression
épithéliale de CX3CL1 participerait au trafic ddldes de I'immunité et serait impliquée
dans des pathologies oculaires comme la DM{@Gombadiére 2007) Compte-tenu des
phénomenes migratoires observés au sein de la abw@rexposée au BAC et du role
fondamental de CX3CL1/CX3CR1 dans l'infiltrationflammatoire des tissus, nous avons
formulé I'hypothése selon laquelle CX3CL1 pourgtticiper a I'effet proinflammatoire du
BAC. Chez 'homme, nous montrons sur des empreintggonctivales et par CMF que
I'épithélium des patients traités par des collygesservés surexprime CX3CL1 par rapport a
un groupe comparable de patients non exposés alser@teursin vitro, la stimulation
d’une lignée de cellules épithéliales conjonctiggdar des concentrations habituelles de BAC
induit une synthése accrue de CX3CL1 par l'intermiéeidu systéeme TNEBETNF-R1. Cette
synthése s’accompagne d’'un effet chimioattractantcgrtaines populations leucocytaires,
particulierement CD3+, CD56+ ou CD14+, inhibé ens cde blocage du systeme
CX3CL1/CX3CR1. Dans un modele animal de toxicitélaice, I'exposition au BAC induit
une migration de cellules inflammatoires vers lajaoctive. On observe chez les souris KO
pour le récepteur CX3CR1 une diminution de I'imétion macrophagique F4/80+ induite par

le BAC. Cette étude déemontre de facon originglegure 22) que le systeme
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CX3CL1/CX3CRL1 participe a l'interaction entre lesllales épithéliales conjonctivales et les
cellules de I'immunité, et que la migration conjtiwale d’'une population macrophagique en

réponse au BAC dépend spécifiquement de ce syst@éimekinergique.

cytokines

CX3CL1

CX3CR1

Figure 22 : Modélisation du rdle de la chimiokine CX3CL1 dans I'interaction entre cellules
épithéliales conjonctivales et monocytes/macrophages. L’exposition au chlorure de
benzalkonium (BAC) entraine une surexpression conjonctivale de CX3CL1 (par
I'intermédiaire du systéme TNF-o/TNF-R1) qui participe a l'infiltration macrophagique et a
la libération de cytokines pro-inflammatoires.
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2.2 Objectifs

Evaluer et comparer la synthese épithéliale conjtmale de CX3CL1 et
CX3CR1 chez des patients glaucomateux traités pes dollyres contenant
du BAC.

Déterminer l'induction de synthese de CX3CL1 et GCCRL1 par le BAC et les

meécanismes mis en jeu.

Etudier les effets chimioattractants de CX3CL1 syétisée par les cellules

épithéliales in vitro.

Déterminer le réle de CX3CL1 dans linfiltration agonctivale par des
leucocytes dans un modele animal de toxicité au BAlkz la souris KO
pour CX3CR1.

2.3 Méthodologie

L’ensemble des matériels et méthodes est décris dlarticle 2. Les principaux réactifs

utilisés sont détaillés dansTableau 5

Les empreintes conjonctivales de 40 patients glaateux traités depuis plus d’'un an avec
un collyre contenant du BAC (n=20) ou un collyrensaconservateur (n=20) ont été
recueillies dans le cadre du Centre d’Investigatimique des Pathologies de la Surface
Oculaire (Centre Hospitalier National d’Ophtalmakges Quinze-Vingts, INSERM-DHOS

CIC 503, Paris, France) en conformité avec la datitan d’Helsinki (2000) apres accord du
Comité de Protection des Personnes (lle de Francagkément 10793) et signature d’un

consentement éclairé.

Les expérimentationis vitro ont été réalisées sur une lignée humaine de eslipithéliales
conjonctivales immortalisées (IOBA-NHC) dont lesramdéristiques ont été établies
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précédemment{Diebold 2003) Les essais de migration ont été réalisés aveccutiare
primaire de leucocytes humains isolés sur culot@angbtenus par I'intermédiaire du CTS
Saint-Antoine, Paris.

Une lignée de souris transgéniques CX38HT sur fond C57BL/6 a été développée pour
I'étude animalgJung 2000)Les expérimentations ont été conduites au sela gdiate-forme

de phénotypage de lInstitut de la Vision, en adcawvec les criteres de 'ARVO sur
I'expérimentation animale en ophtalmologie. Le medde toxicité oculaire consiste en
I'instillation d’une solution de BAC a 0,05% (15 gtes a 5 minutes d’intervalle dans I'ceil
testé) suivie d’'une période de récupération de dixds avant euthanasie et prélevements
(Ichijima 1992, Liang 2008)

Tableau 5 : Protéines, anticorps et primers utilisés (article 2).

Type Référence Source
Protéines TNF-a R&D Systems, USA
HLA-DR mAb (1:50) DakoCytomation, Danemark
_ o CX3CL1 mAb (1:200) | USA
Antlcor%sMpFrlmalres, CX3CR1 mAb (1:500) mgenex,

CD45, CD3, CD14, CD56

immunomarquage multi-couleur

direct( Cyto-Stat6607073,
6603909)

(vsantigénes humains)
Beckman Coulter, USA

CX3CL1 (ELISA, DY365) R&D Systems

Anticorps primaires,
IF et ELISA.
(vsantigénes humains)

CX3CL1 mAb (1:200)

CX3CR1 mAb (1:200) Abcam, USA

CD3 (1:200)
CD11b (1:200)
NKG2D (1:100)

F4/80 (1:500)

Anticorps primaires,
IF.
(vsantigénes murins)

R&D Systems

Primers CX3CL1, CX3CR1 Eurogentec
(PrimerBlast) g
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2.4 Résultats

2.4.1 Expression conjonctivale de CX3CL1 chez les patients

glaucomateux bénéficiant d’'un traitement contenant du BAC

CX3CL1 et HLA-DR sont surexprimées dans la conjaret des patients recevant un
traitement avec conservateuGrace a la mise au point de la techniqgue des enipsei
conjonctivales couplée a la CMF, notre équipe apetédemment démontré que le BAC
induisait la synthese épithéliale de marqueurs’iddammation chez 'hommgBaudouin
2005) Dans cette étude, nous avons testé I'expressinjonctivale de CX3CL1, CX3CR1
et HLA-DR. Une faible synthése basale de CX3CL1,3CR1 et HLA-DR a été mise en
évidence dans le groupe témoin (patients glaucammateaités avec des collyres sans
conservateur). CX3CL1 et HLA-DR sont significativemt surexprimées chez les patients

recevant un traitement contenant du BEZyure 23).

100 1
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Figure 23 : Expression conjonctivale de CX3CL1, CX3CR1 et HLA-DR évaluée par empreintes et
cytométrie en flux chez des patients glaucomateux recevant un traitement local avec ou sans BAC.
L’expression de CX3CL1 et HLA-DR est significativement plus élevée dans le groupe BAC. ANOVA,
** :P<0,01.

Le niveau d’expression de CX3CLL1 est corrélé augidés cliniques de la conjonctivé.es
détails de I'évaluation clinique de la surface aoa sont présentés dansllableau 4 Nous

rapportons que le niveau d’expression de CX3CLlgmcellules épithéliales conjonctivales
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est positivement corrélé aux lésions conjonctivaesluées cliniquement selon le score de
Van Bijsterveld. Aucune corrélation significativearété retrouvée pour les autres paramétres
étudiégTableau 6)

Tableau 6 :Analyse des relations entre les différentes caractéristiques des patients étudiés et le
niveau d’expression de CX3CL1 évalué par empreintes conjonctivales et cytométrie de flux.

Caractéristiques des Corrélation avec
patients I'expression de CX3CL1
Durée du traitement [années] 9+4,6 R2=0,015, @50,
Nombre de traitements 2,25+0,6 R2=0,07, p>0,05
Hyperhémie conjonctivale [0 — 5] 1,75 +£0,65 R2A7,2p>0,05
Lésions conjonctivales [0 — 9] 1,7+1,36 R2=0,728;0,012*
Temps de rupture lacrymale (BUT) [sec] 75+£25 =0R248, p>0,05

2.4.2 Expression basale et inductible de CX3CL1/CX3CR1 in vitro

Le BAC induit in vitro une surexpression de CX3CLIL'expression de CX3CL1 et de son
récepteur a été étudiée sur une lignée immortalieeellules épithéliales conjonctivales
(IOBA-NHC) par RT-PCR, immunofluorescence, CMF &iFA. De facon comparable a ce
qui avait été observéx vivopar empreintes conjonctivales et CMF, une stinapar le
BAC induit une surexpression de CX3CL1, et pas H8CR1, comme analysé en RT-PCR et
en immunofluorescenc@rigure 24a,b). L’effet du BAC sur I'expression de CX3CL1 est
dose-dépendant et temps-dépendiigure 24c,d) L'analyse de la cinétique de I'expression
cellulaire totale et membranaire a été réaliseEMIr et révele une expression membranaire
précoce de CX3CL1 (6 heures aprés la stimulatianyies d’'une surexpression totale
promlongée sur 24 heuréBigure 24d). Le dosage de CX3CL1 dans le milieu par ELISA
révele une libération rapide de CX3C(Higure 24e)
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Figure 24 : Induction de I'expression de CX3CL1 sur une lignée de cellules épithéliales
conjonctivales (IOBA-NHC) en réponse au BAC. (a) Une stimulation par BAC 0,01 %
entraine une augmentation de la synthése d’ARNm de CX3CL1 et pas de CX3CR1. t-
test, **:P<0,01. (b) L’'induction de CX3CL1 est détectée par immunofluorescence
indirecte (vert) en microscopie optique (x100). (c) Le BAC induit une surexpression de
CX3CL1 de maniére dose-dépendante comme détecté en CMF. (d) La localisation
cellulaire de CX3CL1 en fonction du temps est détaillée en CMF. (e) L’exposition au
BAC entraine une libération rapide de CX3CL1 détectée par ELISA dans le milieu
extracellulaire et exprimée pour 100000 cellules/ml. ANOVA, ** :P<0,01.
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L’induction de synthese de CX3CL1 par le BAC estdige par le TNFea. Une stimulation
par le TNFe (10ng/ml) seul entraine une surexpression de CX3CAu contraire,
'antagonisme du récepteur TNF-R1 par un anticdppsquant (1 :50, MAB225, &D
Systems) inhibe la synthése de CX3CL1 induite &8AC (Figure 25).

4,5 - * sk

O Sans pré-traitement

4 1 @Inhibition de TNF-R1 ‘ T

3,5 1

2,5 1

1,5 A

Expression normalisée de CX3CL1

0,5 A

Témoin BAC 0,01% TNF-a

Figure 25 : Implication du systéeme TNF-a / TNF-R1 dans la surexpression
de CX3CL1 induite par le BAC. La pré-incubation des cellules épithéliales
conjonctivales avec un anticorps neutralisant du récepteur TNF-R1 inhibe
la surexpression de CX3CL1 induite par le BAC. ANOVA, ** :P<0,01.

2.4.3 Effet chimiotactique in vitro des cellules épithéliales

conjonctivales via CX3CL1/CX3CR1

Les cellules épithéliales conjonctivales attirenertaines populations leucocytaires par
'intermédiaire de la synthése de CX3CLNous avons évalué le role du systeme
CX3CL1/CX3CR1 dans les interactions entre cellulegithéliales conjonctivales et

leucocytes humains non-adhérents en culture prndans des chambres de migration. Les
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cellules épithéliales conjonctivales non stimulées présentent pas de propriétés
chimiotactiques sur les leucocytes extraits CD4b#. revanche, les leucocytes migrent
significativement vers des cellules épithélialesjaoctivales préalablement stimulées par du
BAC (0,01%, 12 heures avarffigure 26a) L'analyse des sous-populations en CMF montre
une migration spécifique de lymphocytes (CD3+/CD56le NKs (CD3+/CD56+) et de
monocytes (CD14+). La preincubation des leucocyesc un anticorps bloquant anti-
CX3CR1 réduit significativement la migration des $\&t des monocytes, mais pas celle des
autres lymphocytes. En parallele, I'étude de laratign de macrophages humains adhérents
CD14+ en culture primaire confirme l'effet chimitactant de la chimiokine CX3CL1
synthétisée par les cellules épithéliales conjuatds en présence de BAEigure 26b). Cet
effet est diminué de moitié en cas de blocage deptéur CX3CR1.

b
8 - O CECs non stimulées 14 -
7 B CECs+BAC(0,01%) .i.i. ILIL\
12
O CECs+BAC(0,01%) /

leucocytes+anti-CX3CR1

Index de migration
Index de migration
[ee]

CD45+ CD3+ CD14+ CD56+ Macrophages CD14+

Figure 26: Migration des leucocytes in vitro en réponse a des cellules épithéliales
conjonctivales stimulées par BAC. (a) Migration des leucocytes non-adhérents en culture
primaire. Les cellules épithéliales conjonctivales non-stimulées n’ont pas d’effet attractant.
Les cellules épithéliales conjonctivales stimulées par du BAC attirent significativement les
populations leucocytaires dont le phénotype est déterminé par CMF. Le blocage de CX3CR1
par pré-incubation des leucocytes avec un anticorps neutralisant inhibe significativement la
migration des monocytes CD14+ et des NKs CD56+. (b) Migration des macrophages
adhérents CD14+ en culture primaire. La migration des macrophages vers les cellules
épithéliales conjonctivales stimulées est inhibée significativement et partiellement en
bloquant CX3CR1. ANOVA, * :P<0,05, ** :P<0,01.

86



2.4.4 Migration conjonctivale des cellules inflammatoires chez la

souris KO pour CX3CR1 en réponse au chlorure de benzalkonium

L’infiltration macrophagique des conjonctives expéss au BAC dépend du systeme
CX3CL1/CX3CR1.Nous avons utilisé des souris déficientes pourctepteur CX3CR1 et
leur témoin wild-type afin de compléter nos rédslia vitro. Les conjonctives ont été
prélevées et analysées en immunohistofluorescente2s aprés une exposition aigie au
BAC 0,05% selon une procédure précédemment validégima 1992, Liang 2008)Pour
les yeux non exposeés au BAC, la densité conjorietida cellules dendritiques (CX3CR1+),
de granulocytes (CD11b+), de lymphocytes (CD3+)N#&s (NK2GD+) et de macrophages
(F4/80+) est similaire dans les deux lignées. Lasition au BAC entraine une infiltration
conjonctivale majeure par des cellules CD11b+, CB8+-4/80+ quelle que soit la lignée
génetique muringFigure 27a) Dans les yeux exposés au BAC, la densité delesllu
CD11b+ ou CD3+ est comparable dans les deux ligriEegure 27b). En revanche,
I'infiltration macrophagique F4/80+ est signifioagiment diminuée chez les souris déficientes
pour le récepteur CX3CR1 comparativement & leurmiigs CX3CR1", suggérant qu’une
infiltration sélective de macrophages en réponsBAD dépend de CX3CL1.
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Figure 27 : Infiltration inflammatoire in vivo de la conjonctive exposée au BAC sur lignée de
souris déficiente pour CX3CR1 évaluée en immunohistofluorescence (n=20). (a) Il existe une
trés faible infiltration conjonctivale par des cellules inflammatoires en I’absence de stress
toxique. Aucune différence n’est notée entre les souris KO et leurs témoins homozygotes +.
(b) L’exposition au BAC induit une infiltration inflammatoire conjonctivale. L'infiltration par
des macrophages F4/80+ est significativement moindre dans le groupe KO par rapport au
groupe témoin. Mann-Whitney U-test, ** :P<0,01.
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Nos résultats révélent ainsi que la chimiokine CKBCest impliguée dans le trafic
conjonctival de certaines cellules immunitaires @s d’inflammation iatrogéene. Nous
montrons de facon originale que les cellules épitles présentent une synthése inductible de
CX3CL1 via le TNF- qui régule la migration tissulaire des leucocy@s3CR1+. Ce
systeme chimiokinergique pourrait ainsi jouer unleréau cours des pathologies

inflammatoires chroniques de la surface oculaire.

Ainsi, nos travaux concernant les deux axes de relsbechoisis révelent que certaines
chimiokines sont impliquées dans la physiopathelodii segment antérieur au cours du
glaucome. Nos résultats concernant CXCL12 démuontte fagon inédite qu’une chimiokine
est directement impliguée dans la régulation duaeitvironnement trabéculaire et pourrait
ainsi constituer la cible de traitements spécifiqaentre le glaucome. Parallélement, nous
démontrons qu'une autre chimiokine, CX3CL1, est igy#e dans [Iinflammation
conjonctivale iatrogéne induite par l'administratiale collyres antiglaucomateux avec
conservateur. Ces résultats illustrent d’'une @adualité des fonctions -immunitaires et extra-
immunitaires- des chimiokines. lls nous amenentutiéa part a nous interroger sur les
relations chimiques et cellulaires éventuelles eerir surface oculaire et le trabéculum
anatomiquement trés proches. La recherche d'irtterscentre ces deux structuréa les
chimiokines étudiées ou d’'autres chimiokines petmraigétde mieux appréhender ces éléments
déterminants de la maladie glaucomateuse. La digougui suit ouvre ainsi les perspectives

d’'une nouvelle approche de la physiopathologieadyrgent antérieur dans le glaucome.
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DISCUSSION ET
PERSPECTIVES



Le GPAO est une neuropathie ophtalmologique fréguest potentiellement cécitantes
fréguemment associée a une élévation anormale BEIZQuigley 2006, Cedrone 2004 a
prise en charge thérapeutique actuelle du GPAOsepssentiellement sur l'utilisation de
collyres hypotonisants. Les praticiens recourenin@ molécule ou a une association de
molécules afin d’atteindre I'objectif pressionnigiéf et de stopper temporairement I'évolution
de la maladie. En pratique clinique, une ineffita@rogressive des traitements médicaux
conduit a combiner deux, trois, voire quatre ppesi actifs dont I'association ne permet
parfois pas de stopper la progression de la netin@pa@chappant alors a tous les traitements
connus Kass 2002)De plus, le recours a une multitude de collyretoag cours expose les
patients a une inflammation iatrogéne chroniquéadrurface oculaire qui nuit a la tolérance
et 'observance thérapeutique, et engendre pattoigelles pathologies de la surface oculaire

aux conséquences visuelles et sociales importantes.

L'HTO est le principal facteur de risque lié a tasfau développement et a la progression du
GPAO Sommer, 1989)Elle est secondaire & une résistance anormaleaté@dulum a
I'écoulement de I'hnumeur aqueugkektas 2009)La trabéculopathie glaucomateupamum
movende la maladie, associe une raréfaction des celitddéculaires a un remodelage de la
MEC dont les mécanismes physiopathologiques sotdrenmal connusAlvarado 1984,
Rohen 1984, Grierson 1987, Hamard 2)(2ans nos travaux, nous démontrons qu’il existe
un équilibre physiologique entre la chimiokine CXI2Let sa forme clivée SDF-1(5-67) qui
régit la fonction de filtration du trabéculum emuéant la viabilité des cellules trabéculaires
via les récepteurs CXCR4 et CXCR3. Nous rapportons lgudisation in vivo d’un
antagoniste non-peptidique spécifique de CXCR3 peme diminuer significativement la
PIO dans un modéle animal d’'HTO, proposant ainst mouvelle piste thérapeutique

antiglaucomateuse ciblée sur un récepteur aux okinas.

La chimiokine CXCL12 est impliquée notamment dansdntréle de 'homéostasie tissulaire
ainsi que la régulation de la ME®Rdstene 2007, Li 2008, Lapidot 2005, Son 200Dés
phénomenes pathologiques observés dans les trabécde patients atteints de GPAO nous
ont conduits a formuler I'’hypothéese selon laqué&déCL12 pourrait étre impliqué dans la

trabéculopathie glaucomateuse. Dans ce travath@&getnous avons ainsi initialement détecté
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la présence de CXCL12, CXCR3 et CXCR4 au sein algéttulums glaucomateux prélevés
ainsi que dans une lignée humaine de cellulesdradiées glaucomateuses. Notons que pour
des raisons évidentes il n'est pas aujourd’hui iptesgl’obtenir des trabéculums frais de
patients sains, ce qui interdit vivo toute comparaison trabéculaire chez 'hommes L
ARNmM de CXCL12 ont été précédemment détectés dasscellules trabéculaires par
microarrays Zhao 2004 sans étude spécifique ni de la protéine ni dernation; CXCR4 a
déja étudié dans la cornée et la rétine, au sesquads il pourrait étre impliqué dans la
néoangiogénése et la migration lymphocytateage 2000, Bourcier 2003, Bhutto 2006
mais aucune étude n’a été réalisée dans le trabec@XCR3 n’a pas été analysé dans I'cell.
Depuis une dizaine d’années, des antagonistes eptidgues spécifiques de certains GPCRs
ont été développés et testés dans plusieurs paibslextraoculaire@Oonzela 1998, Bertolini
2002, Walzer 2006, Cashen 2008)Jlous avons utilisé des antagonistes de CXCR3
(NBI74330) et de CXCR4 (AMD3100) dans un modeleé&upental d’'HTO afin d’évaluan
vivo I'éventuel réle de ces récepteurs dans la phydiopagie glaucomateuse. Le modéle
d’'HTO produit par cautérisation des veines épisbdir a permis d’obtenir une HTO stable
sur plusieurs moisQarcia-Valenzuela 1995, Danias 2006, Urcola 2006, 2006, Park
2008. L’administration de NBI174330 par voie sous-comjivale a entrainé une diminution
significative de 'HTO dans les yeux opérés, deofaglose-dépendante, jusqu’au niveau
pressionnel physiologique des yeux témoins. Le MBBD est un antagoniste spécifique et
puissant de CXCR3 dont la pharmacologie a été It&tathez 'lhomme et les rongeurs
(Medina 2004, Heise 2005, Jopling 2007, Verzjil 2008hez I'animal, son utilisation
expérimentale a permis de diminuer la formation plagues d’athéroscléroseafi Wanrooj
2008. Nous rapportons ici de fagon originale que lelNB30 permet de diminuer la PIO

dans un modele d’'HTO.

L’évaluationin vivode la filtration de I'humeur aqueuse dans notrel@ma permis de mieux
comprendre les phénomenes impliqués dans lindudiorurgicale de I'HTO ainsi que les
mécanismes responsables de I'effet hypotonisatitiagonisme de CXCR3. Comme décrit
précédemment, ce modele de cautérisation des vépisslérales partage de nombreuses
similarités avec le GPAO humain :il permet d’obteime HTO stable au long cours, ne fait
pas intervenir de procédures altérant directementtrdbéculum —comme le LASER,
I'injection de billes obturantes, ou l'injection dérum salé hypertonique-, n’entraine pas de
variations morphologiques de la chambre antériewrale I'angle irido-cornéernN{ssirios
2008), et conduit au développement d’'une neuropathie pgérd¥escence des RGCsu(
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2006) Comme cela a été détaillé dans l'introductiorcelge thése, il n’existe cependant pas
de modele de GPAO validé compte-tenu du fait qgend@canismes physiopathologiques
impliqués demeurent inconnus. Nous rapportons guealitérisation des veines épisclérales
entraine au long cours une diminution du renouvediet de I’'humeur aqueuse par obstruction
a I'écoulement au niveau du trabéculum, ainsi ge’'apoptose des CTs. Nous formulons ici
I'hnypothése selon laquelle 'HTO initialement intiipar le blocage mécanique des voies
veineuses chargées de la réabsorption de 'huntpeuse fait place progressivement a une
véritable trabéculopathie responsable de 'HTOangIcours. Dans ce modéle, le traitement
par injections sous-conjonctivales de NBI74330 ampe non seulement de restaurer la
fonction trabéculaire en augmentant la filtrati@nl'ttumeur aqueuse, mais aussi de diminuer
I'apoptose trabéculaire observée ainsi que I'ammtdes cellules ganglionnaires rétiniennes.
Comme nous l'avons souligné dans l'introductionmiedele utilisé ici nous semble étre le

plus proche de la maladie glaucomateuse humainanii@ns, le test des antagonistes sur

d’autres modéles animaux cités précédemment pborraion conforter nos résultats.

Il a été récemment rapporté que le clivage de CXXCpar certaines MMPs générait une
chimiokine tronquée, SDF-1(5-67), dont les progsépro-apoptotiques étaient médiées par
CXCR3 ghang 2003, Vergote 20p6Dans les CTs, nous avons détecté SDF-1(5-67) en
utilisant un anticorps spécifique du néo-épitopeelte forme tronquée, et avons démontré (i)
gu’il provenait de l'activité protéolytique de caites MMPs produites par les CTs, et (ii) que
sa production était augmentée par le TiNét le TGFB2, deux cytokines impliquées dans le
GPADO. Il est ainsi intéressant d’observer que E&&@tion du clivage de CXCL12 synthétisé
par les CTs en (5-67) est conditionméeitro par certaines MMP#{exander 2001, Hosseini
2006, Acott 2008t certaines cytokines comme le ThFet le TGFB2 (Tripathi 1994,

Sawada 2010connues comme étant surexprimées au cours delélim glaucomateuse.

Sur une lignée humaine de cellules trabéculairess mapportons une fonction constitutive
autocrine de CXCL12, comme précédemment décrit dariNC (Pujol 2005. Ainsi des
concentrations physiologiques de CXCL12 protegesickllules trabéculaires d’'une apoptose
induite par le BAC, de facon dose-dépendante, @xmasat CXCR4 et mobilisant le calcium
intracellulaire. Ce rdle protecteur de CXCL12/CXCR4été rapporté dans des cultures
primaires de neurones et dans des cultures de exlluEningiomateuse84drbieri 2006,
Khan 2008. Le blocage spécifique de CXCR4 par 'AMD3100ibeé totalement l'effet de
CXCL12. De plus, nous n‘avons détecté qu'une tiablé quantité de CXCR7, l'autre
récepteur potentiel de CXCL12, et I'absence d'infleee de CXCL12 ou CXCL11 sur
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I'expression trabéculaire de ce dernier, confirmaué la fonction protectrice de CXCL12

dépendait uniqguement de CXCR4.

En paralléle, I'utilisation de SDF-1(5-67) sur reotnodéle d’apoptose trabéculaire induite par
le BAC entraine une augmentation de I'apoptosediess de facon dose-dépendante, associée
a une augmentation de I'activation de la caspadeedlocage spécifigue de CXCR3 par le
NBI74330 inhibe totalement cet effet pro-apoptotigars que [l'utilisation d'un ligand
connu de CXCR3 (CXCL10) mime l'effet délétere duFsD(5-67). De fagcon concordante, il

a été précédemment publié que CXCL10 induisaitapumptoseria CXCR3 et I'activation de

la caspase-3 dans les cellules endothéliales eel@®nesRomagnani 2001, Yang 2004, Sui
2006) Notons de plus que SDF-1(5-67) et CXCL10 préserdes similitudes structurales au

niveau du domaine impliqué dans la liaison avec RX(@ooth 2002

Au vu de ces résultats sur tissus humains, suuresltcellulaires, et dans un modele animal
d’'HTO, nous suggérons que la chimiokine CXCL12 jawe réle fondamental dans la
physiopathologie trabéculaire. Au cours du glaucohaefonction protectrice autocrine de
CXCL12 garantissant I'homéostasie du trabéculum nadurétre déseéquilibrée par la
protéolyse de CXCL12 induite par une surexprespethologique de certaines cytokines et
MMPs impliquées dans le GPAO. La bascule de lanoal&CXCL12/SDF-1(5-67) en faveur
de la forme clivée pourrait alors entrainer unepapsevia CXCR3, altérant la fonction de
filtration trabéculaire responsable de [I'élévatiole la PIO. Ainsi, cette dégradation
trabéculaire morphofonctionnelle pourrait étre prége par l'utilisation d’'un antagoniste
spécifigue de CXCR3 administré par voie locale. &ssiltats mettent en avant le réle d'un
systéme chimiokinergique dans I'homéostasie trdb&ey d’'autres chimiokines pouvant
aussi étre impliquées, notamment CXCL2, IL8 et CBQlécemment détectées dans le
trabéculum $hifera 201D L'utilisation ophtalmologique d’antagonistes esii@ues de
certains GPCRs comme CXCR3 pourrait ouvrir de nbbesevoies thérapeutiques contre la
trabéculopathie, leurs mécanismes d’action s’avétatalement différents de ceux des
traitements antiglaucomateux actuels. Ces résuléatslent ainsi une cible inédite dont les

perspectives thérapeutiques seront envisageesisietne partie de la discussion.
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Parallelement a I'analyse des mécanismes physiologilques intervenant dans I'HTO et la
trabéculopathie glaucomateuse, nous avons étuntiplication des chimiokines au cours des
phénomenes d’inflammation de la surface oculaiés Bux traitements antiglaucomateux
actuels. Ayant initialement mis en évidence undlsge accrue de CX3CL1 par les cellules
épithéliales conjonctivales des patients exposém draitement contenant du BAC, nous
avons formulé I'hypothese selon laquelle cette ablime pourrait étre impliguée dans les
phénomenes inflammatoires induits par le BAC. Lenabkine CX3CL1 est impliquée dans
le trafic de certaines populations leucocytaires roenies macrophages, les lymphocytes
cytotoxiques et les NKs exprimant le récepteur CR3(Bazan 1997, Imai 1997, Chapman
2001, Garton 2001, Goda 200Qhitialement détectée au sein de I'endothélium wuksie,
I'expression de CX3CL1 a été mise en évidence mudsepopulations cellulaires épithéliales
ou dérivées des fibroblastes au cours de pathalaglergiques ou dysimmunes comme la
dermatite atopique, le psoriasis, la polyarthritennatoide et le syndrome de Gougerot-
Sjogren Raychaudhuri 2001, Echigo 2004, Ruth 2004, Wildem&008. Nos travaux
démontrent de facon originale que la synthese d@CLA par les cellules épithéliales
conjonctivales est impliguée dans les processuanmatoires de la conjonctive. Ainsi,
'exposition au BAC, un des premiers conservateutgisés dans la pharmacopée
ophtalmologique, entraine une infiltration de celfuimonocytaires et macrophagiques par
I'induction directe d’'une synthese épithéliale d¢3CL1. Par le biais de la mise en évidence
de propriétés proinflammatoires directes d’un tehposé, nous démontrons le role privilégie

de CX3CL1 dans I'immunité de la surface oculaire.

Nous avons tout d’abord mis en évidence une syatbasale de CX3CL1 par les cellules
conjonctivales de patients sains grace a la techrigs empreintes conjonctivales couplée a
une immuno-détection par cytométrie en flux. Urke texpression épithéliale a été rapportée
dans le tractus digestif et la peau, mais jamaidié au sein de la conjonctive. De récents
travaux sur la cornée ont en revanche mis en évedeue le récepteur CX3CR1 était
impliqué dans le homing et le renouvellement deéagees cellules monocytaires comme les
cellules dendritiques au sein du stroma corn&inerry 2007, Kezic 2008Nous pouvons
ainsi formuler I'nypothése selon laquelle la systhéonjonctivale de CX3CL1 pourrait

intervenir dans la régulation physiologique duitrae certaines cellules de I'immunité.

Les empreintes conjonctivales associées a la CMisticoent une méthode non invasive
d’analyse quantitative de certains marqueurs @itkd exprimés au niveau de la surface

oculaire. Notre équipe avait développé cette tephmiet identifié certains marqueurs
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inflammatoires d’intérét au cours de l'allergie siecheresse oculaire et l'inflammation induite
par les conservateur8gudouin 200h Il a ainsi été rapporté que I'exposition au BAC
induisait une surexpression de protéines membesde I'inflammation comme HLA-DRII
et ICAM-1, d’IL-8, et des récepteurs aux chimiolin€CR4 et CCR5Baudouin 2004,
Brignole 1998, Pisella 2004, Baudouin 2005@ulignant ainsi la complexité des voies de
'inflammation mises en jeu. Nos travaux révélene surexpression épithéliale de CX3CL1
chez des patients glaucomateux exposés au BAC catiyggnent a une population
bénéficiant d’'un traitement sans conservateur. firegsion de CX3CL1 est corrélée d’'une
part a celle de HLA-DRII, d’autre part au scorettdgte clinique de la surface oculaire.
CX3CL1 pourrait ainsi constituer un nouveau marquspgcifique d’inflammation de la

surface oculaire.

Nous avons aussi testé les effets chimiotactiqueks dgnthése épithéliale de CX3Ciri
vitro sur une lignée humaine de cellules épithélialegooativales exposées au BAC. Nous
avions précédemment développé ce modele de toxinitévitro et rapporté [I'effet
proapoptotique du BACBfasnu 2008 Les présents travaux démontrent que I'exposiiies
cellules épithéliales conjonctivales au BAC induie surexpression significative de CX3CL1
de facon dose- et temps-dépendante. Récemmengnaihgse des cytokines exprimées dans
un modele cellulaire de toxicité comparable a réygie la synthese de TNEYIL-1, I'IL-10

et 'lL-12 était induite par le BACHEpstein 200® La chimiokine CX3CL1 a la particularité
de présenter une forme transmembranaire et unesefeatuble. Notre étude rapporte que les
cellules épithéliales conjonctivales exposées a Bélarguent massivement CX3CL1 dans
le milieu de culture. Nos expériences de migratieliulaire mettent en évidence que cette
synthese de CX3CL1 est responsable d’'une attradgocertaines populations leucocytaires,
notamment des lymphocytes CD3+, des cellules mdaweg CD14+ et des NKs CD56+. Il
est aujourd’hui connu que ces types cellulairesimant le récepteur CX3CRB#&zan 1997,
Imai 1997, Chapman 2001, Garton 2001, Goda 20R0@s travaux confirment que le blocage
de CX3CR1 inhibe le pouvoir migratoire des cellidpgthéliales conjonctivales stimulées par
le BAC de facon partielle ou totale selon le phgpet cellulaire, soulignant ainsi la
complexité des interactions cellulaires impliqud@swutres systemes de chimiokines comme
CCL2, CCL4, ou CCL5 pourraient aussi participer’iafiltration inflammatoire de la

conjonctive.

La mise au point récente de souris transgéniquep®® CXCR3 avec ou sans insertion du

géne codant pour la GFP a permis de mieux appréhded effetsin vivo du systéme
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CX3CL1/CX3CR1 notamment dans le renouvellement @mndes cellules de I'immunité
(Chinnery 2007, Jung 2000, Kezic 20080observation de notre modéle murin CX3CRYP

a révélé que cette perte de fonction n’'influenpgai la distribution des cellules CD45+ ni des
dendritiques résidentes CX3CR1+ au sein de la ootijee saine. Une étude précédente
portant sur la rétine, l'iris et les corps ciliarest parvenue au méme résulkazic 2003. En
revanche, une récente étude de Chinetryal a rapporté que la distribution des cellules
dendritiques résidentes au sein de la cornée dépatel& X3CR1 Chinerry 2008. Cette
disparité cornéo-conjonctivale pourrait trouver ume&plication dans les différences
histologiques que présentent ces tissus et paéiieaient I'absence de vascularisation de la
cornée qui conditionne considérablement le traéifutaire en son sein. Dans notre modéle
animal d’exposition au BAC, nous retrouvons uneiltmation inflammatoire CD 45+
significative des conjonctives exposées comme peroénent rapportéBgecquet 1998,
Kahook 2008, Noecker 2004, Sherwood 198€8) revanche, I'absence de fonctionnalité du
récepteur CX3CR1 conduit & une diminution de lltrdtion par les cellules macrophagiques
CDA45+ F4/80+, alors que les autres populationsoeytaires ne sont pas affectées. Une étude
récente sur un modéle murin de bralure cornéennbgse rapporte des résultats similaires au
sein de la cornée de souris KO pour le réceptelBCRXL (u 200§. Cette étude souligne en
outre la coexistence de deux populations mono@galCcD16+/CCR2-/CX3CR1+ et CD16-
/CCR2+/CX3CR1-, dont les propriétés migratoiresea@ent du profil d’expression de ces
récepteurs(Geissmann 2003, Lu 2009Nos travaux retrouvent ainsi que l'absence de
CX3CR1 réduit partiellement linfiltration monocyta induite par le BAC, suggeérant
I'implication d'autres systemes, notamment CCL2/QCR’étude des conséquences de
l'infiltration ou non de la conjonctive par ces maghages CX3CR1+ permettrait de mieux
comprendre le réle de cette régulation de migratdous tentons aujourd’hui d’étudier le
profil cytokiniqgue conjonctival chez les souris egpes au BAC, notamment la présence
d’IL-6, IL-10, MIP-2 et CCL2, mais la fragilité deertaines de ces protéines ainsi que le trés
faible volume de tissu conjonctival chez la sowrs compliquent I'analyse. De plus, il
apparait compliqué d’étudier les conséquences ayitpies de cette infiltration
macrophagique, comme la libération d'especes r&ctide I'oxygene ou l'apoptose
cellulaire, car les effets du BAC, qui induit direment de tels phénomenes, semblent
difficiles a différencier de ceux de linfiltratiomacrophagique. Notons cependant qu’une
étude de toxicité chronique chez les souris K@mtoins, nécessitant I'exposition a de faibles

doses quotidiennes de BAC sur plusieurs mois, céteralit de facon pertinente nos travaux.
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En dépit détudes cliniques et fondamentales spahgy les effets iatrogenes des
conservateurs, le BAC est encore aujourd’hui @ilisans de nombreux collyres. Dans le
glaucome, I'administration au long cours de tragets contenant des conservateurs entraine
une atteinte chronique de la surface oculaire mesgge d’authentiques syndromes secs
iatrogenes et d’une intolérance au traitement gitian'efficacité thérapeutique. Notre étude
rapporte que le BAC induit une inflammation de larface oculaire par un effet
proinflammatoire direct sur les cellules épithd@glconjonctivales. Par l'intermédiaire des
propriétés toxiques d’un tel composé, nous démantie facon originale que les cellules
épithéliales conjonctivales jouent un rble clé daes processus inflammatoires de la
conjonctive en influencant directement la migratiamacrophagiquevia un systeme

chimiokine/récepteur.

En focalisant sur une problématique thérapeutigéeiique de la pathologie glaucomateuse,
nos études refletent cependant la complexité gEndes modes d’action chimiokinergiques
et notamment la dualité de leurs fonctions, imnaires d’'une part et homéostatiques d’autre
part. Initialement étudiées en immunologie, lesrabkines ont peu a peu révélé d’autres
fonctions et apparaissent aujourd’hui comme unésyst fondamental de communication
intercellulaire indispensable au développement et’'éguilibre d'un organisme sain

(Callewaere 2007)nais aussi largement impliqué dans de multiplésgbagies.

La redondance des systemes chimiokine/récepteublsegarantir une certaine stabilité de
communication intercellulaire mais rend complexgude de tels systemes. La découverte
récente que la protéolyse de CXCL12 non seulenggutlé son activité autocrine protectrice
mais aussi lui confére des propriétés pro-apoptesicgn promulguant une néo affinité pour
un autre récepteur ajoute un niveau de complexpglémentaire. Ainsi, si CXCL12 contrdle
I’'homéostasie tissulaire et la composition de la@yEa MEC elle-méme régule I'activité de
CXCL12. L’étude des relations entre CXCL12 et |e®\G3 illustre cette interaction
réciproque. Les associations chimiokines/GAGs créest gradients de phase solide dans
I'environnement cellulaire immédiat dont les consfqpes sont multiples :(i) la stabilité du
signal en protégeant la chimiokine des flux ligsideais aussi de la protéolyse, (ii)
l'intensification du signal sur les sites d’intéréh concentrant la chimiokine, et (iii) le

renouvellement du signal par la clearance natudelleompartiment extracellulair®¢lgado
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2001, Valenzuela-Fernandez 2002, Villalba 2003)adeéuz Sierra 2004, Hoogewerf 1997,
McQuibban 2001 Dans la trabéculopathie glaucomateuse, le relagdeathologique de la
MEC pourrait étre conditionné par CXCL12 tout egul@nt I'équilibre CXCL12/SDF-1(5-
67). 1l nous reste aujourd’hui a mieux définir letations réciproques qui déterminent cet
équilibre. La mise en évidence d'un excés de chaitide sulfate au sein de la MEC du
trabéculum glaucomateux pourrait en ce sens inferelacproduction de SDF1(5-67). Ainsi,
dans le GPAO comme dans de nombreuses patholdgiesle du réle des GAGs sur la
modulation du signal chimiokinique doit aujourd’hétre approfondie afin de mieux
comprendre certains mécanismes physiopathologipies de développer de nouvelles voies

thérapeutiques qui cibleraient spécifiguement ogesteomposants de la MEC.

Longtemps considéré comme limité a I'extravasatoes leucocytes sur les sites de
'inflammation, le réle du systeme CX3CL1/CX3CR1 amit aujourd’hui s’étendre aux
interactions entre cellules épithéliales ou neuesat cellules immunitaires dans des
conditions physiologiques et pathologiques. Puissahimioattractant des cellules
mononuclées, CX3CL1 semble réguler les mouvemends certaines populations
monocytaires —macrophages et cellules dendritiglaes les tissus ou microglies dans le
SNC- dont les fonctions sur la viabilité cellulaoe la modulation des signaux intercellulaire
demeurent encore a explorer. Il est intéressanhader que certains auteurs ont mis en
évidence l'existence de populations monocytaire$férdinciables selon leur profil
d’expression de certains récepteurs des chimiokimetamment CX3CR1 et CCRRu 2008,
Geissmann 2003)Ces monocytes se comportent de fagon différeettains assurant plutot
’homéostasie tissulaire naturelle, d’autres anmpiif certaines réactions inflammatoires
pathologiques. Ainsi le profil d’expression des G®Capparait progressivement comme un
nouveau moyen d’étude et de classification dewslesllde I'immunité, reflétant mieux leur
spécificité fonctionnelle que les classiqgues mangsigmmunologiques. Une étude récente a
montré que la concentration lacrymale de CX3CLI1 étavée en cas de sécheresse oculaire
chronique Enriquez-de-Salamanca 201@n pourrait ainsi penser que la synthése ladgma
de CX3CL1 interviendrait dans le recrutement leytmce vers la surface oculaire,
participant ainsi a la régulation positive ou négatdes phénomenes inflammatoires
impliqués dans cette affection. Ensemble, ces tadsulconfirment la place de cette
chimiokine au sein de l'immuno-pathologie de laface oculaire. Le développement
d’antagonistes spécifiques de CX3CR1 permettra dseger de nouvelles stratégies

d'immunomodulation locale.
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Le développement récent d’antagonistes non-pepiggdigspécifiques des récepteurs aux
chimiokines, initialement encouragé par la recherdé nouveaux traitements contre le VIH,
a ouvert la voie a de nombreux traitements qui eggsaient alors prometteurs. Méme si
certains sont parvenus jusqu’en phase Il voireillfiaut avouer que les espoirs de thérapie
anti-GPCR se sont heurtés a certains obstaclesirmajeans certains cas, la redondance des
systemes chimiokine/récepteur diminue voire anteseeffets d’un antagonisme trop ciblé.
Par exemple, les essais cliniques de traitemeitCH8CR1 se sont avérés peu efficaces
contre la polyarthrite rhumatoide ou le psoriaBians d’autres cas, l'inhibition systémique
totale d'un axe essentiel —comme ce fut le cas @XCR4- induit des effets collatéraux
délétéres supérieurs aux bénéfices escomptés. Natmhsurs que les modeles animaux KO
pour CXCR4 ne sont pas viables, prouvant ainsial@aatére structurant fondamental de ce
systeme chimiokinergique. Enfin, la complexité @imsctions des chimiokines au cours des
processus pathologiques nécessite parfois en teh@egpeutiques une inhibition du signal, et
parfois une intensification du signal. Par exemglamhibition de CXCR4 réduit la
prolifération et la dissémination de certainesutei cancéreuses, alors que l'inhibition de
CX3CR1 entraine une accumulation des microgliestoyiques au sein du SNC ou de la
rétine. On peut ici noter que l'inactivation dursd) CX3CR1 peut étre liée a la présence de
variants du récepteur qui conditionnent sa fonctioomme cela a été suggéré dans
I'athérosclérose et la DMLACombadiere 2003, Combadiere 2007, Raoul 2008, MubDt
2007) Ainsi le polymorphisme d’expression des GPCRsriaiupermettre de caractériser
certaines populations cellulaires —apparaissantme®me nouveaux marqueurs biologiques-
mais aussi de définir certaines prédispositionegagiques —constituant alors des marqueurs

pronostiques.

Pour mettre en perspective nos travaux, notonslesystéme chimiokinergique constitue
aujourd’hui le premier acteur de la communicatieiutaire autocrine et paracrine dans le
microenvironnement immeédiat. Il apparait ainsi cagrincible thérapeutique privilégiée dans
de nombreuses pathologies. Comme nous l'avons gegud@ent évoqué, les stratégies
thérapeutiques ciblant les récepteurs couplés ateipes G ont souvent connues des échecs
cliniques liés a leurs effets secondaires, ce qufiane le role fondamental de ce systeme
dans le maintien des fonctions physiologiques dwg#inisme. Le retrait récent du
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rimonabant, un antagoniste du récepteur CB1 inddpes le traitement de I'obésité et le
sevrage nicotinique, lié a ses effets neurotropgsedéeurs délétéres en est une récente
illustration (FDA 2009). En ophtalmologie, le recours a la voie localestibue un avantage
fondamental car il permet de s’affranchir des sfigénéraux des agonistes/antagonistes des
systemes chimiokines/récepteurs. La découvertd'filesation locale d’'un antagoniste d’un
récepteur des chimiokines permet de diminuer I'HI&ds un modéle animal de glaucome,
comme montré dans le premier article de cette thesere ainsi des perspectives de

traitement inédites.

La poursuite de nos travaux sur la trabéculopagia@comateuse nécessite d'une part de
tester d’autres antagonistes sélectifs des réaspteXCR3 et CXCR4, mais aussi des
antagonistes sélectifs d’autres récepteurs auxickines, notamment CX3CR1, CCR2 et
CCRS,in vitro et dans notre modéle animal de glaucome. Conceleswatffets trabéculaires
de CXCL12, létude des interrelations entre la dbkimne CXCL12 et les
glycosaminoglycanes de la MEC trabéculaire poumaitfacon pertinente compléter notre
modeéle physiopathologique comme détaillé précéderhnmdous pourrions par exemple
imaginer que l'inversion du rapport héparane/choitihre sulfates en faveur des chondroitine
sulfates au cours du glaucome pourrait impactéidacité comme la stabilité de CXCL12. Il
semble en outre nécessaire de mieux étudier lasopiEnes de changement morphologique
et de migration cellulaires liés a I'exposition deslules trabéculaires au CXCL12 et/ou au
SDF-1(5-67). D’autre part, il apparait nécessaiee admpléter I'étude des conséquences
neuro-rétiniennes de la diminution de la PIO inelygair les antagonistes de CXCR3 a plus
long terme. L'étude de l'apoptose des cellules Gangaires rétiniennes, de l'atrophie
rétinienne, et des éventuelles modifications mikates induites permettra de compléter
'analyse de notre approche thérapeutique ciblédinEsi nos hypothéses se vérifient,
I'industrie pharmaceutique en ophtalmologie devreettéoper une forme galénigue topique

adaptée a la thérapeutique oculaire humaine.

Nos travaux sur l'inflammation iatrogene de la aoé oculaire révelent que la synthése
épithéliale d’une chimiokine comme CX3CL1 est impke dans le trafic conjonctival des
cellules immunitaires. |l reste cependant a déteemies conséguences histologiques et
cellulaires des modulations de ce trafic. Nos tésalouvrent des perspectives d’étude de
CX3CL1 dans les troubles chroniqgues de la surfacdawe, particulierement dans la
sécheresse oculaire primitive dont les traitemastsels semblent insuffisants en pratique

clinigue. Comme cela a été évoqué précédemmenédaeresse oculaire est une pathologie
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multifactorielle régie par des phénomeénes inflanmines locaux complexes. Il semble
évident que CX3CL1 n'est pas la seule chimiokinepliquée dans la migration des
leucocytes vers la conjonctive, et d’autres systedeyront étre recherchés et étudiés. Ainsi,
la mise en évidence du rdle spécifique de certath@niokines pourrait permettre de mieux

appréhender et traiter la sécheresse oculairdolantispécifiguement les axes impliqués.

Pour conclure, la proximité anatomique de la cocljgr, en surface, et du trabéculum, en
profondeur, nous améne naturellement a la quedtalfinterdépendance de ces deux entités
oculaires apparemment distinctes. Nous pourriomadter I'hypothése d’'une communication

intercellulaire entre ces deux tissus par l'intediaige des chimiokines. Ainsi, certaines

chimiokines synthétisées par la conjonctive poamadirectement ou indirectement affecter
le trabéculum. L'impact délétére des collyres susurface oculaire aurait-il par ce biais des
conséquences inattendues sur I'évolution de la dielgglaucomateuse, et dans la

physiopathologie du segment antérieur en général ?
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Method and pharmaceutical composition for use in the treatment of glaucoma

FIELD OF THE INVENTION
The invention relates to a compound which is an antagonist of CXCR3 or an inhibitor

of the CXCR3 receptor expression for use in the treatment of glaucoma.

BACKGROUND OF THE INVENTION

Glaucoma is one of the most frequent ocular diseases which prevalence averages about
2% which is increasing with the aging of the population. Despite of the wide advances in the
medical and surgical managements of glaucoma, it still leads to clinical blindness in 1% to
30% of the patients, depending on the racial group and the country. So, there is a permanent
need in the art for new molecules for the treatment of glaucoma (see for example Cedrone C.

et AL, 2008).

SUMMARY OF THE INVENTION

Trabecular meshwork (TM) is a functional and anatomic ocular entity located at the
angle formed by the cornea and iris, which primary function is to control the intraocular
pressure (IOP) by regulating the aqueous humor (AH) outflow. Abnormal increase in the
trabecular outflow resistance leads to elevated IOP which is the most critical risk factor for
glaucoma (see for example Sommer A., 1989) Hence, abnormally elevated IOP during both
angle-closure or primary open-angle glaucoma is linked with glaucomatous neuroretinal
degeneration causing visual impairements to blindness.

Surprisingly, the inventors discovered that the inhibition of CXCR3, induces a
significant decrease in IOP and thereby may lead to the treatment of glaucoma.

Thus, a first object of the invention relates to a compound which is an antagonist of
CXCR3 or an inhibitor of the CXCR3 receptor expression for use in the treatment of
glaucoma.

Another object of the invention relates to a pharmaceutical composition for the
treatment of glaucoma comprising a compound according fo the invention and a

pharmaceutically acceptable carrier,

DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION
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CXCR3 is well known. CXCR3 is a Gai protein-coupled receptor in the CXC
chemokine receptor family, Other names for CXCR3 are G protein-coupled receptor 9
(GPR9) and CDI183. There are two variants of CXCR3: CXCR3-A binds to the CXC
chemokines CXCL9 (MIG), CXCL10, and CXCL11 (IP-10, I-TAC) whereas CXCR3-B can
also bind to CXCL4 in addition to CXCL9, CXCL10, and CXCL11. CXCR3 is able to
regulate leukocyte trafficking. Binding of chemokines to CXCR3 induces various cellular
responses, most notably integrin activation, cytoskeletal changes and chemotactic migration.
CXCR3-ligand interaction attracts Thl cells and promotes Thl cell maturation. CXCR3 is
well known. As explained in the article Pease et al, (Pease et al., 2009, Expert Opin. Ther.
Patents, 19(1):39-58) there are evidence for a role of CXCR3 in the pathophysiology of
autoimmune diseases like psoriasis, transplant rejection and T-cell trafficking to sites of

inflammation.

As used herein, the term "treating” or "treatment", denotes reversing, alleviating,
inhibiting the progress of, or preventing the disorder or condition to which such term applies,
or reversing, alleviating, inhibiting the progress of, or preventing one or hiore symptoms of

the disorder or condition to which such term applies.

Glaucoma may be divided in primary and secondary glaucoma.

Primary glaucoma may be divided in “open angle" and "angle-closure" glaucoma.
Apart from both these main kinds of glaucoma, other pathologies can lead to an elevation of
10P, namely secondary glaucomas including post-uveitic glaucoma and steroid-induced
glaucoma. So the compound according to the invention may be used to primary or secondary

glaucoma.

A first object of the invention relates to a compound which is an antagonist of CXCR3
or an inhibitor of the CXCR3 receptor expression for use in the treatment of glaucoma.
In a preferred embodiment, said compound according to the invention is a CXCR3

antagonist.

In one embodiment, said CXCR3 antagonist may be a low molecular weight

antagonist, ¢. g. a small organic molecule (natural or not).
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The term "small organic molecule" refers to a molecule (natural or not) of a size
comparable to those organic molecules generally used in pharmaceuticals. The term excludes
biological macromolecules (e. g., proteins, nucleic acids, etc.). Preferred small organic
molecules range in size up to about 10000 Da, more preferably up to 5000 Da, more

preferably up to 2000 Da and most preferably up to about 1000 Da.

In a particular embodiment, the compound according to the invention is NBI74330
(see for example Jopling LA et Al., 2007), AMG487 (see for example Jiwen Liu, et al., 2009,
An-Rong Lia et al, 2008 or Johnson M. et al, 2007), AMGI1237845 (see for example
Rosenblum JM et al., 2009).

Antagonists of CXCR3 are well known in the state of the art (see for example, Pease
J.E. el al, 2009, Expert Opin. Ther. Patents).

In a particular embodiment, the compound according to the invention may be a
dihydro-quinazoline analog (see for example Pease J.E. el al, 2009, Expert Opin. Ther, or Liu
J et al., 2009) like AMG487 (see for example Jiwen Liu, et al., 2009, An-Rong Lia et al,,
2008 or Johnson M. et al., 2007).

In a particular embodiment, the compound according to the invention may be a
piperidinyl-urea derivative (see for example Pease J.E. el al, 2009, Expert Opin. Ther.) like a
1-aryl-3-piperidin-4-yl-urea derivative (see for example Allen et Al., 2007) or a 5-(piperidin-
4-yl)amino-1,2,4-thiadiazole derivative (see for example Watson et Al., 2007), or a tropenyl
derivative (see for example Watson et Al, 2008) or a 2-aminoquinoline substituted

piperidines derivative (see for example Knight et Al., 2008).

In a particular embodiment, the compound according to the invention may be a 4-aryl-
[1,4]diazepine ethyl ureas derivative (see for example Pease J.E. el al, 2009, Expert Opin.
Ther. and Cole AG, et al., 2006).

In a particular embodiment, the compound according to the invention may be a
benzimidazole derivative or a 2-iminobenzimidazole (see for example Pease J.E. el al, 2009,
Expert Opin. Ther., Hayes ME, Wallace GA, et Al, 2008 and Hayes ME, Breinlinger EC et
Al,, 2008).
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In a particular embodiment, the compound according to the invention may be a
benzetimide derivative (see for example Pease J.E. el al, 2009, Expert Opin. Ther. and
Bongartz JP et al., 2008).

In a particular embodiment, the compound according to the invention may be
benzetimide derivative (see for example Pease J.E. el al, 2009, Expert Opin. Ther. and
Bongartz JP et al., 2008).

In another particular embodiment, the compound according to the invention may be an
ergoline derivative (see for example Thoma G. et Al., 2009 or Choudhary MS et Al., 1995
and patent application WO2006128658).

In another particular embodiment, the compound according to the invention may be a
heterocyclic substituted piperazine derivative (see for example patent applications
W02006088837 and WO2008008453).

In another particular embodiment, the compound according to the invention may be a
heterocyclic substituted pyridine derivative (see for example patent applications

W02007109238 and WO2006088840).

In another particular embodiment, the compound according to the invention may be a
imidazolium derivative (see for example Verzijl D. Bt al, and patent application

WO003101970).

In another particular embodiment, the compound according to the invention may be an

imidazole derivative (see for example Du X. et Al, 2008).

In another particular embodiment, the compound according to the invention may be a

piperazinyl-piperidine derivative (see for example McGuinness BF et Al., 2009).

In another particular embodiment, the compound according to the invention may be a

Camphor sulfonamide derivative (see for example Wang Y et AL, 2009).
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In another particular embodiment, the compound according to the invention may be a
pyrazinyl substituted piperazine-piperidine derivative (see for example patent application
W02006088921).

In another particular embodiment, the compound according to the invention may be a
pyridyl and phenyl substituted piperazine-piperidine derivative (see for example patent
application WO2006088919).

In another particular embodiment, the compound according to the invention may be a

piperazine-piperidine derivative (see for example patent application W0O2006088836).

In another particular embodiment, the compound according to the invention may be a
heteroaryl substituted pyrazinyl-piperazine-piperidine derivative (see for example patent
application WO2006091428).

In another particular embodiment, the compound according to the invention may be an
amine-linked pyridyl and phenyl substituted piperazine-piperidine derivative (see for example
patent application W0O2006088920).

In another particular embodiment, the compound according to the invention may be a

thiazole derivative (see for example patent application WO2007064553),

In another particular embodiment, the compound according to the invention may be a

substituted heterocyclic derivative (see for example patent application W02007047202).

In another embodiment, CXCR3 antagonist of the invention may be an anti-CXCR3
antibody which neutralizes CXCR3 or an anti-CXCR3 fragment thereof which neutralizes
CXCR3 (see for example Xie JH et Al., 2003).

Antibodies directed against CXCR3 can be raised according to known methods by
administering the appropriate antigen or epitope to a host animal selected, e.g., from pigs,
cows, horses, rabbits, goats, sheep, and mice, among others. Various adjuvants known in the
art can be used to enhance antibody production. Although antibodies useful in practicing the
invention can be polyclonal, monoclonal antibodies are preferred. Monoclonal antibodies
against CXCR3 can be prepared and isolated using any technique that provides for the

production of antibody molecules by continuous cell lines in culture. Techniques for
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production and isolation include but are not limited to the hybridoma technique originally
described by Kohler and Milstein (1975); the human B-cell hybridoma technique (Cote et al.,
1983); and the EBV-hybridoma technique (Cole et al. 1985). Alternatively, techniques
described for the production of single chain antibodies (see e.g., U.S. Pat. No. 4,946,778) can
be adapted to produce anti-CXCR3 single chain antibodies. CXCR3 antagonists useful in
practicing the present invention also include anti-CXCR3 antibody fragments including but
not limited to F(ab"), fragments, which can be generated by pepsin digestion of an intact
antibody molecule, and Fab fragments, which can be generated by reducing the disulfide
bridges of the F(ab'), fragments. Alternatively, Fab and/or scFv expression libraries can be
constructed to allow rapid identification of fragments having the desired specificity to
CXCR3,

Humanized anti-CXCR3 antibodies and antibody fragments therefrom can also be
prepared according to known techniques. "Humanized antibodies" are forms of non-human
(e.g., rodent) chimeric antibodies that contain minimal sequence derived from non-human
immunoglobulin. For the most part, humanized antibodies are human immunoglobulins
(recipient antibody) in which residues from a hypervariable region (CDRs) of the recipient are
replaced by residues from a hypervariable region of a non-human species (donor antibody)
such as mouse, rat, rabbit or nonhuman primate having the desired specificity, affinity and
capacity. In some instances, framework region (FR) residues of the human immunoglobulin
are replaced by corresponding non-human residues. Furthermore, humanized antibodies may
comprise residues that are not found in the recipient antibody or in the donor antibody. These
modifications are made to further refine antibody performance. In general, the humanized
antibody will comprise substantially all of at least one, and typically two, variable domains, in
which all or substantially all of the hypervariable loops correspond to those of a non-human
immunoglobulin and all or substantially all of the FRs are those of a human immunoglobulin
sequence. The humanized antibody optionally also will comprise at least a portion of an
immunoglobulin constant region (Fc), typically that of a human immunoglobulin. Methods
for making humanized antibodies are described, for example, by Winter (U.S. Pat. No.
5,225,539) and Boss (Celltech, U.S. Pat. No. 4,816,397).

Then, for this invention, nevtralizing antibodies of CXCR3 are selected.

In still another embodiment, CXCR3 antagonists may be selected from aptamers.
Aptamers are a class of molecule that represents an alternative to antibodies in term of

molecular recognition. Aptamers are oligonucleotide or oligopeptide sequences with the
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capacity to recognize virtually any class of target molecules with high affinity and specificity.
Such ligands may be isolated through Systematic Evolution of Ligands by EXponential
enrichment (SELEX) of a random sequence library, as described in Tuerk C. and Gold L.,
1990. The random sequence library is obtainable by combinatorial chemical synthesis of
DNA. In this library, each member is a linear oligomer, eventually chemically modified, of a
unique sequence. Possible modifications, uses and advantages of this class of molecules have
been reviewed in Jayasena S.D., 1999. Peptide aptamers consists of a conformationally
constrained antibody variable region displayed by a platform protein, such as E. coli
Thioredoxin A that are selected from combinatorial libraries by two hybrid methods (Colas et
al., 1996).

Then, for this invention, neutralizing aptamers of CXCR3 are selected.

In a preferred embodiment, the compound according to the invention is an inhibitor of
the CXCR3 receptor expression.

Small inhibitory RNAs (siRNAs) can also function as inhibitors of CXCR3 receptor
gene expression for use in the present invention. CXCR3 receptor gene expression can be
reduced by contacting a subject or cell with a small double stranded RNA (dsRNA), or a
vector or construct causing the production of a small double stranded RNA, such that CXCR3
receptor gene expression is specifically inhibited (i.e. RNA interference or RNAi). Methods
for selecting an appropriate dsRNA or dsRNA-encoding vector are well known in the ait for
genes whose sequence is known (e.g. see for example Tuschl, T. et al. (1999); Elbashir, S. M.
et al. (2001); Hannon, GJ. (2002); McManus, MT, et al. (2002); Brummelkamp, TR. et al.
(2002); U.S. Pat. Nos. 6,573,099 and 6,506,559; and International Patent Publication Nos.
WO 01/36646, WO 99/32619, and WO 01/68836).

Ribozymes can also function as inhibitors of CXCR3 receptor gene expression for use
in the present invention. Ribozymes are enzymatic RNA molecules capable of catalyzing the
specific cleavage of RNA. The mechanism of ribozyme action involves sequence specific
hybridization of the ribozyme molecule to complementary target RNA, followed by
endonucleolytic cleavage., Engineered hairpin or hammerhead motif ribozyme molecules that
specifically and efficiently catalyze endonucleolytic cleavage of CXCR3 receptor mRNA
sequences are thereby useful within the scope of the present invention. Specific ribozyme
cleavage sites within any potential RNA target are initially identified by scanning the target
molecule for ribozyme cleavage sites, which typically include the following sequences, GUA,
GUU, and GUC. Once identified, short RNA sequences of between about 15 and 20
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ribonucleotides corresponding to the region of the target gene containing the cleavage site can
be evaluated for predicted structural features, such as secondary structure, that can render the
oligonucleotide sequence unsuitable. The suitability of candidate targets can also be evaluated
by testing their accessibility to hybridization with complementary oligonucleotides, using,
e.g., ribonuclease protection assays.

Both antisense oligonucleotides and ribozymes useful as inhibitors of CXCR3 receptor
gene expression can be prepared by known methods. These include techniques for chemical
synthesis such as, e.g., by solid phase phosphoramadite chemical synthesis. Alternatively,
anti-sense RNA molecules can be generated by in vitro or in vivo transcription of DNA
sequences encoding the RNA molecule. Such DNA sequences can be incorporated into a wide
variety of vectors that incorporate suitable RNA polymerase promoters such as the T7 or SP6
polymerase promoters. Various modifications to the oligonucleotides of the invention can be
introduced as a means of increasing intracellular stability and half-life. Possible modifications
include but are not limited to the addition of flanking sequences of ribonucleotides or
deoxyribonucleotides to the 5' and/or 3' ends of the molecule, or the use of phosphorothioate
or 2'-O-methyl rather than phosphodiesterase linkages within the oligonucleotide backborie.

Antisense oligonueleotides siRNAs and ribozymes of the invention may be delivered
in vivo alone or in association with a vector, In its broadest sense, a "vector" is any vehicle
capable of facilitating the transfer of the antisense oligonucleotide siRNA or ribozyme nucleic
acid to the cells and preferably cells expressing CXCR3 receptor. Preferably, the vector
transports the nucleic acid to cells with reduced degradation relative to the extent of
degradation that would result in the absence of the vector. In general, the vectors useful in the
invention include, but are not limited to, plasmids, phagemids, viruses, other vehicles derived
from viral or bacterial sources that have been manipulated by the insertion or incorporation of
the the antisense oligonucleotide siRNA or ribozyme nucleic acid sequences. Viral vectors are
a preferred type of vector and include, but are not limited to nucleic acid sequences from the
following viruses: retrovirus, such as moloney murine leukemia virus, harvey murine sarcoma
virus, muring mammary tumor virus, and rouse sarcoma virus; adenovirus, adeno-associated
virus; SV40-type viruses; polyoma viruses; Epstein-Barr viruses; papilloma viruses; herpes
virus; vaceinia virus; polio virus; and RNA virus such as a retrovirus. One can readily employ
other vectors not named but known to the art.

Preferred viral vectors are based on non-cytopathic eukaryotic viruses in which non-
essential genes have been replaced with the gene of interest. Non-cytopathic viruses include

retroviruses (e.g., lentivirus), the life cycle of which involves reverse transcription of genomic
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viral RNA into DNA with subsequent proviral integration into host cellular DNA.
Retroviruses have been approved for human gene therapy trials. Most useful are those
retroviruses that are replication-deficient (i.e., capable of directing synthesis of the desired
proteins, but incapable of manufacturing an infectious particle). Such genetically altered
retroviral expression vectors have general utility for the high-efficiency transduction of genes
in vivo. Standard protocols for producing replication-deficient retroviruses (including the
steps of incorporation of exogenous genectic material into a plasmid, transfection of a
packaging cell lined with plasmid, production of recombinant retroviruses by the packaging
cell line, collection of viral particles from tissue culture media, and infection of the target cells
with viral particles) are provided in Kriegler, 1990 and in Murry, 1991).

Preferred viruses for certain applications are the adeno-viruses and adeno-associated
viruses, which are double-stranded DNA viruses that have already been approved for human
use in gene therapy. The adeno-associated virus can be engineered to be replication deficient
and is capable of infecting a wide range of cell types and species. It further has advantages
such as, heat and lipid solvent stability; high transduction frequencies in cells of diverse
lineages, including hemopoietic cells; and lack of superinfection inhibition thus allowing
multiple series of transductions. Reportedly, the adeno-associated virus can integrate into
human cellular DNA in a site-specific manner, thereby minimizing the possibility of
insertional mutagenesis and variability of inserted gene expression characteristic of retroviral
infection. In addition, wild-type adeno-associated virus infections have been followed in
tissue culture for greater than 100 passages in the absence of selective pressure, implying that
the adeno-associated virus genomic integration is a relatively stable event. The adeno-
associated virus can also function in an extrachromosomal fashion.

Other vectors include plasmid vectors. Plasmid vectors have been extensively
described in the art and are well known to those of skill in the art. See e.g. Sambrook et al,,
1989. In the last few years, plasmid vectors have been used as DNA vaccines for delivering
antigen-encoding genes to cells in vivo. They are particularly advantageous for this because
they do not have the same safety concerns as with many of the viral vectors. These plasmids,
however, having a promoter compatible with the host cell, can express a peptide from a gene
operatively encoded within the plasmid. Some commonly used plasmids include pBR322,
pUC1S, pUCL9, pRC/CMV, SV40, and pBlueScript. Other plasmids are well known to those
of ordinary skill in the art. Additionally, plasmids may be custom designed using restriction
enzymes and ligation reactions to remove and add specific fragments of DNA. Plasmids may

be delivered by a varicety of parenteral, mucosal and topical routes. For example, the DNA
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plasmid can be injected by intramuscular, eye, intradermal, subcutaneous, or other routes. It
may also be administered by intranasal sprays or drops, rectal suppository and orally. It may
also be administered into the epidermis or a mucosal surface using a gene-gun. The plasmids
may be given in an aqueous solution, dried onto gold particles or in association with another
DNA delivery system including but not limited to liposomes, dendrimers, cochleate and
microencapsulation.

In a preferred embodiment, the antisense oligonucleotide, sSiRNA, shRNA or ribozyme
nucleic acid sequence is under the control of a heterologous regulatory region, e.g., a
heterologous promoter. The promoter may be specific for Muller glial cells, microglia cells,
endothelial cells, pericyte cells and astrocytes For example, a specific expression in Muller
glial cells may be obtained through the promoter of the glutamine synthetase gene is suitable,
The promoter can also be, e.g., a viral promoter, such as CMV promoter or any synthetic

promoters.

Another object of the invention relates to a method for treating glaucoma comprising
administering to a subject in need thereof a therapeutically effective amount of compound
which is an antagonist of CXCR3 or an inhibitor of the CXCR3 receptor expression as
described above.

In one aspect, the invention relates to a method for treating glaucoma comprising
administering to a subject in need thereof a therapeutically effective amount of a CXCR3

anfagonist as above described.

Compounds of the invention may be administered in the form of a pharmaceutical
composition, as defined below.

Preferably, said compound which is an antagonist of CXCR3 or an inhibitor of the
CXCR3 receptor expression.

By a "therapeutically effective amount” is meant a sufficient amount of compound to
treat and/or to prevent glaucoma disorder.

It will be understood that the total daily usage of the compounds and compositions of
the present invention will be decided by the attending physician within the scope of sound
medical judgment. The specific therapeutically effective dose level for any particular patient
will depend upon a variety of factors including the disorder being treated and the severity of
the disorder; activity of the specific compound employed; the specific composition employed,

the age, body weight, general health, sex and diet of the patient; the time of administration,
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route of administration, and rate of excretion of the specific compound employed; the
duration of the treatment; drugs used in combination or coincidental with the specific
polypeptide employed; and like factors well known in the medical arts, For example, it is well
within the skill of the art to start doses of the compound at levels lower than those required to
achieve the desired therapeutic effect and to gradually increase the dosage until the desired
effect is achieved. However, the daily dosage of the products may be varied over a wide range
from 0.01 to 1,000 mg per adult per day. Preferably, the compositions contain 0.01, 0,05, 0.1,
0.5, 1.0, 2.5, 5.0, 10.0, 15.0, 25.0, 50.0, 100, 250 and 500 mg of the active ingredient for the
symptomatic adjustment of the dosage to the patient to be treated. A medicament typically
contains from about 0.01 mg to about 500 mg of the active ingredient, preferably from 1 mg
to about 100 mg of the active ingredient. An effective amount of the drug is ordinarily
supplied at a dosage level from 0.0002 mg/kg to about 20 mg/kg of body weight per day,
especially from about 0.001 mg/kg to 7 mg/kg of body weight per day.

Compounds according to the invention may be used for the preparation of a
pharmaceutical composition for the treatment of a glaucoma disorder.

Hence, the present invention also provides a pharmaceutical composition comprising
an effective dose of an antagonist of CXCR3 or an inhibitor of the CXCR3 receptor
expression, preferably a CXCR3 antagonist, according to the invention.

Any therapeutic agent of the invention may be combined with pharmaceutically
acceptable excipients, and optionally sustained-release matrices, such as biodegradable
polymers, to form therapeutic compositions.

"Pharmaceutically" or "pharmaceutically acceptable" refers to molecular entities and
compositions that do not produce an adverse, allergic or other untoward reaction when
administered to a mammal, especially a human, as appropriate. A pharmaceutically acceptable
carrier or excipient refers to a non-toxic solid, semi-solid or liquid filler, diluent,
encapsulating material or formulation auxiliary of any type.

The form of the pharmaceutical compositions, the route of administration, the dosage
and the regimen naturally depend upon the condition to be treated, the severity of the illness,
the age, weight, and sex of the patient, etc.

The pharmaceutical compositions of the invention can be formulated for a topical,
oral, intranasal, parenteral, intraocular, intravenous, intramuscular or subcutaneous

administration and the like.
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Preferably, compositions of the inventions may be formulated for intraocular either
with eye drops, subconjunctival or intravitreal administration.

More preferably, local ocular routes should be used such as intravifreous, topical,
periocular injections (sub conjunctival, peri bulbar, latero bulbar, retro bulbar, sub tenon,
supra choroidal), intra or peri ocular implants (intra sceral, peri scleral, episcleral), intra
virteous implants or any releasing systems such as emulsions, solid non biodegradable or
degradable implants or tablets, mini pumps or any topical formulations,

Preferably, the pharmaceutical compositions contain vehicles which are
pharmaceutically acceptable for a formulation capable of being injected. These may be in
particular isotonic, sterile, saline solutions (monosodium or disodium phosphate, sodium,
potassium, calcium or magnesium chloride and the like or mixtures of such salts), or dry,
especially freeze-dried compositions which upon addition, depending on the case, of sterilized
water or physiological saline, permit the constitution of injectable solutions.

The doses used for the administration can be adapted as a function of various
parameters, and in particular as a function of the mode of administration used, of the relevant
pathology, or alternatively of the desired duration of treatment.

In addition, other pharmaceutically acceptable forms include, e.g. tablets or other
solids for oral administration; time release capsules; and any other form currently can be used.

Active ingredient may be also delivered directly to the eye by ocular tissue injection
such as periocular, conjunctival, subtenon, intracameral, intravitreal, intraocular, subretinal,
subconjunctival, retrobulbar, or intracanalicular injections; by direct application to the eye
using a catheter or other placement device such as a retinal pellet, intraocular insert,
suppository or an implant comprising a porous, non-porous, or gelatinous material; by topical
ocular drops or ointments; or by a slow release device in the cul-de-sac or implanted adjacent
to the sclera (transscleral) or in the sclera (intrascleral) or within the eye. Intracameral
injection may be through the cornea into the anterior chamber to allow the agent to reach the
trabecular meshwork, Intracanalicular injection may be into the venous collector channels
draining Schlemm's canal or into Schlemm's canal.

For ophthalmic delivery, an active ingredient may be combined with
ophthalmologically acceptable preservatives, co-solvents, surfactants, viscosity enhancers,
penetration enhancers, buffers, sodium chloride, or water to form an aqueous, sterile
ophthalmic suspension or solution. Solution formulations may be prepared by dissolving the
active ingredient in a physiologically acceptable isotonic aqueous buffer. Further, the solution

may include an acceptable surfactant to assist in dissolving the active ingredient. Viscosity
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building agents, such as hydroxymethyl cellulose, hydroxyethyl cellulose, methyleellulose,
polyvinylpyrrolidone, or the like may be added to the compositions of the present invention to
improve the retention of the compound.

In order to prepare a sterile ophthalmic ointment formulation, the active ingredient is
combined with a preservative in an appropriate vehicle, such as mineral oil, liquid lanolin, or
white petrolatum. Sterile ophthalmic gel formulations may be prepared by suspending the
active ingredient in a hydrophilic base prepared from the combination of, for
example, CARBOPOL®-940 (BF Goodrich, Charlotte, NC), or the like, according to methods
known in the art. VISCOAT® (Alcon Laboratories, Inc., Fort Worth, TX) may be used for
intraocular injection, for example. Other compositions of the present invention may contain
penetration enhancing agents such as cremephor and TWEEN® 80 (polyoxyethylene sorbitan
monolaureate, Sigma Aldrich, St. Louis, MO), in the event the active ingredient is less

penetrating in the eye.

The invention will be further illustrated by the following figure and example.
However, the example and figure should not be interpreted in any way as limiting the scope

of the present invention.

FIGURE

Figure 1: In vivo effect of the CXCR3 inhibitor NBI174330 on the intraocular
pressure (10P) in a rat model of surgically-induced glaucoma.

Subconjunctival injections of NBI74330 (10uM) or vehicle were performed in
glaucoma eyes and in control eyes. One single injection of NBI (A) induced a reduction in
10P during 3 days (p<0.001). Two injections of NBI (A and B) induced a decrease in IOP
during 12 days (p<0.001). NBI or vehicle injections in control eyes did not influence the IOP,

(In vivo measurements of the IOP using TonoPen).

EXAMPLE
Material & Methods

Animal model and in vivo experiments.

Male 8-week-old Brown Norway rats weighing 300-400 g were housed in Jussieu
animal house (UMRS968, Vision Institute, Paris, France). All experiments were conducted in

accordance with the Association for Research in Vision and Ophthalmology for the Use of
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Animals in Ophthalmic research. Ocular integrity was checked using slit lamp biomicroscope.
Surgical model of elevated IOP was induced in the right eye of each rat by cauterization of
three episcleral veins after conjunctival dissection as previously reported [Bayer AU et Al,
2001 and Garcia-Valenzuela E et Al, 1995] under general anaesthesia (intra peritoneal
injection of ketamine 75mg/kg and xylazine 10mg/kg). Left eyes underwent conjunctival
dissection only as controls. After the surgery, animals were maintained for a 1-month period
and monitored for IOP three times a week using a handheld tonometer (Tonopen, Medtronics,
Jacksonville, FL) without sedation. 30 animals presenting a stable elevated [OP were included
and randomly divided in three equal groups: in both eyes, 10 rats received one
subconjunctival injection of NBI74330 (10uM, 100pl), 10 rats received one injection of
NBI174330 followed by a second one five days after, and 10 rats received a vehicle injection
(PBS, 100ul). IOP was monitored every two days by one independent person i.e. who was
blind of the treatment. At the end of the experiments, animals were euthanized and the eyes

were immediately conditioned for THC.

Results

Treatment with a CXCR3 antagonist lowers the intra ocular pressure and
reduces TM cell apoptosis in a rat model of glaucoma.

Subconjunctival injection of NB174330 (10puM, 100ul) induced an 10P lowering in an
animal eye model of surgically-induced elevated IOP (Figure). In the group undergoing a
single injection, this effect was significant the 2nd to the 5th day after the treatment, reaching
the average IOP level of control eyes. When a second injection was performed 4 days after the
first one, a significantly low IOP was maintained until the end of the experiments.
Subconjunctival injection of AMD3100 did not influence the IOP in operated eyes (data not
shown). In non-operated control eyes, NB174330, AMD3100 or PBS had no effect on the
basal IOP level.

Eyes were conditioned into cryosections and assessed for apoptosis using TUNEL-
labeling. TM was identified in each cryosections as a pigmented slim tissue on the posterior
sclera-cornea beside the iris root and just above the endothelial Schlemm’s canals. Apoptosis
was higher in trabecular cells of untreated glaucoma eyes than in glaucoma eyes treated with
NBI74330. Moreover, endothelial Schlemm cells and retinal cells —especially in the inner
nuclear layer and ganglion cell layer- presented more TUNEL labeling in the untreated

glaucoma eyes than in glaucoma eyes treated with NBI74330.
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So, we can conclude that all antagonist of CXCR3 and all inhibitor of the CXCR3

receptor expression may be used for the treatment of glaucoma,
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CLAIMS

. A compound which is an antagonist of CXCR3 or an inhibitor of the CXCR3 receptor

expression for use in the treatment of glaucoma.

. The compound according to the claim 1, wherein said compound is an antagonist of

CXCR3.

. The compound according to the claim 1, wherein the compound is the NBI174330,

AMG487 or AMG1237845.

. The compound according to any one of claims 1 to 3, wherein said compound is a

compound which inhibits the level of the CXCR3 protein on the cell surface.

. The compound according to any one of claims 1 to 4 wherein the glaucoma is an

“open angle" or an "angle-closure" glaucoma.

. A pharmaceutical composition for use in the treatment of glaucoma comprising a

compound according to any one of claims 1 to 4 and a pharmaceutically acceptable

carrier.
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Abstract

Primary open-angle glaucoma (POAG), the most common cause of irreversible
blindness in the world, is a neuropathy characterized by retinal ganglion cell (RGC)
death commonly initiated by pathological elevation of intraocular pressure (IOP).
Ocular hypertension (OHT) is due to unknown mechanisms of trabecular meshwork
(TM) dysfunction and degeneration. Current antiglaucoma treatments aim at lowering
IOP but do not target the causal trabecular pathology. As a result, it is not curative.
The chemokine CXCL12, and its cognate receptor CXCR4, are involved in immune
system trafficking, cell survival and tissue remodeling. Proteolytic cleavage of
CXCL12 has been reported to yield a toxic form, SDF-1(5-67), capable of binding
another chemokine receptor, CXCR3. Here we show that CXCL12, SDF-1(5-67),
CXCR3, and CXCR4 were expressed by human glaucomatous trabecular cells
(TCs). In a rat model of glaucoma, ophthalmic administration of a selective CXCR3
antagonist reduced OHT by inhibiting TC apoptosis and improving TM function. In
contrast, intraocular injection of SDF-1(5-67) increased IOP. In a TC model of
apoptosis, CXCL12, via CXCR4, protected cells from apoptotic death whereas SDF-
1(5-67) induced apoptosis through CXCR3 and caspase-3 activation. These data
demonstrate the involvement of a specific chemokine-chemokine receptor axis in a
TM pathophysiology and establish that selective blockade of CXCR3 in glaucoma
eyes can regulate IOP by directly restoring the TM function.
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INTRODUCTION

Primary open-angle glaucoma (POAG) is the second leading cause of blindness and
the first cause of irreversible blindness in the world. POAG affects about 70 million
people and is predicted to account for over 11 million cases of blindness by 2020
(Quigley and Broman, 2006; Cedrone et al., 2008). Its prevalence continues to
increase as the population ages. POAG is a retinal neuropathy characterized by
retinal ganglion cell (RGC) death. Pathological elevation of intraocular pressure
(IOP), namely ocular hypertension (OHT), is the most critical risk factor for both the
development and the progression of POAG (Sommer, 1989). OHT is often diagnosed
several years before detecting the neuropathy. It is attributed to a decrease in
trabecular meshwork (TM) outflow facility to aqueous humor (AH) caused by TM
degeneration whose primary mechanisms are still unclear. Classical antiglaucoma
treatments reduce the abnormally elevated IOP but do not target directly the initial
TM degeneration. In clinical practice, progressive therapeutic inefficiency in
controlling both the elevation of IOP and neuropathy often occurs (Kass et al., 2002).
The lack of specific therapies for the TM pathology, that is still developing in well-
treated patients, leads to progressive treatment inefficiency coupled with neuropathy
worsening and sometimes blindness.

The TM is a highly specific ocular entity located at the angle formed by the
cornea and iris, whose primary function is to control IOP by regulating the AH
outflow. TM degeneration has largely been demonstrated as the main cause of
aqueous outflow resistance in POAG and consequently elevated IOP (Tektas and
Lutjen-Drecoll, 2009). The main glaucoma-related trabecular modifications resemble
age-related TM degeneration and involve accumulation of trabecular extracellular
matrix together with a decrease in TM cellularity as previously described by our group
and others (Alvarado et al., 1984; Rohen et al., 1984; Grierson and Howes, 1987;
Hamard et al., 2002). TC loss that occurs in glaucoma, however, is not fully
understood. It is known to develop through apoptotic phenomena and was found as a
characteristic of POAG (Baleriola et al., 2008), but its causal mechanisms are still

unknown.

Stromal cell-derived factor-1 (SDF-1), termed CXCL12, belongs to the CXC
subfamily of chemokines. CXCL12 is known to bind mainly to a G-protein coupled
receptor, CXCR4. Recently, CXCR7 has been identified as an additional receptor for

125



CXCL12 (Burns et al.,, 2006; Thelen and Thelen, 2008; Maksym et al., 2009). In
addition to its involvement in the immune system (Nagasawa et al., 1994, Estes et
al., 2004; Dieu-Nosjean et al., 1999), CXCL12 is also involved in axonal development
and neurotransmission (Rostene et al., 2007; Li and Rosohoff, 2008), migration,
proliferation, and survival of cancer cells (Muller et al., 2001), and ECM adhesion of
haematopoietic cells in bone marrow or damaged tissues (Lapidot et al., 2005; Son et
al., 2008). In the eye, CXCL12 and CXCR4 have been hypothesized to play a role in
neovascularization and in ocular inflammation because they were detected in the
retina (Crane et al., 2000; Bhutto et al., 2006), the cornea (Bourcier et al., 2003), and
the AH (Curnow et al., 2004). MMP proteolysis is one of the regulating factors for
chemokine activity (McQuibban et al., 2000). Proteolytic processing of CXCL12 yields
a wide variety of amino-terminal truncated proteins that lose their ability to bind to
CXCR4 (McQuibban et al., 2001) as this chemokine—receptor interaction requires the
CXCL12 N-terminal residues (Valenzuela-Fernandez et al., 2002). One of the
cleaved forms of CXCL12, SDF-1(5-67), has been reported to induce neuronal
apoptosis during HIV brain infection (Zhang et al., 2003). Recently, SDF-1(5-67) has
been shown to bind specifically to another chemokine receptor, CXCR3, where it
induces neuronal apoptosis in a caspase-3-dependent manner (Vergote et al., 2006).
Given the key role of CXCL12 in cell survival and ECM remodeling and the
putative cytotoxic properties of its truncated form via CXCRS3, we hypothesized that it
is involved in the TM degeneration associated with POAG. In the present study,
CXCRS3 and CXCR4 expression were evaluated in human glaucomatous TM tissue
as well as in cultured TCs. Non-peptide specific antagonists of CXCR3 and CXCR4
were studied for their in vivo effects on OHT. We found that blocking CXCR3 in vivo
lowered IOP and further reduced RGC apoptosis in an animal model of glaucoma.
CXCL12 and SDF-1(5-67) were also found to be produced by TCs under the control
of MMPs and cytokines known to be involved in POAG. Our in vivo and in vitro
findings revealed that SDF-1(5-67) induced TC apoptosis through CXCR3, and that
blocking CXCR3 protected TCs from apoptosis and restored the filtrating function of
the TM. Our data suggest that pathological enhancement of a SDF-1(5-67)/CXCR3
interaction is involved in the initial TM degeneration observed in POAG and could be
specifically antagonized in order to prevent the progression of the disease.
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RESULTS

Human glaucomatous trabecular tissues and TCs expressed CXCL12, CXCR3
and CXCR4. RT-PCR analysis of human TM tissues obtained from fifteen
glaucomatous patients was performed and mRNAs for CXCL12, CXCR3 and CXCR4
were detected in all specimens (Figure 1a). Similarly, CXCL12, CXCR3 and CXCR4
mRNAs were expressed in a human glaucomatous TC line (Pang et al., 1994). The
chemokine and both receptors were also detected by immunohistofluorescence (IHF)
confocal microscopy of human glaucomatous TCs (Figure 1b,c,d). At higher
magnification, CXCR3 and CXCR4 immunoreactivity appeared as a punctate pattern
of localization on the cell surface membrane. Flow cytometry (FCM) confirmed the
expression of these proteins in unstimulated TCs (Figure 1e). Finally, TCs were able
to release CXCL12 as determined by ELISA of cell supernatants (22.8 + 5.28 pg/ml
from 100,000 cells/mL sample grown for 24 h to 80% confluence in 6-well plates).

In vivo treatment with a CXCR3 antagonist reduced IOP and protected RGCs in
a rat model of glaucoma. We tested in vivo whether CXCR3 and/or CXCR4 were
implicated in the regulation of IOP by using non-peptide selective antagonists of both
chemokine receptors in an animal model of experimental glaucoma. Briefly, OHT was
surgically induced by cauterizing episcleral veins in rat eyes as previously described
(Garcia-Valenzuela et al., 1995). Subconjunctival injections of AMD-3100 (Donzela et
al., 1998; Khan et al., 2007) (1 uM, 100 pL) or NBI-74330 (Medina et al., 2004; Heise
et al., 2005) (1 pM, 100 pL), selective antagonists for CXCR4 and CXCR3
respectively, were performed. A single injection of NBI-74330 induced a maximal
decrease in IOP three days after the treatment, reaching the normal IOP values
observed in control nonglaucomatous eyes (Figure 2a). This decrease in IOP was
transient since IOP returned to elevated values of untreated eyes after 6 days. When
a second injection was given at the time of maximal decrease, IOP remained low
during the remaining experimental time frame. The reduction in IOP was associated
with a decrease in RGC apoptosis as assessed by TUNEL-labeling (4.01 = 0.86,
11.11 £ 3.62, and 5.73 £ 1.15 apoptotic RGCs/mm for control eyes, untreated
glaucomatous eyes, and NBl-treated glaucomatous eyes respectively; P<0.05
between each group). NBI-74330 reduced IOP in a dose-dependent manner (Figure
2b). In contrast to blockade of CXCRS3, subconjunctival injections of a CXCR4
selective antagonist, AMD-3100, did not influence IOP in glaucomatous eyes (Figure
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2c). In nonglaucomatous control eyes, neither NBI-74330 nor AMD-3100 had any
effect on 10P.

CXCR3 antagonist improved TM function and reduced TC apoptosis in a rat
model of glaucoma. Investigations were conducted in order to study mechanisms
involved in the NBI-74330-related decrease in IOP. AH outflow was measured by in
vivo flucrophotometry (Jones and Maurice, 1966; Yablonski et al., 1978) (Figure 3a)
and the trabecular aqueous outflow evaluated by fluorescent microsphere injection
and ex vivo confocal imaging of TMs (De Kater et al., 1989; Lu et al., 2008; Zhang et
al., 2009) (Figure 3b,c,d). Interestingly, we observed a decrease in AH outflow along
with a decrease in the TM filtrating surface in hypertensive eyes compared to controls
one month after the surgical procedure. Such a decrease in trabecular outflow facility
is similar to what is observed during hypertensive POAG in humans. In our model,
AH outflow impairment was significantly reversed in NBI-74330-treated eyes
compared to vehicle-treated controls. Moreover, trabecular filtrating surface, namely
percent effective filtration length (PEFL), was also significantly improved by NBI-
74330 treatment. In parallel, rat TM tissues were assessed for cellularity and
apoptosis by immunohistofluorescence and TUNEL-labeling. Inflammatory cell
infiltration was absent in the TM of glaucoma eyes one month after the surgery as
revealed by a lack of either anti-CD45 or anti-CD11b reactive cells. In contrast, TC
apoptosis was significantly increased in glaucoma eyes compared to normotensive
control eyes. The apoptosis was reversed in glaucoma eyes treated with NBI-74330
compared to untreated glaucoma eyes. These data together suggested that blocking
CXCR3 may lower experimentally induced OHT by restoring the TM filtrating function
and by protecting TC from apoptosis.

Human glaucomatous TCs produced SDF-1(5-67). It has been reported that a
truncated form of CXCL12, SDF-1(5-67), binds to CXCR3 (Vergote et al., 2006).
Western blot analysis of unstimulated human glaucomatous TCs, using a polyclonal
anti-SDF-1(5-67) neoepitope-specific antibody, (Figure 4a,b) identified SDF-1(5-67).
Incubation (24-h) with MMP inhibitors batimastat (100 nM) or TIMP-1 (0.5 nM)
significantly reduced the amount of SDF-1(5-67), confirming that it originated from
MMP activity produced by TCs. Dysregulation and overexpression of TGF-B2 and
TNF-a are associated with POAG (Tripathi et al., 1994; Sawada et al., 2010).
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Interestingly, 24-h incubation with TNF-o. (50 ng/mL) or with TGF-f (10 ng/mL)
increased the production of SDF-1(5-67) by TCs. TNF-a and TGF-$ also increased
TC expression of full length CXCL12 as assessed by RT-PCR (2.2 £ 0.05and 1.9
0.06 fold over control for TNF-a and TGF-B stimulations, respectively, P<0.05) and
by FCM (1.44 = 0.16 and 1.33 £ 0.28 normalized fluorescence intensity for TNF-a
and TFG-B stimulations respectively, P<0.05).

CXCL12 and SDF-1(5-67) induced internalization of CXCR4 and CXCRS3,
respectively. To further confirm that CXCL12 and its cleaved form were acting via
two different receptors as previously reported in the brain, we assessed cell
membrane expression of CXCR4 and CXCRS, using FCM, after stimulation with
either CXCL12 or SDF-1(5-67). We observed that a 6-h stimulation with exogenous
CXCL12 (10 ng/mL) downregulated cell surface expression of CXCR4, whereas a
similar stimulation with exogenous SDF-1(5-67) reduced the cell surface membrane
expression of CXCR3 (Figure 4c). In contrast, TC expression of CXCR7, an
additional CXCL12 receptor, was not affected by either CXCL12 or by SDF-1(5-67),
(1 £0.2,1.2 £ 0.1, and 0.95 £ 0.05 for normalized mean fluorescence intensity in
unstimulated, CXCL12- and SDF-1(5-67)-stimulated cells, respectively).

CXCL12 protected TCs from apoptotic stress whereas SDF-1(5-67) induced
apoptosis. In POAG, TC apoptosis is known to be involved in TM degeneration,
which was reproduced in our animal model of elevated IOP (Figure 3). The effect of
CXCL12 and its cleaved form on in vitro TC viability were tested using a previously
described model of toxic-induced apoptosis (Hamard et al., 2003). Briefly, TCs were
exposed for 15 min to 0.01% BAC and after 24-h incubation in medium containing
various concentrations of CXCL12 or SDF-1(5-67) were evaluated for (Figure 5a,b)
apoptosis by microplate cytofluorometry and normalized to the cell viability
(Borenfreund and Puerner, 1985; Hamard et al., 2003). As shown in Figure 5a, BAC
induced a 2.5-fold increase in apoptosis. Addition of CXCL12 (10 ng/mL) blunted the
deleterious effect of BAC, whereas SDF-1(5-67) (10 ng/mL) potentiated this apoptotic
effect on TCs. Both the protective effect of CXCL12 and the deleterious effect of
SDF-1(5-67) were concentration-dependent, with a maximal effect observed at 10
ng/mL (Figure 5b).
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SDF-1(5-67) induced apoptosis via CXCR3 and induced OHT in rat eyes. To
determine if CXCR4 and CXCR3 mediate the protective and apoptotic properties of
CXCL12 and SDF-1(5-67), we investigated the influence of highly selective receptor
antagonists. Blockade of CXCR4 with AMD3100 (1 uM) inhibited the protective effect
of CXCL12 and induced apoptosis, mimicking the apoptotic effect of SDF-1(5-67)
(Figure 5c). I-TAC/CXCL11, a ligand for CXCR3 and CXCR7, had no effect on TC
apoptosis (1.04 £ 0.12, 1.11 £ 0.10, and 1.03 + 0.14 fold over control for a 24-h
incubation with CXCL11 at 1ng/mL, 10 ng/mL, and 100 ng/mL respectively)
confirming that the protective effect of CXCL12 was mediated by CXCR4. In contrast,
selective blockade of CXCR3 with NBI-74330 (1 uM) reversed the apoptotic effects of
SDF-1(5-67) (10 ng/mL). To further confirm that SDF-1(5-67)-related apoptosis was
mediated by CXCRS3, exogenous CXCL10 (IP-10), a known ligand for CXCR3, was
tested in this cell model. A 24-h incubation with CXCL10 (10 ng/mL) induced cell
apoptosis that was prevented by blocking CXCR3 with NBI-74330. SDF-1(5-67)-
related apoptosis correlated with an overexpression of active caspase-3 which was
also decreased by antagonism of CXCR3 (Figure 5d). Finally SDF-1(5-67) was
tested for its ability to modify IOP in vivo. Ten normal rats were injected with either
SDF-1(5-67) (100 ng/mL, 100uL) or vehicle in only one eye. SDF-1(5-67) induced a
significant OHT which remained elevated during 3 days (Figure 5e).

DISCUSSION

POAG represents “the beginning of the end” as it often results from a previous long-
term IOP elevation, and constitutes an irreversible RGC loss causing visual
impairment or even blindness. OHT is the first risk factor for both the development
and the progression of POAG (Sommer, 1989), so the current therapeutic strategy is
mainly based on reducing IOP. TM degeneration has largely been demonstrated as
the main cause of aqueous outflow resistance responsible for abnormally elevated
IOP in POAG (Tektas and Lutjen-Drecoll, 2009). It ressembles age-related TM
degeneration including ECM remodelling and TC loss (Alvarado et al., 1984; Rohen
et al., 1984; Grierson and Howes, 1987; Hamard et al., 2002). Primary mechanisms
causing such a degeneration, however, are still unknown, so the antiglaucoma
therapies does not target the initial trabecular pathology. In other words, the current
treatment focuses on the consequence of TM degeneration, i.e. OHT, but not on the
cause. Several recent data have demonstrated that chemokines are not only involved
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in inflammatory/immune processes but also in the regulation of tissue
microenvironment as well as in degenerative disorders. In this study, we address the
involvement of a balance between the full length chemokine CXCL12 and its
truncated form SDF-1(5-67) in the regulation of IOP by modulating TC apoptosis via
chemokine receptors CXCR4 and CXCRS3. We describe the successful use in vivo of
a non-peptide selective antagonist of CXCRS3 to reduce OHT and prevent RGC loss
in an animal model of glaucoma, establishing this chemokine receptor as a new
specific therapeutic target to prevent the initial trabecular degeneration involved in
POAG.

We reported that CXCL12, CXCR3, and CXCR4 are expressed in human TM
samples of POAG patients as well as in a human glaucomatous TC line. In the eye,
CXCL12 mRNA has been previously detected in TCs using gene microarrays (Zhao
et al., 2004); CXCR4 has been investigated in the retina and in the cornea (Crane et
al., 2000; Bourcier et al., 2003; Bhutto et al., 2006) but not in the TM; no data are
available upon the expression of CXCRS3 in ocular tissue. TCs play a crucial role in
trabecular function and IOP regulation because of their phagocytosis activity and
their ability to produce extracellular matrix components (Hernandez et al.,, 1987;
Sherwood et al., 1988). We thus decided to test recently developed chemokine
receptor antagonists in a rat model of experimentally elevated IOP in order to check
the putative involvement of CXCR3 and CXCR4 in OHT. We performed episcleral
vein cauterization (EVC) in rat eyes which has lead to a stable OHT for months and
to RGC apoptosis, as previously described (Garcia-Valenzuela et al., 1995; Danias et
al., 2006; Urcola et al., 2006; Yu et al., 2006; Park et al., 2008). Local ophthalmic
treatment with AMD-3100, a non-peptide selective antagonist of CXCR4, had no
effect on IOP. On the contrary, NBI-74330, a non-peptide selective antagonist of
CXCRBS, induced a dose-dependent decrease in IOP in glaucomatous eyes along
with a decrease in RGC apoptosis. NBI-74330 has been described as a powerful and
selective antagonist for CXCRS3 in human and rodent cells (Medina et al., 2004;
Heise et al., 2005; Jopling et al., 2007; Verzjil et al., 2008). It was used in vivo to
reduce atherosclerosis plague formation in mice (van Wanrooj et al., 2008). To our
knowledge, this is the first study reporting the successful use of NBI-74330 in
glaucoma eyes for the treatment of abnormally elevated 10P.
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We sought to determine the mechanisms involved in NBI-74330-related
decrease in IOP in our animal model. We performed in vivo fluorophotometry in order
to measure the AH outflow (Jones and Maurice, 1966; Yablonski et al., 1978) and
ocular injection of fluorescent microspheres combined with confocal TM imaging to
evaluate the trabecular AH filtration (Zhang et al., 2009; Lu et al., 2008). Until today,
there is still a lack of accurate and validated animal models for POAG. Nevertheless,
we used a rat model of glaucoma induced by EVC because it shares a lot of
similarities with that of human POAG: (i) it induces long-term elevated IOP by
reducing AH outflow without surgically damaging the TM with saline solution or
LASER; (ii} no difference in the anterior segment anatomy have been observed
between this animal model and the human POAG eye (Nissirios et al., 2008); and (iii)
the sustained elevated IOP is associated with nerve fiber layer defects and RGC
apoptotic loss as observed in human POAG (Yu et al., 2006). We reported a
decrease in the AH outflow of glaucomatous eyes compared to nonglaucomatous
controls together with a decrease in the trabecular AH filtration, suggesting that long-
term OHT in such a model was due to late and stable trabecular dysfunction
occurring after the initial vein obstruction. Significantly, we reported that ophthalmic
treatment with NBI-74330 in glaucomatous eyes enhanced AH outflow through an
increase in the trabecular filtrating surface. At cellular level, we observed an increase
in TC apoptosis in our rat model of glaucoma similarly to what is observed in POAG
in humans (Baleriola et al., 2008). We reported that NBI-74330 reduced such a
pathological trabecular apoptosis compared to untreated glaucomatous eyes. It is
noted that no inflammatory cell infiltration was found in rat TMs one month after the
surgery, further confirming that NBI-74330 acted directly on TCs. These data
together suggest that blocking CXCR3 in vivo lowers IOP by restoring the TM
function and preserving TCs from apoptosis.

The proteolytic processing of chemokines is one of the regulatory mechanisms
for their activity, and MMPs have been reported to be deeply involved in TM
degeneration in POAG (Alexander and Acott, 2001; Hosseini et al., 2006; Acott and
Kelley, 2008). It has been recently demonstrated that MMP cleavage of CXCL12
yields a toxic truncated form, SDF-1(5-67), causing direct apoptosis via CXCR3
(Zhang et al., 2003; Vergote et al., 2006). We assessed glaucomatous TC production
of this truncated form of CXCL12 using specific anti-SDF-1(5-67) antibody. We
observed a basal expression of SDF-1(5-67) which was reduced by MMP inhibitors,
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further confirming that SDF-1(5-67) originates from MMP activity. Interestingly, TNF-a
and TGF-B, both cytokines known to be overexpressed in POAG (Tripathi et al.,
1994; Sawada et al., 2010), increased the production of CXCL12 and SDF-1(5-67).
Some authors reported an overexpression of CXCL12 induced by either IL-18 in
astrocytes (Peng et al., 2006) or by TNF-a in human osteoblasts and fibroblasts
(Hosokawa et al., 2005; Jung et al., 2006), whereas TGF-B had various effects
depending on the cell line.

In vitro, we reported a non-immune constitutive autocrine function of CXCL12
in TCs via its classical receptor CXCR4, as previously described in the brain (Pujol et
al., 2005). Indeed CXCL12 downregulated CXCR4 membrane expression in TCs, as
in other cells (Marchese and Benovic, 2001; Busillo and Benovic, 2007). We
demonstrated that physiological concentrations of CXCL12 protect TCs against
apoptosis by activating CXCR4. Such a protective effect was reversed when blocking
CXCR4 with AMD-3100. Some data already reported a direct protective role of the
full length CXCL12 in meningioma (Barbieri et al., 2006) and in a primary neuronal
cell line (Khan et al., 2008), without involving any other inflammatory cells. Recently,
another chemokine receptor, CXCR7, has been identified as a new additional
receptor for CXCL12 (Burns et al., 2006; Thelen and Thelen, 2008; Maksym et al.,
2009). In TCs, we observe a very low expression of CXCR7 which was not influenced
by exposure to CXCL12; I-TAC/CXCL11, a reported ligand for CXCR7, was further
unable to influence TC viability. In contrast, we observed that SDF-1(5-67) induces
TC apoptosis through CXCR3 and activation of caspase-3. Blockade of CXCR3 with
NBI-74330 inhibited such an apoptotic effect. The involvement of CXCR3 in TC
apoptosis was further confirmed by the use of IP-10/CXCL10, a cognate ligand for
CXCRB3, that mimicked the apoptotic effect of SDF-1(5-67) in TCs. Consistent with
this, the interaction between CXCL10 and CXCR3 has been reported to mediate
apoptosis in endothelial cells (Romagnani et al., 2001; Yang et al., 2004), and in
neuronal cells in a caspase-3-dependent manner (Sui et al., 2006). SDF-1(5-67) and
CXCL10 have been reported to share common features in their domains involved in
CXCRB3 binding (Booth et al., 2002). Last, we reported that subconjunctival injections
of SDF-1(5-67) in rat healthy eyes induced an increase in IOP. However, the
transient effect of SDF-1(5-67) as well as a significant OHT variability between rats
suggests that other factor(s) may be implicated in such an IOP elevation.
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In clinical practice, progressive therapeutic inefficacy marked by insufficient
control of IOP associated with progression of RGC degeneration is often observed in
POAG, leading to the need to combine two or more treatments to temporarily halt
disease progression (Kass et al., 2002). Several mechanims should be raised to
explain such a treatment failure. In addition to a progressive loss of efficacy of the
active antiglaucoma compound, namely tachyphylaxis, one logical cause could be
the natural history of the trabecular pathology that could keep on worsening over
time. Glaucoma-related TC loss is known to develop through apoptosis, which
appears to be characteristic of POAG (Baleriola et al., 2008). It could be influenced
by cytokines, MMPs, or oxidative stress (De La Paz and Epstein, 1996; Sacca et al.,
2007; Fernandez-Durango et al., 2008). Here we originally propose that the
chemokine CXCL12 plays a crucial role in the TM pathophysiology during POAG
(Figure 6): (i) CXCL12 acts as a protective chemokine in an autocrine
CXCL12/CXCR4 signaling; (ii) cytokine- and MMP-related overexpression and
processing of CXCL12 into SDF-1(5-67) inhibits CXCR4 activation and induces
apoptosis via CXCRS3, leading to TM dysfunction and OHT; and (ii) CXCR3 can be
blocked in vivo by a local ophthalmic treatment with a non-peptide selective
antagonist in order to lower the abnormally elevated IOP by protecting TC from
apoptosis in an animal model of glaucoma. Other chemokine systems should play a
role in the TM homeostasis, inflammation and/or function, such as IL-8, CCL2 and
CXCLS6 that were recently detected in the TM (Shifera et al., 2010).

Intensive research on the pathogenesis of POAG is expected to advance our
understanding in order to develop effective therapy (Ferrer, 2006; Fan and Wiggs,
2010; lzzotti et al., 2010). Our data originally suggest that proteolytic cleavage of a
chemokine could deregulate the TM function by inducing TC apoptosis as observed
in POAG. Current antiglaucoma treatment is still not curative because it does not
treat the initial TM degeneration responsible for OHT and glaucoma. Here we
propose that in situ blockade of the chemokine receptor CXCR3 could constitute a
new therapeutic strategy to lower IOP by directly targeting the causal trabecular
degeneration. Our study opens new therapeutic avenues focusing on chemokines

and chemokine receptors in glaucoma.

METHODS
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Antibodies and reagents. Recombinant human CXCL12 (7.8 kDa), TNF-a (17.5
kDa), TGF-B2 (12.8 kDa), CXCL10 (8.7kDa) and TIMP-1 (20.6 kDa) were obtained
from R&D Systems (Minneapolis, MN, USA). CXCL10 and CXCL19 were obtained
from Peprotech (Rocky Hill, NJ) Exogenous CXCL12 and truncated SDF-1(5-67) (7.4
kDa) were a synthesized by F. Balleux (Institut Pasteur, Lille, France). NBI-74330, a
non-peptide antagonist of CXCR3, was synthesized using previously reported
protocols (44,45). AMD-3100, a non-peptide antagonist of CXCR4 (Medina et al.,
2004; Heise et al., 2005) was synthesized by Orga-Link (Gif-sur-Yvette, France).
Batimastat was a gift from E. Gabison and S. Menashi (CNRS UMR 7149, University
of Paris 12, Créteil, France). Cell antigens (Ag) were detected in TCs using the
following antibodies (Ab): mouse IgG1 anti-human CXCL12 mAb (1:200, clone
79018, R&D Systems), mouse 1gG2B anti-human CXCR4 mAb (1:200, clone 44716,
R&D Systems), mouse IgG1 anti-human CXCR3 mAb (1:200, clone 49801, R&D
Systems), anti-caspase 3 (clone 92-605, BD Biosciences), secondary antibodies
Alexa Fluor488 goat anti-mouse IgG (1:500, Molecular Probes, Montlugon, France),
and FITC-conjugated goat anti-mouse Fab (1:500, DakoCytomation, Glostrup,
Denmark). Rat TM were assessed for inflammatory cell infiltration using primary
rabbit anti-CD45 pAb (1:100, ab10558, Abcam, Cambridge, MA) and mouse anti-rat
CD11b mAb (1:200, ab8879, Abcam). Anti-SDF-1(5-67) (1:100) was a generous gift
from C. Overall (University of Alberta, Edmonton, Canada), and anti-CXCR7 (1:200)
was given by M. Thelen (Institute for Research in Biomedicine, Bellinzona,
Switzerland). Isotype-matched antibodies from R&D Systems were used as negative

controls.

Human trabecular meshwork (TM) specimens and human glaucomatous
trabecular cell (TC) line. Human TMs were obtained from 15 patients undergoing
surgical trabeculectomy for POAG. All patients included in the study presented a
POAG diagnosed at least 1 year before and presented no other ocular pathology or
systemic disease. Experiments were conducted in the Clinical Investigation Centre
for Ocular Surface Pathology (Centre Hospitalier National d'Ophtalmologie des
Quinze-Vingts, Paris, France) in accordance with the Declaration of Helsinki,
Scotland amendment, 2000. Ethics committee approval was obtained (INSERM-
DHOS CIC, 503) and all patients signed the informed consent form before surgery.
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The human glaucomatous TC line HTM3 was a gift from A. Clark (Alcon
Laboratories, Fort Worth, TX). The transformation characteristics and procedures
were previously reported (Pang et al., 1994). TCs were routinely cultured in standard
humidified 5% CO. atmosphere in serum-free Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM. GIBCO, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) supplemented with 4 mM L-
glutamine, 10% fetal bovine serum, and 50 ug/mL gentamicin. For passages,
monolayers were rinsed with PBS, dislodged by trypsinization (0.25% trypsin, 0.02%
EDTA), then cultured from an initial concentration of 60,000 cells/mL. For IF, TCs
were grown on 22-mm glass cover-slips, then dried and fixed in 4%

paraformaldehyde for 15 min. All cells were used at passage 10 to 20.

Animal model. Male 8-week-old Long-Evans rats weighing 300-350 g were used.
Animals were kept in pathogen-free conditions with food and water available ad
libitum and housed in a 12-h light/12-h dark cycle. Ocular integrity was checked using
the slit lamp biomicroscope. The surgical model of elevated IOP was induced in the
right eye of each rat by cauterization of three episcleral veins after conjunctival
dissection, as previously reported (Garcia-Valenzuela et al., 1995) under general
anesthesia (intraperitoneal injection of ketamine 75 mg/kg and xylazine 10 mg/kg).
The left eyes underwent conjunctival dissection only as controls. After the surgery,
the animals were maintained for a 21-day period and monitored for IOP three times a
week using a handheld tonometer (TonoLab, Medtronics, Jacksonville, FL, USA)
without sedation. Animals presenting low or instable IOP were then excluded, and all
experiments were carried out one month at least after the surgery. All experiments
were conducted in accordance with the Association for Research in Vision and

Ophthalmology for the Use of Animals in Ophthalmic research.

Animal experiments. For evaluation of the effect of non-peptide antagonists on 0P,
forty animals presenting stable elevated IOP were included and randomly divided into
four equal groups: in both eyes, ten rats received one subconjunctival injection of
AMD3100 (1 pM, 100 pL), ten received a single injection of NBI74330 (1 uM, 100
pL), ten received one injection of NBI74330 followed by a second one 4 days after,
and ten rats received the vehicle only. IOP was monitored every two days by an
independent person ie. who was blind to the treatment. At the end of the

experiments, animals were euthanized and the eyes were immediately removed,
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fixed in 4% paraformaldehyde, embedded in an optimal cutting-temperature
compound (OCT, Tissue-Tek, Miles Inc, Bayer Diagnostic, PUteaux, France) and cut
into 15-um cryosections.

For the dose study, twenty animals presenting stable elevated IOP were
randomly divided into four equal groups to receive either both NBI-74330 injections
(100uL) at three different concentrations (0.01uM, 0.1uM, and 1uM) or the vehicle
only. IOPs were averaged from days 6, 8, and 10.

For the evaluation of AH outflow, twenty animals presenting stable elevated
IOP were randomly divided into two equal groups to receive either NBI-74330
injections (1uM, 100uL) or the vehicle only. AH outflow was assessed at day 8 using
in vivo fluorophotometry (Jones and Maurice, 1966; Yablonski et al., 1978). Briefly,
1uL fluorescein was injected using 33G needle into the anterior chamber under
general anesthesia. One hour after, AH decrease in anterior chamber fluorescence
has been recorded in vivo for 30 minutes using Micron Il fluorescent imaging device
(Phoenix research laboratories, San Ramon, CA) and ImageJ software (NIH). Mean
fluorescence (F) intensities were normalized to F(0) and drawn in semi-log graphs as
a function of time in order to calculate the AH outflow depending on the curve slope.
To label the hydrodynamic patterns of trabecular outflow passage, ocular perfusion of
fluorescent microsphere was performed as previously described (Zhang et al., 2009).
Briefly, the ocular anterior chamber was exchanged with red-fluorescent
microspheres in BSS (0.1um, 0.02%v/v, Invitrogen) using double 30-gauge needle
infusion, and followed by a 30-minute perfusion at the IOP measured before death.
Anterior chamber contents were washed with BSS and eyes were immediately
removed and fixed in 4% paraformaldehyde for 15 minutes. Anterior segments were
quadrisected and flat-mounted on coverglass after exposing the TM by gently moving
the iris tissue. TM was observed under laser confocal microscope using 20x objective
lens regardless of the presence of microsphere accumulation. An index of the
trabecular filtration, namely trabecular percent effective filtration length (PEFL) (Lu et
al., 2008), was calculated as the length ratio of the zones wherein tracer accumulated
to the total length of the inner wall in at least 8 images per eye.

To study the effect of SDF-1(5-67) on IOP, subconjunctival injections with
either SDF-1(5-67) (100 ng/mL, 100 uL) or PBS only (100 pL) were performed in ten
normal rats. The IOP was measured every 12 hours using Tonolab tonometer during

five days.
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Quantitative RT-PCR. Assays-on-demand primers for human CXCL12 (ID
Hs00171022m1), human CXCR4 (ID Hs00607978s1), human CXCR3 (ID
Hs00171041m1) and S18 (ID Hs99999901s1) were purchased from Applied
Biosystems (Foster City, CA, USA). Total mRNA was isolated from cultured TCs
using the NucleoSpin RNA Il extraction kit (Macherey-Nagel, Diren, Germany), and
was then reverse-transcribed (TagMan Reverse Transcription Reagents, Applied
Biosystems). CXCL12, CXCR3, CXCR4 and S18 mRNAs levels were determined
using RT 7300 (Applied Biosystems). Relative quantitation of target genes was
calculated according to the comparative Ct method, ie. normalized to an
endogenous control S18 gene and relative to a calibrator after calculating the
efficiency coefficient. mMRNA in human TM tissue was extracted using the NucleoSpin
RNA XS kit (Macherey-Nagel), then conditioned and determined following the same
above-described procedure. The results are presented as the inverse of the
normalized Ct value (InvCt) or as the relative fold change using the DeltaCt method
compared to unstimulated control. A negative control was routinely used omitting

mRBNA from the RT reaction mixture.

Immunohistofluorescence (IF). Nonspecific Ab binding was blocked with normal
goat serum or with fetal bovine serum in PBS/0.1% Triton for 60 min, washed three
times, then incubated overnight at 4°C with primary Ab. After three more washings,
cells/tissues were counterstained with secondary fluorescent Ab for 2 h at room
temperature. Specimens were finally washed three times in PBS, incubated in
propidium iodide for 3 min (Sigma-Aldrich, France) or in DAPI for 1 min, and mounted
in gel mounting medium. Isotype-matched mAbs were used as controls for each
sample and each primary Ab. Samples were analyzed using a laser confocal
microscope (E800, PCM2000, Nikon, Champigny-sur-Marne, France).

TUNEL labelling. A terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick-end
labelling (TUNEL) assay (Roche Diagnostics, Meylan, France) was performed to
detect apoptosis in rat eye cryosections following the manufacturer’s instructions.
Controls were done in each eye using a 10-min pretreatment with DNAse or omitting
the transferase solution as positive or negative control, respectively. Specimens were
mounted in aqueous mounting medium with DAPI to be further analyzed using light
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epifluorescence microscopy. TUNEL-labelled TCs were observed and counted in five
0.01-mm? fields per sample in order to compare apoptotic TC density between
groups. TUNEL-labelled RGCs were counted in five fields per sample and normalized

to the observed retinal inner layer length.

Flow cytometry (FCM). TCs (120,000 per well) were plated in six-well plates
(Costar, Cambridge, MA, USA) and grown to 80% confluence. The cells were
cultured in complete medium for 24 h and subsequently incubated with serum-free
DMEM, supplemented CXCL12, or SDF-1(5-67) for 12 h. Cells were carefully
detached, suspended in PBS containing 1% BSA, blocked with normal rabbit serum,
and stained with primary Ab for 1 h on ice, washed three times with cold 1%-BSA
PSB, and then stained for 30 min with FITC-conjugated goat anti-mouse fAb (1:500).
Negative controls were incubated with isotype-matched primary Abs. Cells were fixed
in 0.5% paraformaldehyde and analyzed on a FC 500 flow cytometer (Beckman
Coulter, Miami, FL, USA). The results are reported as the percentage of the gated

cells or as mean fluorescence intensity (MFIl) compared to isotypic controls.

ELISA. The amount of CXCL12 released into TC supernatants was measured by an
in-house ELISA (ref. DY350, R&D Systems). Cells were cultured and stimulated as
described above, and supernatants were isolated after centrifugation. 96-well
microtitre plates were coated overnight with mouse anti-CXCL12 capture mAb then
nonspecific binding was blocked for 2 h with 1% BSA in PBS. Duplicate samples (100
uL) of cell supernatants or serial dilutions of standards of human recombinant
CXCL12 were incubated for 2 h, washed, then incubated with goat anti-CXCL12 mAb
for 2 h, followed by 20-min incubation with HRP-conjugated streptavidin. Reaction
product was detected using color reagent (ref. DY999, R&D Systems). Optical
density was read (450-570 nm, SpectraFluor, TECAN, Switzerland) and averaged

from ten measurements per well. The limit of sensitivity for this assay was 15 pg/mL.

Western blot analysis. Protein extracts were prepared from TCs (120,000 per well)
grown to 80% confluence in six-well plates. The cells were fed with medium for 24 h,
then incubated for 24 h with supplemented DMEM only or with specific inhibitors,
detached and homogenized in cell lysis buffer. Equal amounts of proteins were
separated on 4%-12% Tris-Glycine gel (Novex, Invitrogen), transferred to
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nitrocellulose, and probed overnight with anti-SDF-1(5-67) neoepitope polyclonal
antibody (1:100, 30-min preincubated with CXCL12 to improve the antibody
specificity) as previously described (Vergote et al., 2006). Primary Ab binding was
revealed using HRP-conjugated goat anti-rabbit 1gG (1:3000, Vector, AbCys, Paris,
France) for 1 hour and developed with ECL Plus detection reagents (GE healthcare,
Orsay, France). B-actin (Abcam) was used as internal control. Signal intensity of anti-
SDF-1(5-67) binding was quantitated using ImagedJ software and normalized to B-
actin detection. Exogenous CXCL12 and SDF-1(5-67) were used as negative and
positive controls respectively in order to ensure the antibody specificity.

Cell viability assays. The effects of CXCL12 and SDF-1(5-67) on the cell
proliferation and apoptosis were analyzed in a cellular model of toxicity induced by a
pretreatment with benzalkonium chloride (BAC), as previously described (Hamard et
al., 2003). Briefly, 80% confluent TCs were incubated in PBS with 0.01% BAC for 15
min in order to induce approximately 50% apoptosis. Cells were washed with PBS,
incubated in free medium (control) or with CXCL12, SDF-1(5-67), and inhibitors
during a 24-h recovery period. Microplate cytofluorometry was performed on Saphire
Microplate reader (Tecan Instruments, Lyon, France) in 96-well microtitre plates:
neutral red staining (Fluka, Ronkonkoma, NY, USA) was used to evaluate membrane
integrity that closely correlates with cell viability(Borenfreund and Puerner, 1985);
apoptosis was quantified with the nuclear dye Hoechst33258 (Hoechst, Germany)
combined with propidium iodide in order to exclude necrosis (Debbasch et al., 2001).
Apoptosis was calculated as the ratio of apoptotic cells on the total cell viability, and
expressed as relative fold changes compared to control.

Statistical analysis. All data are reported as means + SEM and represent at least
three independent experiments. Analysis was performed using NCSS software
(NCSS, Kaysville, UT). Data were checked for variance and distribution in order to
perform the adequate parametric/nonparametric test for the comparisons. A value of
P<0.05 was considered to be significant.
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FIGURES AND LEGENDS
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Figure 1. Human glaucomatous trabecular tissue and trabecular cell line
express CXCL12, CXCR3 and CXCR4. (a) RT-PCR analysis of CXCL12, CXCR3
and CXCR4 mRNAs (expressed as the inverse of the Ct normalized to S18) in both
glaucomatous TMs (n=15) and TC line. (b, ¢, d) CXCL12 (b), CXCR3 (c) and CXCR4
(d) were detected by immunohistofluorescence in unstimulated cultured TC line
HTM3 (magnification x200, scale bar: 50 um). CXCR3 and CXCR4 appear as
multiple membrane hot (lingo?) spots (inserts, x800). (e) FACS analysis of CXCL12,
CXCR3 and CXCR4 in the TC line. Results are expressed as the percentage of
gated cells over the control (and mean fluorescence intensity + SEM). Representative
data, from at least three independent experiments, are depicted.
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Figure 2. In vivo blockade of CXCR3 lowered the intraocular pressure in a rat
model of glaucoma. An animal model of surgically-induced elevated IOP was used
to evaluate the in vivo effects of NBI-74330 and AMD3100, selective non-peptide
antagonists for CXCR3 and CXCR4 respectively. (a) Single subconjunctival injection
of NBI-74330 (1 pM, 100 pL, n=10) induced a significant decrease in IOP in
glaucomatous eyes 3 days after the injection, which returned to abnormally elevated
values at day 6. The IOP remained significantly low up to day 15 when a second
injection was performed (n=10). (b) NBI-74330 reduced the IOP in glaucomatous
eyes (n=20) in a dose-dependent manner. Mann-Whitney U-test: *, P<0.05 and **,
P<0.01 relative to vehicle-treated eyes. (c) AMD3100 did not affect the IOP in
glaucomatous eyes nor in non-glaucomatous controls (n=20).
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Figure 3. In vivo treatment with a CXCR3 antagonist increased aqueous humor
outflow and trabecular filtration, and decreased trabecular cell apoptosis in an
animal model of glaucoma. Aqueous humor outflow (AHO), trabecular percent
effective filtration length (PEFL), and trabecular cell apoptosis were evaluated in
normal eyes (n=20) and in glaucomatous eyes (n=20) treated with or without NBI-
74330 (1 pM, 100 pL, 2 subconjunctival injections). (a) AHO was improved in NBI-
74330-treated glaucomatous eyes (n=20) compared to vehicle-treated glaucomatous
eyes. (b) Trabecular PEFL, an index for trabecular outflow, was evaluated using red-
fluorescent microsphere injection (n=20). Trabecular PEFL was increased in NBI-
74330-treated glaucomatous eyes compared to vehicle-treated eyes. (¢, d) Red-
fluorescent tracer accumulation into the TM was higher in (a) NBI-74330-treated
glaucomatous eyes than in (d) vehicle-treated glaucomatous eyes as assessed by
confocal microscopy (Magnification x200, scale bar: 100um). (e) NBI-74330
treatment significantly reduced the amount of apoptotic TCs in glaucomatous eyes.
(f, g) High density of green-fluorescent TUNEL-labeled apoptotic cells was detected
in TM cryosections of (f) vehicle-treated glaucomatous eyes (arrows) compared to (g)
NBI-74330-treated glaucomatous eyes (Magnification x400, scale bar: 50um). All
data in bar graphs are presented as mean £ SEM. ANOVA: **, P<0.01.
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Figure 4. Glaucomatous trabecular cells produced SDF-1(5-67). CXCL12 and
SDF-1(5-67) induce the internalization of either CXCR4 or CXCR3. (a) Western
blot analysis of trabecular cells, using an anti-SDF-1(5-67) neoepitope-specific
antibody. Exogenous CXCL12 and SDF-1(5-67) were used as negative and positive
controls respectively (top membrane). SDF-1(5-67) was detected in unstimulated
trabecular cells (right-hand column). Incubation (24-h) with MMP inhibitors batimastat
(100 nM) or TIMP-1 (0.5 nM) reduced the amount of SDF-1(5-67) (center columns).
Incubation (24-h) with TNF-a (50 ng/mL) or with TGF-$ (10ng/mL) increased levels of
SDF-1(5-67) (left-hand columns). (b) Quantitation of Western blots presented in (a).
(c) Cell surface expression of CXCR3 and CXCR4 was assessed using flow
cytometry. Stimulation (6-h) with exogenous CXCL12 (10 ng/mL) decreased cell
surface levels of = CXCR4, whereas similar stimulation with SDF-1(5-67)
downregulated the levels of CXCRS3. All data in bar graphs are presented + SEM.
ANOVA: **, P<0.01.
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Figure 5. CXCL12 protected trabecular cells against apoptosis via CXCR4. SDF-
1(5-67) induced apoptosis in vitro via CXCR3 and increased the intraocular
pressure in vivo in rat eyes. (a) Benzalkonium chloride(BAC)-induced apoptosis
(measured by microplate cytofluorometry, normalized to cell viability and to
unstimulated controls) was reduced in TCs when recovering with CXCL12 (10 ng/ml,
24 h), whereas apoptosis increased when recovering with SDF-1(5-67). (b) CXCL12
and SDF-1(5-67) modulated the BAC-induced TC apoptosis in a dose-dependent
manner. (¢) Blockade of CXCR4 using AMD3100 (1 pM) reversed the protective
effect of CXCL12 against BAC-induced apoptosis whereas blockade of CXCR3 using
NBI-74330 (1 uM) inhibited the apoptotic effect of SDF-1(5-67). CXCL10, another
ligand for CXCRS, induced apoptosis that was also inhibited by NBI-74330. (d) Active
caspase-3 (expressed as the percentage of gated cells using FCM) was
overexpressed in TCs exposed to SDF-1(5-67) (10 ng/mL) compared to unstimulated
cells. Preincubation with NBI-74330 (1 pM) inhibited this effect. All data are
presented + SEM. n=3-5. ANOVA: *, P<0.05; **, P<0.005. (e) In vivo, two
subconjunctival injections of SDF-1(5-67) (100 ng/mL, 100 pL) induced a transient
elevation of the IOP in rat eyes (n=10). Mann-Whitney U-test: *, P<0.05; **, P<0.01.
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Figure 6. Model depicting the role of the chemokine CXCL12 and receptors
CXCR4 and CXCR3 in the pathophysiology of the trabecular meshwork in
glaucoma. The primary function of the trabecular meshwork (TM), i.e. trabecular
cells (TCs) and extracellular matrix (ECM), is to regulate the intraocular pressure
(IOP). Light gray cycle (physiological conditions): CXCL12 acts in an autocrine
manner as a protective chemokine via CXCR4. Dark gray cycle (ocular
hypertension): the trabecular cells overexpress CXCL12 that is cleaved into SDF-1(5-
67) inducing apoptosis and TM dysfunction via CXCR3. In vivo blockade of CXCR3
using a non-peptide selective antagonist (NBI-74330) decreases the abnormally
elevated IOP by restoring TM function and reducing TC apoptosis.
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conjunctiva was significantly reduced in CX3CR1-deficient mice compared to CX3CR1+/+ controls.
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Background: Benzalkonium chloride (BAC) is still a commonly used preservative in
ophthalmic medications despite its deleterious effects on the ocular surface, including
conjunctival inflammation and immune cell infiltration. Inappropriate expression of the
chemokine CX3CL1 has been reported to act on inflammatory conditions in immune
and allergic diseases by attracting CX3CR1-bearing cells. The role of CX3CL1 in
conjunctival immune cell trafficking during normal and pathological conditions has

never been investigated before.

Objective: We sought to study the CX3CL1 axis during BAC-induced conjunctival
inflammation.

Methods: CX3CL1/CX3CR1 expression was assessed in the conjunctiva of BAC-
exposed patients by impression cytology (IC), and in conjunctival epithelial cell (CEC)
line using RT-PCR, flow cytometry, and immunofluorescence. Migration assay was
performed with primary leukocytes to determine the chemotactic properties of CECs
related to CX3CL1 expression. Clinical and in vitro findings were supplemented by an
animal study on BAC-induced inflammatory cell migration to the conjunctiva in
CX3CR1-deficient mice.

Results: CX3CL1 was found to be overexpressed in the conjunctiva of BAC-exposed
patients compared to unexposed controls. /n vitro, BAC induced CEC overexpression
of CX3CL1 in a dose- and time-dependent manner. BAC-stimulated CECs attracted
CD3+, CD56+, and CD14+ leukocytes through the CX3CL1/CX3CR1 interaction. /n vivo,
BAC-induced F4/80+ macrophage infiltration into the conjunctiva was significantly

reduced in CX3CR1-deficient mice compared to CX3CR1*"* controls.

Conclusion: We demonstrate that CX3CL1 epithelial cell expression plays a role in
inflammatory cell trafficking in the conjunctiva, and that BAC acts directly on the
ocular inflammation by modulating the interactions between epithelial and immune
cells through CX3CL1/CX3CR1.
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Clinical Implications: The present study opens new way to investigate ocular surface
disorders by focusing on conjunctival expression of chemokines and chemokine-related

conjunctival inflammation and immune cell trafficking.

Capsule summary: CX3CL1 conjunctival epithelial expression is involved in immune cell
trafficking in the ocular surface. We demonstrate that a commonly used preservative in
ophthalmic medication directly causes inflammation by modulating epithelial/immune cells
interaction through CX3CL1.

Key words: benzalkonium chloride; chemokine; chemotaxis; conjunctiva; CX3CR1;

macrophage; ocular toxicity.
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Abbreviations

BAC: benzalkonium chloride

BSA: bovine serum albumin

CEC: conjunctival epithelial cell

DC: dendritic cell

ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay
FCM: flow cytometry

GFP: green-fluorescent protein

IC: impression cytology

IHF: Immunohistofluorescence

PBS: phosphate buffer saline

RT-PCR: real-time polymerase chain reaction
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Ibody

Preservatives are commonly used in a wide range of chronically administered
ophthalmic preparations including anti-allergy drugs, anti-glaucoma medications, as well as
tear substitutes for dry eye disease. However, although providing useful antimicrobial
properties, preservatives are known to adversely cause deleterious tissue damage adding to
ocular surface inflammation[1,2]. Comparative surveys in patients treated for allergic
conjunctivitis as well as for glaucoma reported a higher frequency of adverse reactions along
with a decrease in compliance in groups receiving a preserved treatment compared to
preservative-free groups[3-6]. Inflammatory and allergic ocular surface diseases result from
different mechanisms that have not yet been completely elucidated[7]. However, today it has
been validated that most of the adverse effects of preservatives result from toxicity and about
10% could be true allergy[8,9]. Benzalkonium chloride (BAC), which is one of the most widely
used preservatives in ophthalmology, is a quaternary ammonium compound used at
concentrations of 0.004-0.025% in multi-dose preparations. Several studies have
demonstrated that BAC is responsible for ocular surface damage causing irritancy
symptoms, treatment discontinuation, and iatrogenic dry eye disease[6,10]. BAC ocular
toxicity adversely affects the ocular surface, i.e. both the cornea and conjunctiva, causing
local inflammation, cell apoptosis, and epithelial barrier breakdown[11]. /n vitro studies
reported that BAC induces dose-dependent conjunctival cell apoptosis[12-15] associated
with overexpression of cytokines such as TNF-a or IL-1B[16]. Human and animal studies
revealed that exposure to BAC-containing eye drops induced overexpression of inflammatory
markers such as HLA-DR, ICAM-1 or Fas[17-20] along with conjunctival infiltration of
neutrophils, T lymphocytes, and macrophages[21-24]. However, the mechanisms leading to
this BAC-induced inflammatory cell accumulation at the ocular surface have not yet been
elucidated. More precisely, it has never been determined whether this inflammatory cell
infiltration could be attributed to BAC-modulated specific interactions between conjunctival
epithelial cells (CEC) and immune cells or only to nonspecific inflammatory processes

secondary to tissue and lacrimal damage.

Leukocyte migration to inflammatory sites is mainly regulated by chemokines
following complex interactions depending on the in situ release of specific chemokines as
well as on the expression pattern of the corresponding receptors in leukocytes. CX3CLA1,
also called fractalkine, is the sole member of the CX3C-chemokine subfamily and binds to its
specific receptor CX3CR1[25,26]. After proteolytic cleavage, this membrane-bound
glycoprotein assumes a soluble form that induces migration and activation of CX3CR1-
bearing cells such as T cells, NKs, monocytes and monocyte-derived macrophages, and

dendritic cells (DCs)[25-29]. Aside from its endothelial expression and its involvement in
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atherosclerosis pathophysiology[30,31], CX3CL1 has been detected in epithelial cells from
various tissues[32-34]. In allergic disease, CX3CL1 has been reported to play a role in
allergic asthma/rhinitis and atopic dermatitis[35-37]. Development of knock-out mice as well
as knock-in mice, in which a green-fluorescent protein (GFP) gene was inserted at the
CX3CR1 locus, has improved the animal study of CX3CR1-mediated monocyte/monocyte-
derived cell homing and turnover in several tissues, including the retina and the cornea[38-
42].

Given both the chronic inflammatory changes associated with BAC-containing eye
drop administration to the ocular surface and the role played by CX3CL1/CX3CR1 in
leukocyte migration during inflammatory and allergic processes, we speculated that CX3CL1
could be involved in the conjunctival inflammation induced by BAC. Hence, we investigated
the CX3CL1 conjunctival epithelial expression along with its consequences on immune cell

infiltration in patients and in cell and animal models of BAC-induced toxicity.
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METHODS
Patients and conjunctival impression cytology.

Twenty glaucomatous patients treated with BAC-preserved medication and 20
patients treated with BAC-free medication underwent clinical ocular examination and
impression cytology (IC). Clinical evaluation of the conjunctiva was routinely assessed using
the slit-lamp by scoring conjunctival hyperemia (range, 0-5), conjunctival epithelium damage
using lissamine green staining[43] (range, 0-9), and tear break-up time using fluorescein.
Experiments were conducted in the Clinical Investigation Centre for Ocular Surface
Pathology (Centre Hospitalier National d’'Ophtalmologie des Quinze-Vingts, INSERM-DHOS
CIC 503, Paris, France) in accordance with the Declaration of Helsinki, Scotland
amendment, 2000. Ethics committee approval was obtained from the Comité de Protection
des Personnes (lle de France V, agreement number 10793) and all the patients gave
informed consent before the study. CEC imprints were collected as previously
described[44,45].

Human conjunctival epithelial cell line.

IOBA-NHC cells, a spontaneously immortalized CEC line[46], were grown under
standard conditions as previously described[12]. Cells from passages 20 to 30 were used in
all experiments. Cells were seeded (80,000/ml) in six-well culture plates (TPP, Trasadingen,
Switzerland) for RT-PCR, flow cytometry (FCM), and ELISA, or grown on 22-mm glass
cover-slips for immunohistofluorescence (IHF), fed with medium for 24 h, then stimulated
with various concentrations of BAC in PBS for 15 min followed by 12-h culture in medium.
TNF-a (50 ng/mL) was used as positive control. For quantitative RT-PCR, total mRNA was
isolated from cultured TCs using the NucleoSpin RNA Il extraction kit (Macherey-Nagel,
Duaren, Germany). For FCM, cells were gently dislodged by 0.05% EDTA, resuspended in
PBS with 0.4% paraformaldehyde, and divided into 100,000 cell samples. Cells grown on
glass cover-slips were dried and fixed in PBS with 4% paraformaldehyde before processing
for IHF.

Animals.

Ten homozygous CX3CR19P9" K| mouse strains on C57BL/6 background and their
CX3CR1™ controls were generated as previously described[40,42]. Animals were kept in
pathogen-free conditions with food and water available ad /ibitum and housed in a 12-h
light/12-h dark cycle. All experiments were conducted in accordance with the Association for
Research in Vision and Ophthalmology for the Use of Animals in Ophthalmic Research.
Acute exposure to BAC was carried out by applying one drop of BAC solution (0.05%, 50
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0.9% NacCl) in the right eye and one drop of the vehicle in the left control eye, 15 times at 5-
min intervals, consistently with previously validated toxicological models[47,48]. Twelve
hours later, mice were euthanized and the conjunctiva was carefully removed, fixed, and flat-

mounted onto glass slides.
Flow cytometry.

Expression of HLA-DR, CX3CL1, and CX3CR1 in human IC and CEC line were
assessed by FCM using FC 500-CXP flow cytometer (Beckman Coulter, Miami, FL).
Samples were incubated for 1 h at room temperature with primary anti-HLA-DR antibody
(1/50, clone TAL.1B5, DakoCytomation, Glostrup, Denmark), anti-CX3CL1 (1/200, clone
81506, R&D Systems), or anti-CX3CR1 MAb (1/500, clone 183-2, Imgenex, San Diego, CA)
in PBS with 1% BSA followed by counterstaining with the corresponding fluorescein
isothiocyanate-conjugated secondary antibody (DakoCytomation). Isotype-matched
antibodies were used as negative controls. For each specimen, at least 1,000 cells per
antibody were analyzed. The results were expressed as the percentage of positively gated

cells.

ELISA

Concentration of released CX3CL1 was measured in cell supernatants by an in-
house ELISA (DY365, R&D Systems). Cells were cultured and stimulated as described
above. 96-well microtitre plates were coated overnight with mouse anti-CX3CL1 capture mAb
then nonspecific binding was blocked for 2 h with 1% BSA in PBS. Duplicate samples (100
pL) of cell supernatants or serial dilutions of standards of human recombinant CX3CL1 were
incubated for 2 h, incubated with anti-CX3CL1 mAb for 2 h, followed by 20-min incubation
with HRP-conjugated streptavidin. Reaction product was detected using color reagent.
Optical density was read (450-570 nm, TECAN, Switzerland) and averaged from ten

measurements per well. Sensitivity was 615 pg/mL.
Immunohistofluorescence.

Expression of CX3CL1 and CX3CR1 was also assessed by IHF in IOBA CECs. Cells
were blocked for nonspecific binding with normal goat serum in PBS/0.1% Triton for 30 min,
incubated at room temperature for 2 h with either anti-CX3CL1 (1/200, clone 25088, Abcam,
Cambridge, MA) or anti-CX3CR1 (1/200, clone 8021, Abcam) primary antibody, then
counterstained with secondary Alexa Fluor 488 antibody (Invitrogen, Carlsbad, CA) for 1 h.
Isotype-matched antibodies were substituted for primary as negative controls. Cells were
mounted in aqueous mounting medium with propidium iodide to be further analyzed using

light epifluorescence microscopy.
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Characterization of inflammatory cell infiltration in mouse conjunctivas was assessed
by IHF. Conjunctival flatmounts were incubated in 0.1% triton-X in PBS with 1% BSA for 30
min, incubated overnight at 4°C with primary antibodies — anti-CD3 (clone 17-A2), anti-
CD11b (cloneM1/70), anti-NKG2D (clone191004), and anti-EMR1/F4/80 (clone521204) —
purchased from R&D Systems, followed by counterstaining with the corresponding
secondary Alexa Fluor 555 antibody (Invitrogen) in PBS with 10% mouse serum for 2 h.
Specimens were mounted in aqueous mounting medium with DAPI and analyzed using a
light epifluorescence microscope. Infiltrated cells in the superficial conjunctiva were counted
in five 0.15-mm? fields (magnification x200) per specimen and the results were reported as

number of cells/mm2.

Quantitative Real-Time PCR.

Primers for human CX3CL1 and CX3CR1 were designed and purchased from Eurogentec.
mRNA was then reverse-transcribed (CyberGreen, Biorad). Relative quantitation of target
genes was calculated according to the comparative Ct method, ie., normalized to an
endogenous control S18 gene and relative to a calibrator after calculating the efficiency
coefficient. The results are presented as the relative fold change using the DeltaCt method
compared to unstimulated control. A negative control was routinely used omitting mRNA from

the RT reaction mixture.
Chemotactic migration assay.

Primary blood leukocytes were isolated from heparinized venous blood (CTS Saint-
Antoine, Paris) by one-step centrifugation on a Ficoll separating solution (Eurobio, France)
and cultured for 24 h in DMEM with BSA. Non-adherent leukocytes were resuspended at
1,000,000 cells/mL, whereas adherent macrophages were harvested with 0.5% EDTA, and
resuspended at 200,000 cells/mL for separate assays. Chemotaxis was assayed in a 6-well
chemotaxis chamber through 5-uym and 8-um pore-sized filters (Costar, Cambridge, MA,
USA). One milliliter of cell suspension of nonadherent leukocytes or macrophages was
preincubated for 30 min with or without neutralizing anti-CX3CR1 antibody and then was
loaded onto the filter. The lower chamber contained medium only (control), unstimulated
CECs, or CECs previously stimulated with BAC. The plates were incubated for 3 h.
Nonadherent blood cells that migrated to the lower chamber were counted and characterized
for their expression of CD45, CD3, CD14, and CD56 by FCM using direct multicolor
immunostaining (Cyto-Stat6607073, 6603909, Beckman Coulter). In the macrophage
migration assays, adherent cells that migrated to the bottom surface of the filter were stained

with primary anti-CD14 counterstained with Alexa Fluor 488 secondary antibody and then
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counted in ten fields (x200) per filter. The results are expressed as chemotactic index, i.e.,

the ratio of blood cells on the lower side normalized to the control.

Statistical analysis.

All data are reported as means * SEM and represent at least three independent
experiments. Data were controlled for normal distribution and analysis was performed using
NCSS software (NCSS, Kaysville, UT) using the t-test and the ANOVA test for comparisons,

and the Pearson coefficient for correlations. A value of P<0.05 was considered significant.
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RESULTS

Conjunctival CX3CL1/CX3CR1 expression and clinical inflammation in patients treated

with BAC-containing eye drops.

We had previously demonstrated that BAC-preserved ophthalmic medication induces
conjunctival inflammation along with an overexpression of inflammatory markers in human
conjunctival epithelium[8,18]. In the present study, we assessed the conjunctival expression
of CX3CL1, CX3CR1, and HLA-DR in patients receiving BAC-containing ophthalmic
medication compared to patients treated with BAC-free eye drops using IC with FCM.
CX3CL1, CX3CR1, and HLA-DR were detected at low levels in unexposed controls (Fig. 1).
On the other hand, conjunctival epithelial cells from patients treated over the long term with
BAC-preserved eye drops significantly overexpressed CX3CL1, but not CX3CR1, and also
overexpressed HLA-DR compared to controls. The CX3CL1 level in BAC-exposed patients
correlated positively with the conjunctival epithelium damage score as assessed by clinical

examination (Table 1).
Basal and inducible expression of CX3CL1/CX3CR1 in cultured CECs.

RT-PCR, IHF, FCM, and ELISA were performed in vitro in a CEC line in order to
assess the effect of BAC on chemokine/receptor expression. CX3CL1 but not CX3CR1 was
detected by quantitative RT-PCR and IHF in unstimulated cells (Fig. 2 A,B). Similarly with
what was observed in conjunctival cells from patient IC, stimulation with 0.01% BAC, as well
as by TNF-a, induced overexpression of CX3CL1 only. Quantitation of the chemokine
expression using FCM revealed that BAC significantly enhanced the total expression of
CX3CL1 in a dose- and time-dependent manner (Fig. 2 C,D). Membrane expression of
CX3CL1 was significantly enhanced 6 h after stimulation with BAC 0.01% and total cell
expression was enhanced 6, 12 and 24 h after stimulation (Fig. 2D). In parallel, the
concentration of soluble CX3CL1 into cell supernatant rapidly increased after 0.01% BAC

stimulation as assessed by ELISA (Fig. 2E).
In vitro CX3CL1/CX3CR1-mediated leukocyte chemotaxis to CECs.

We investigated the chemotactic effect of CX3CL1 from CECs on leukocyte migration
by performing a transmigration assay. Unstimulated CECs did not show significant
chemotactic properties compared to free medium. BAC-stimulated cells (0.01% BAC
stimulation for 15 min, 12 h before the assay) attracted specific leukocyte subpopulations,
including CD3+ CD56- lymphocytes, CD14+ monocytes and CD56+ NK cells as assessed
by FCM (Fig. 3A). Leukocyte preincubation with blocking anti-CX3CR1 antibody decreased
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for half the migration of CD14+ and totally inhibited the CD56+ cell migration. CD3+ CD56-
cell migration was not statistically affected by blockade of CX3CR1. In the macrophage
migration assay, unstimulated CECs did not significantly influence CD14+ cell migration
compared to free medium (3-h migration), whereas BAC-stimulated CECs attracted adherent
CD14+ macrophages (Fig. 3B). This migration was reduced by half when preincubating
macrophages with anti-CX3CR1 antibody.

In vivo inflammatory cell infiltration in the conjunctiva in CX3CR1-deficient mice
exposed to BAC.

CX3CR1-deficient mice were used in order to complete our in vitro findings.
Conjunctiva of transgenic mice and their controls were removed 12 h after being exposed to
BAC and compared for inflammatory cell infiltration. Density of resident CX3CR1+ DCs was
not different CX3CR19"9™ mice and their controls, nor between treated and control eyes
(70.5 + 19.1 cells/mm? and 50.9 + 18.1 in control and BAC-exposed eyes of CX3CR1"",
respectively, ns; 65.4 £ 10.5 and 47.9 + 12.9 in CX3CR1-deficient mice, ns). Few CD11b+
granulocytes, CD3+ lymphocytes, F4/80+ macrophages, and NK2GD+ NK cells were
detected in unexposed conjunctiva of both CX3CR1"* and CX3CR1-deficient mice (Fig. 4).
Exposure to BAC induced a significant conjunctival infiltration of CD11b+, CD3+, and F4/80+
cells in both groups. No statistical difference was found in CD11b+ and CD3+ cell infiltration
between CX3CR1"™ and CX3CR1-deficient mice. In contrast, the density of F4/80+
macrophages in BAC-exposed conjunctivas was lower in CX3CR1-deficient mice than in
CX3CR1™, suggesting macrophage migration depends on the CX3CL1/CX3CR1 interaction.
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DISCUSSION

Chemokine CX3CL1/fractalkine is involved in the immune cell trafficking by attracting
CX3CR1-bearing macrophages and cytotoxic lymphocytes[25-29]. Its overexpression by
stromal and epithelial cells has been incriminated in several inflammatory diseases including
atopic dermatitis, psoriasis, rheumatoid arthritis, or Sjogren syndrome[34,35,49,50]. Herein
we demonstrate in a new way that epithelial synthesis of CX3CL1 is involved in conjunctival
inflammatory cell trafficking. This is the first study to show that BAC, the most widely used
preservative in ophthalmic preparations, enhances inflammatory cell migration to the
conjunctiva by inducing an epithelial synthesis of a chemokine, thus demonstrating direct
proinflammatory property of this type of compound in the eye.

IC with FCM is a simple, noninvasive ex vivo method recently used to quantitize cell
markers expressed in the human ocular surface. We had previously developed this method
in order to identify some inflammatory markers during chronic inflammatory ocular surface
diseases including allergy, dry eye, and preservative-induced inflammation[8,45]. Our study
originally revealed that IC with FCM detects a constitutive expression of CX3CL1 in the
normal conjunctival epithelium. This basal epithelial expression has been reported in the
tonsil, gut, small intestine, and skin[32,33], but not in the conjunctiva. In this way, CX3CL1
could be involved in the homing of resident immune cells, including monocyte-derived
dendritic cells to the tissues, as previously studied in the cornea[39,41]. On the other hand,
CX3CR1 was not detected in conjunctival ECs. Consistent with this, CX3CR1 has never
been detected in other types of epithelial cells or tissues. In patients treated with BAC-
containing eye drops, we had previously demonstrated an overexpression of inflammatory
markers such as HLA-DR or ICAM-1, interleukins such as IL-8, and the chemokine receptors
CCR4 and CCR5 aiming at discriminating TH1- from TH2-related inflammatory changes[18-
20,45]. Interestingly, in BAC-exposed patients both CCR4 and CCR5 were found to be
overexpressed, indicating the involvement of complex inflammatory processes in eyes
exposed to BAC[51]. In the present study, CX3CL1 expression was significantly enhanced in
BAC-exposed patients compared to unexposed controls, along with an overexpression of
HLA-DR. It should be noticed that CX3CL1 epithelial expression closely correlated with
conjunctival epithelial damage as assessed by clinical examination of the conjunctiva.
Hence, we hypothesized that CX3CL1 could constitute a new marker of conjunctival
inflammation and be a major factor in BAC ocular toxicity by directly influencing inflammatory
cell migration and further inflammatory-mediated cytotoxicity to the fragile ocular surface

structures.
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In vitro, CECs were exposed to various concentrations of BAC and then assessed for
their CX3CL1/CX3CR1 expression over time. We had previously developed this toxic cell
model and demonstrated that BAC induces apoptosis in a dose-dependent manner[12]. Here
we reported that BAC induced overexpression of CX3CL1 in a dose- and time-dependent
manner. A recent in vitro study reported overexpression of TNF, IL-1, IL-10, and IL-12 in
conjunctival cells exposed to BAC[16], but the expression of CX3CL1 in conjunctival cells
had never been investigated. Interestingly, CX3CL1 is a unique chemokine that assumes
both a transmembrane form and a soluble form, presenting the dual functions of an adhesion
molecule and a chemoattractant. FCM as well as ELISA were performed to precise the
dynamic expression of CX3CL1 by revealing rapid sorting to the cell membrane, as well as a
rapid release into the cell supernatant. In order to define its effects on immune cell attraction,
chemotaxis migration assay was carried out combining human blood leukocytes and CECs.
We demonstrate that BAC-stimulated CECs significantly attract CD3+, CD14+, and CD56+
cells through the CX3CL1/CX3CR1 interaction. Consistent with this, CX3CR1 is known to be
expressed in circulating lymphocytes, monocytes, and NKs[25-29). Interestingly, blockade of
CX3CR1 induced a variable inhibition of this migration depending on the type of leukocytes.
Complex mechanisms of chemokine-mediated cell interaction are involved in immune cell
migration to the inflamed tissue, and CX3CL1 appears to play an essential role in the
trafficking of monocytes/macrophages and NKs. Other chemokines such as CCL2, CCLS3,
CCL4, CCL5, and CXCL12 may be involved in conjunctival inflammatory cell infiltration

depending on the expression pattern of chemokine receptors in human leukocytes[52].

Recently, transgenic mice have been generated to follow the corneal immune cell
turnover in relation with CX3CL1/CX3CR1[39-41]. Given our results from migration assays,
we investigated in vivo the inflammatory cell infiltration into the conjunctiva of CX3CR1-
deficient mice exposed to BAC. We did not find any difference in the density of CX3CR1+
resident DCs between CX3CR1"* and CX3CR1-deficient mice. Consistent with this result, a
previous study in the mouse retina, iris, and ciliary body reported that DC homing does not
depend on CX3CR1[53]. However, another elegant study by Chinery et al. found CX3CR1-
dependent DC turnover in the cornea[38]. This difference may stem from differences in
structure between the cornea and the other ocular tissues. Similarly, CD45+ cell infiltration
was not different in untreated conjunctivas of CX3CR1-deficient mice compared to
CX3CR1**. As previously published, BAC is known to induce infiltration of inflammatory cells
such as granulocytes, lymphocytes, and macrophages into the outer layer of the
conjunctiva[21-24]. Our results confirmed this infiltration in the conjunctiva of eyes exposed
to BAC. However, BAC-induced F4/80+ macrophage infiltration was deeply reduced in the

conjunctiva of CX3CR1-deficient mice compared to controls, whereas neither granulocyte
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nor lymphocyte infiltration was affected. Consistent with these results, a recent study on an
animal model of corneal alkali burn revealed that CX3CR1-deficient mice presented a
decrease in macrophage infiltration, but not in neutrophil and lymphocyte infiltration,
compared to wild-types[54]. More precisely, authors highlighted that monocytes or monocyte-
derived macrophages consist in two subsets, namely CD16""-CX3CR1"™"CCR2"" and
CD16°"-CX3CR1°"-CCR2"" subpopulations[52,55,56] that migrate in different ways.
Consistent with these findings, we reported that some macrophages were still infiltrating the
conjunctiva in BAC-exposed CX3CR1-deficient mice, suggesting that other
chemokine/receptor(s) such as CCL2/CCR2 could be involved in such a BAC-induced
migration.

Clinical surveys as well as experimental studies have previously reported that
preserved eye drops caused secondary ocular surface disease related to the preservative
toxicity adding to ocular surface inflammation and damage. However, preservatives including
BAC are still commonly used in several ophthalmic medications against allergy, dry eye
disease, and glaucoma. We report that BAC induces an overexpression of CX3CL1 in CECs,
further demonstrating that preservative can directly enhance inflammatory cell infiltration in
the conjunctiva by modulating CX3CL1-mediated cell interactions. We demonstrate in an
original way that epithelial cells play a role in conjunctival inflammation and immune cell

trafficking through a chemokine system.
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TABLE

Table 1. Correlations between patient clinical features and CX3CL1 expression
assessed by conjunctival impression cytology.

Duration of treatment [year]
Number of medications
Conjunctival hyperhaemia [0 — 5]
Conjunctival epithelial staining [0 — 9]

Tear break-up time [sec]

Patient features

mean = SEM

9+46

225+0.6

1.75£0.65

1.7+ 1.36

75+£25

Correlation with
CX3CL1 level

R*=0.015, p>0.05
R*=0.07, p>0.05
R?=0.247, p>0.05
?=0.723, p=0.012*

R*=0.248, p>0.05
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Conjunctival cell expression of CX3CL1, CX3CR1 and HLA-DR in BAC-exposed
patients (mean + SEM). n=20 in each group. **: P<0.01. See representative fluorescence
histograms of CX3CL1 and HLA-DR expression in a patient exposed to BAC (shaded area)

compared to an unexposed control (solid line).

Figure 2. BAC-inducible expression of CX3CL1 in a human conjunctival epithelial cell (CEC)
line. A, representative immunohistofluorescence of BAC-stimulated CECs compared to
control (insert), magnification x200. B, comparative levels of mMRNAs (relative folds change,
mean + SEM). c, d, e: dose- and time-dependant BAC-inducible expression of CX3CLA1
(mean = SEM). **: P<0.01.

Figure 3. CX3CL1-mediated chemoattractant effect of conjunctival epithelial cells (CECs) on
human leukocytes (mean = SEM). A, non-adherent leukocyte migration assay. B,
macrophage migration assay. *: P<0.05, **: P<0.01 compared to unstimulated CECs. §§:

P<0.01 compared to BAC-stimulated CECs and untreated leukocytes.

Figure 4. Inflammatory cell infiltration in the conjunctiva of CX3CR1-deficient mice exposed
to BAC compared to CX3CR1™ (mean + SEM). n=10 in each group. **: P<0.01 compared to

CX3CR1™. Note the same y-axis scale.
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Figure 1
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Figure 3
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Figure 4
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3 COMMUNICATIONS SCIENTIFIQUES

* Cleavage of the Chemokine CXCL12 is Involved in Thabecular Cell Apoptosida
CXCR3. A DenoyerD Godefroy, | Celerier, J Frugier, F Baudouin Réstene, C Baudouin.
Congres annuel de I'Association for Research indviignd Ophthalmology, Fort-Lauderdale,
USA, Mai 2011.

e La chimiokine CX3CL1/fractalkine est impliquée ddinglammation de la surface oculaire.
A Denoyer A Grise, D Godefray, | Célérier, F Baudouin, WdRine, C Baudouin. Congres
annuel de la Société Francaise d’OphtalmologiesPleliai 2011.

* Are chemokines involved in the regulation of treb&cular microenvironment ? A Denoyer
D Godefroy, J Frugier, F Baudouin, W Rosténe, Cddain. Congres annuel de I'European
Glaucoma Society, Madrid, Espagne, Septembre 2010.

» CXCL12 is involved in the ocular trabecular celatte A DenoyerD Godefroy, | Célérier, W
Rosténe, C Baudouin. Gordon’s Research Confere@berokines, Pise, Italie, Juin 2010.

* CX3CLl/fractalkine is involved in the ocular surdainflammation induced by benzalkonium
chloride. A DenoyerD Godefroy, J Frugier, F Baudouin, W Rosténe,aDdduin. Congres
annuel de 'ARVO, Fort-Lauderdale, USA, Mai 2010.

e CX3CL1/fractalkine in the trabecular meshwork. Andger, A Grise, W Rosténe, F
Baudouin, C Baudouin. World Glaucoma Congress,@pat/SA, Octobre 2009.

* Role of chemokines in the regulation of the tralteeccell micro environment. A DenoyenV
Rostéene, C Baudouin. European Glaucoma Societynaddameeting, Lyon, Ao(t 2009.

» Chimiokines et physiopathologie trabéculaire :deveties pistes thérapeutiques contre le
glaucome ? A Denoyeb Godefroy, W Rosténe, C Baudouin. Congrées anteiéh Société
Francaise d’Ophtalmologie, Paris, Mai 2009.

* Role of CX3CL1(Fractalkine) and CX3CRL1 in the inflaatory cell trafficking of the

conjunctiva. A DenoyeiD Godefroy, W Rostene, C Baudouin. Congrés anteidARVO,
Fort-Lauderdale, USA, Mai 2009.
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