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

 
Résumé: Le glaucome constitue la première cause de cécité irréversible dans le monde. Le glaucome 
primitif à angle ouvert (GPAO) est une neuropathie optique rétinienne dont le premier facteur de 
risque est l’hypertonie intraoculaire. Cette élévation pathologique de la pression intraoculaire (PIO) est 
liée à une dégénérescence du trabéculum dont les mécanismes demeurent inconnus. Ainsi, les 
traitements hypotonisants actuels ne soignent pas la trabéculopathie glaucomateuse initiale, ce qui 
pourrait expliquer l’inefficacité thérapeutique progressive rencontrée en pratique clinique. En outre, 
les collyres antiglaucomateux actuels contiennent fréquemment un conservateur, le chlorure de 
benzalkonium (BAC), qui est responsable d’une inflammation iatrogène de la surface oculaire chez les 
patients traités au long cours. 
 Les chimiokines sont des cytokines qui ont été initialement décrites du fait de leurs propriétés 
chimioattractantes envers les leucocytes via des récepteurs spécifiques couplés aux protéines G. 
Parallèlement à ses propriétés chimiotactiques, la chimiokine CXCL12 présente des fonctions extra-
immunitaires, notamment un rôle dans la régulation de la viabilité cellulaire et de la composition de la 
matrice extracellulaire via CXCR4. Récemment, il a été démontré que la protéolyse de CXCL12 
produisait une forme clivée, SDF-1(5-67), aux effets proapoptotiques par l’intermédiaire d’un autre 
récepteur : CXCR3. Dans cette thèse, nous avons mis en évidence une expression de CXCL12, 
CXCR3 et CXCR4 par les cellules trabéculaires dans les trabéculums humains glaucomateux et dans 
une lignée trabéculaire glaucomateuse. Nous démontrons l’existence d’une balance entre le système 
CXCL12/CXCR4 aux effets protecteurs et le système SDF-1(5-67)/CXCR3 qui induit une apoptose 
trabéculaire, sous le contrôle de cytokines et métalloprotéinases impliquées dans le GPAO. Nous 
rapportons de façon originale que l’utilisation in vivo d’un antagoniste non-peptidique spécifique de 
CXCR3 diminue la PIO en restaurant la fonction et la cellularité trabéculaires dans un modèle animal 
de glaucome, ouvrant ainsi de nouvelles voies thérapeutiques contre le GPAO.  
 En parallèle, nous avons étudié l’implication de la chimiokine CX3CL1 dans l’inflammation 
de la surface oculaire liée au BAC. La chimiokine CX3CL1 est caractérisée par sa capacité à attirer 
certaines populations lymphocytaires et monocytaires exprimant son récepteur CX3CR1. Dans cette 
étude, nous révélons que la conjonctive des patients glaucomateux exposés aux collyres contenant du 
BAC surexprime CX3CL1. In vitro, nous démontrons que les cellules épithéliales conjonctivales 
stimulées par le BAC attirent certaines populations leucocytaires en produisant CX3CL1. In vivo, nous 
rapportons que l’absence du récepteur CX3CR1 chez la souris KO diminue l’infiltration de la 
conjonctive par les macrophages en cas d’exposition au BAC, montrant ainsi que le système 
CX3CL1/CX3CR1 est impliqué dans le trafic des cellules immunitaires au sein de la surface oculaire. 
 Ces résultats révèlent ainsi que certains systèmes chimiokinergiques sont impliqués dans la 
physiopathologie du segment antérieur de l’œil dans le GPAO. Les chimiokines apparaissent comme 
un système inédit de régulation physiologique et pathologique de l’environnement trabéculaire et de la 
surface oculaire, constituant ainsi de nouvelles cibles thérapeutiques spécifiques. 
 
Discipline: Physiologie et physiopathologie.  
Mots clés: Apoptose, chimiokines, chlorure de benzalkonium, conjonctive, conservateurs, CX3CL1, 
CX3CR1, CXCL12, CXCR3, CXCR4, CXCR7, glaucome, hypertonie intraoculaire, inflammation, 
récepteurs des chimiokines, trabéculum. 
Adresse de l’auteur: Alexandre Denoyer, INSERM UMRS 968, CNRS UMR7210, Institut de la 
Vision, équipe 8, 17 rue Moreau, 75012 Paris.  
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Involvement of the chemokines CXCL12 and CX3CL1 in the pathophysiology of the trabecular 
meshwork and ocular surface in glaucoma 

 
Abstract: Glaucoma is the first cause of irreversible blindness in the world. Primary open-angle 
glaucoma (POAG) mostly combines retinal neuropathy with abnormal elevation of the intraocualar 
pressure, which is the first risk factor for the disease. Ocular hypertension is caused by a trabecular 
meshwork degeneration whose primary mecanisms are still unknown. Indeed, the current 
antiglaucoma treatment does not target the intial trabecular pathology so it is not currative. Moreover, 
antiglaucoma eye drops often contain a preservative, such as benzalkonium chloride (BAC), which has 
been demonstrated to cause ocular surface inflammation in glaucomatous patients treated over a long 
term period. 
 Chemokines, small proteins from the cytokine family, have been first described for their 
chemotactic properties for leukocytes through their interaction with G protein coupled receptors. 
Aside from its immune properties, the chemokine CXCL12 is involved in the regulation of cell 
viability and extracellulare matrix remodelling through its receptor CXCR4. Recently, it has been 
reported that proteolytic cleavage of CXCL12 yields a proapoptotic form, SDF-1(5-67), acting via 
another chemokine receptor :CXCR3. In this thesis, CXCL12, CXCR3 and CXCR4 have been 
detected in trabecular cells in human glaucomatous trabecular tissue and immortalized cell line. We 
originally describe a balance between the protective system CXCL12/CXCR4 and SDF-1(5-
67)/CXCR3 which induces trabecular apoptosis under the control of cytokines and matrix 
metalloproteinases known to be involved in POAG. We report the sucessful use in vivo of a non-
peptide specific antagonist of CXCR3 in reducing ocular hypertension and restoring trabecular 
function in an animal model of glaucoma, opening up new therapeutic avenues in glaucoma. 
 We also studied the role of another chamokine, CX3CL1, in the ocular surface inflammation 
induced by BAC. CX3CL1 is charaterized by powerful chemoattract properties on CX3CR1-bearing 
leukocytes. In this study, we report an overexpression of CX3CL1 in conjunctival epithelial cells in 
glaucomatous patients treated with a BAC-containing medication. In vitro, we demonstrate that BAC-
stimulated conjunctival epithelial cells attract lymphocytic and monocytic subpopulations by 
producing CX3CL1. In an animal model of BAC-induced ocular toxicity, we report a decrease in 
macrophage infiltration to the conjunctiva in CX3CR1-deficient mice compared to wild-type animals, 
further confirming that CX3CL1/CX3CR1 is involved in immune cell trafincking in the ocular 
surface. 
 Our results originally show that chemokines are involved in the pathophysiology of the 
anterior segment in glaucoma. Chemokines appear as a new regulating system for the pathogenesis of 
trabecular degeneration in glaucoma as well as for ocular surface inflammation, and could constitute 
new specific therapeutic targets in such deleterious diseases. 
 

Key words: Apoptosis, chemokines, conjunctiva, CX3CL1, CX3CR1, CXCL12, CXCR3, CXCR4, 
CXCR7, glaucoma, inflammation, ocular hypertension, preservative, chemokine receptors, trabecular 
meshwork. 
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Le glaucome est une pathologie ophtalmologique fréquente qui représente aujourd’hui un 

enjeu majeur de santé publique.  Cette maladie concerne plus de 70 millions de personnes 

dans le monde et conduit à la cécité dans environ 10% des cas. Elle représente ainsi la 

seconde cause de cécité mondiale et la première cause de cécité irréversible (Quigley 2006, 

Cedrone 2008). 

Schématiquement, le glaucome primitif à angle ouvert (GPAO) est une neuropathie optique 

dont le premier facteur de risque est une élévation pathologique de la pression intraoculaire 

(PIO) (Sommer 1989). L’hypertonie oculaire (HTO),  qui contribue à l’initiation ainsi qu’à la 

progression du GPAO, semble résulter de modifications pathologiques de la voie de 

résorption de l’humeur aqueuse au niveau d’une entité oculaire spécifique : le trabéculum. 

Alors que la neuropathie glaucomateuse fait l’objet de très nombreuses études cliniques et 

fondamentales, très peu de choses sont connues sur la pathologie trabéculaire initiale. Certains 

travaux de notre équipe et d’autres ont révélé que le trabéculum glaucomateux présentait une 

raréfaction des cellules trabéculaires, un remodelage de la matrice extracellulaire (MEC), 

ainsi qu’une infiltration discrète par des cellules inflammatoires (Alvarado 1984, Rohen 1984, 

Grierson 1987, Hamard 2002). Aujourd’hui, les mécanismes physiopathologiques qui 

déterminent une telle dégénérescence trabéculaire -morphologique et fonctionnelle- ne sont 

pas identifiés. Cette « trabéculopathie glaucomateuse », primum movens de la maladie, 

demeure ainsi inaccessible aux traitements actuels.  

Malgré les progrès médicaux développés contre la pathologie glaucomateuse, une certaine 

proportion de patients résiste progressivement aux traitements (Kass 2002). On assiste ainsi à 

une aggravation de la neuropathie en dépit d’une séquence thérapeutique moderne bien 

définie consistant à instaurer une monothérapie, puis à combiner deux, trois, voire quatre 

molécules actives aux effets complémentaires. Cet échappement thérapeutique, souvent 

caractérisé par l’association d’une augmentation progressive de la PIO au développement de 

la neuropathie, pourrait trouver une explication dans le mécanisme même des traitements 

actuels. Les principes actifs utilisés visent à diminuer la PIO – en réduisant la synthèse de 

l’humeur aqueuse ou en en augmentant la résorption – mais ne ciblent pas directement la 

trabéculopathie originelle. Nous pourrions formuler l’hypothèse que l’altération pathologique 

du trabéculum progresse en dépit d’un traitement hypotensif adapté, conduisant à une reprise 

de l’HTO de plus en plus réfractaire aux mesures médicales (Figure 1). La compréhension 

des mécanismes biochimiques et cellulaires qui régissent le microenvironnement trabéculaire 



 

���

�

permettrait de développer des méthodes thérapeutiques ciblées contre la pathologie 

trabéculaire initiale. 

En outre, les stratégies thérapeutiques mises en place dans cette affection nécessitent 

l’administration quotidienne et au long cours d’un ou plusieurs traitements. Les collyres 

antiglaucomateux, qui incluent généralement un conservateur associé au principe actif, sont 

responsables de troubles chroniques au niveau de l’interface lacrymo-cornéo-conjonctival : la 

surface oculaire (Baudouin 2008, Baudouin 2010). Plus de la moitié des patients bénéficiant 

d’un traitement antiglaucomateux au long cours présente des signes fonctionnels d’intolérance 

souvent associés à des lésions cliniques avérées de la surface oculaire d’origine iatrogène 

(Figure 1). Ces mécanismes d’intolérance concourent ainsi à une diminution de l’observance 

thérapeutique, donc à l’inefficacité éventuelle de notre prise en charge.  

Des études cliniques et fondamentales notamment conduites par notre équipe ont permis de 

démontrer que les conservateurs, au premier rang desquels figure le chlorure de benzalkonium 

(BAC), sont responsables d’une toxicité aigüe et chronique au niveau de la surface 

oculaire :au delà de ses propriétés surfactantes qui altèrent la qualité du film lacrymal, le BAC 

est directement responsable d’une rupture de la barrière épithéliale, d’une apoptose des 

cellules épithéliales, et d’une inflammation de la surface oculaire (Sherwood 1989, De Saint 

Jean 1999, Baudouin 2004). L’imagerie in vivo –comme la microscopie confocale- associée à 

l’étude cellulaire ex vivo de la surface oculaire - grâce à la technique des empreintes 

conjonctivales - ont ainsi révélé que l’exposition au BAC induisait une surexpression de 

marqueurs de l’inflammation ainsi qu’une infiltration de la conjonctive par des cellules 

immunitaires. Néanmoins, l’origine d’une telle infiltration inflammatoire, qu’elle soit 

simplement secondaire à une destruction tissulaire, ou bien si spécifiquement liée à des 

propriétés proinflammatoires du BAC encore inconnues, n’est pas aujourd’hui établie.  

Les chimiokines sont des cytokines de faible poids moléculaire qui se lient à des récepteurs 

couplés aux protéines G (GPCR). Les premières chimiokines identifiées il y a une vingtaine 

d’années étaient initialement caractérisées par leur puissant effet chimioattractant sur 

certaines populations leucocytaires, conduisant à la migration et l’activation des cellules de 

l’immunité sur les sites inflammatoires (Wolpe 1989, Horuk 2001). Les systèmes 

chimiokines/récepteurs sont fondamentalement caractérisés par une importante redondance, 

i.e. l’affinité de chaque chimiokine pour plusieurs récepteurs et réciproquement. Leurs effets, 

ainsi que leur étude, sont donc intriqués et complexes. Certains d’entre eux dérogent 
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cependant à la règle, telle CX3CL1 (fractalkine) qui se lie à un unique GPCR spécifique : 

CX3CR1 (Bazan 1997, Imai 1997). Ses capacités d’attraction et d’activation de certaines 

sous-population leucocytaires, particulièrement les monocytes /macrophages et les 

lymphocytes NK, ont été mises en cause dans certaines pathologies inflammatoires ou 

dysimmunes comme la polyarthrite rhumatoïde, la dermatite atopique, l’encéphalopathie à 

VIH et l’athérosclérose (Rimaniol 2003, Combadiere 2003). En ophtalmologie, il a été 

récemment montré que le polymorphisme de CX3CR1 pourrait être en cause dans 

l’accumulation rétinienne microgliale au cours de la DMLA (Combadiere 2007), ainsi que 

dans le trafic des cellules dendritiques au niveau de la cornée (Chinnery 2008).  

Plus récemment, il a été mis en évidence qu’un certain nombre de systèmes 

chimiokines/récepteurs étaient impliqués dans des processus extra-immunitaires. Les 

chimiokines agissent de façon autocrine ou paracrine, c’est-à-dire dans l’environnement 

cellulaire immédiat. Elles sont ainsi en mesure d’assurer la communication intercellulaire et 

de réguler les interactions entre les cellules et le milieu extracellulaire dans leur 

environnement proche. D’une part, de nombreuses études dans le domaine des  neurosciences 

nous ont appris que certaines chimiokines jouent un rôle clé dans le développement du 

système nerveux, la régulation de l’environnement neuro-glial, la communication neuronale et 

la neuromodulation pré- et post-synaptique (Rostène 2011, Rostène 2007). D’autre part, il a 

été récemment montré que les chimiokines étaient impliquées dans la régulation de 

l’homéostasie tissulaire, depuis le contrôle de la viabilité cellulaire jusqu’au remodelage de la 

MEC.  

Ces observations posent aujourd’hui les fondements de modèles de contrôle tissulaire 

physiologiques, comme l’angiogénèse, ou pathologiques, comme la croissance tumorale, dans 

lesquels entrent en jeu les chimiokines. C’est le cas particulièrement de CXCL12, 

antérieurement appelé SDF-1, et de son principal récepteur CXCR4. Outre ses propriétés au 

sein du système immunitaire, CXCL12 joue un rôle spécifique dans le maintien de 

l’homéostasie des niches de cellules souche, dans la régulation de la MEC et dans la 

migration et la survie des cellules cancéreuses (Muller 2001, Lapidot 2005, Li 2008). 

Récemment, il a été démontré que le clivage de CXCL12 par des métalloprotéinases (MMPs) 

en une forme tronquée nommée SDF-1(5-67) était responsable de mort cellulaire par 

l’intermédiaire d’un autre GPCR, le CXCR3 (McQuibban 2001, Vergote 2006). Ainsi 

l’environnement extracellulaire, comme la composition de la MEC ou la présence de 

médiateurs de l’inflammation et de MMPs, pourrait conditionner la fonction de CXCL12 en 
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modifiant son affinité pour certains récepteurs, constituant ainsi une voie déterminante de 

régulation de la fonction d’homéostasie de cette chimiokine. 
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Les problèmes thérapeutiques rencontrés aujourd’hui dans le cadre de la maladie 

glaucomateuse soulèvent certaines interrogations. En premier lieu, on comprend aisément que 

la mise à jour des mécanismes cellulaires qui régissent la trabéculopathie glaucomateuse  

pourrait permettre d’ouvrir de nouvelles voies thérapeutiques spécifiques. Les altérations 

trabéculaires constatées au cours du glaucome –apoptose (Baleriola 2008), inflammation et 
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remaniement de la MEC - nous ont amenés à formuler l’hypothèse selon laquelle CXCL12, sa 

forme tronquée SDF-1(5-67), et certains GPCRs pourraient être impliqués dans cette 

trabéculopathie. Nous avons ainsi étudié l’axe CXCL12 sur tissus humains, sur lignées 

cellulaires immortalisées, ainsi que sur un modèle animal de glaucome, en recourant à 

l’utilisation d’antagonistes non-peptidiques spécifiques de certains GPCRs. 

En second lieu, nous avons souhaité étudier les mécanismes responsables de l’inflammation 

de la surface oculaire constatée au cours de traitement par des collyres antiglaucomateux 

contenant ou non du BAC. Des résultats précédents nous ont conduits à formuler l’hypothèse 

selon laquelle CX3CL1 pourrait être impliquée dans l’interaction cellulaire entre l’épithélium 

conjonctival exposé au BAC et certaines sous-populations leucocytaires. La chimiokine 

CX3CL1 a été étudié chez l’homme, sur lignées cellulaires immortalisées, ainsi que sur un 

modèle animal de toxicité oculaire chez des souris transgéniques KO pour son récepteur, le 

CX3CR1. 
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Le glaucome représente un groupe de neuropathies optiques progressives ayant en 

commun une dégénérescence progressive des cellules ganglionnaires de la rétine et de leurs 

axones, se traduisant par une excavation de la tête du nerf optique et par une atteinte du 

champ visuel. L’élévation de la PIO est le premier facteur de risque reconnu du glaucome. Ses 

fondements biologiques ainsi que les autres facteurs de risque impliqués dans cette affection 

ne sont cependant pas encore totalement élucidés (Weinreb 2004).  

En fonction de l’examen clinique ophtalmologique, de l’anatomie de l’angle irido-

cornéen, de l’aspect du nerf optique et de l’existence d’une atteinte du champ visuel de type 

glaucomateuse, les glaucomes sont classés en (European-Glaucoma-Society 2003): 

� Glaucomes congénitaux 

� Glaucomes à angle ouvert (GAO) : 

- Glaucomes primitifs à angle ouvert (GPAO) et hypertonie oculaire 

(HTO) . L’HTO correspond à une élévation de la PIO sans signe d’atteinte du 

nerf optique ou du champ visuel. Le GPAO est une neuropathie optique 

généralement précédée puis associée à une HTO. 

- Glaucomes secondaires à angle ouvert : ils peuvent être liés à des maladies 

oculaires (glaucome pseudo-exfoliatif, pigmentaire, uvéitique, traumatique, 

phaco-antigénique,…), iatrogènes (corticostéroïdes, post chirurgicaux,…), ou à 

des causes extraoculaires comme le glaucome par augmentation de la pression 

veineuse épisclérale.   

� Glaucomes à angle fermé: 

- Glaucomes primitifs à angle fermé. 

- Glaucomes secondaires à angle fermé. 

 

L’ensemble de nos travaux concerne le GPAO hypertensif qui représente aujourd’hui la 

grande majorité des patients glaucomateux dans nos pays et constitue un modèle de 

trabéculopathie primitive dont la physiopathologie demeure inconnue. 

��� �������	A	B�CD

Le glaucome est une cause majeure de cécité et représente un problème de santé publique au 

niveau mondial puisqu’il toucherait entre 67 et 90,8 millions d’individus (Weinreb 2000; 
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Villain 2005; Nduaguba  2006). Le GPAO est le plus fréquent des glaucomes en occident et 

en Afrique, où il représente, en fonction des régions et critères diagnostiques, 50 à 70% de 

l’ensemble des glaucomes. Dix pour cent des patients atteints de glaucome présenteraient une 

cécité bilatérale liée à cette neuropathie optique (Quigley 1996). Dans les pays développés, le 

GPAO représente l’une des trois premières causes de cécité avec la rétinopathie diabétique et 

la dégénérescence maculaire liée à l’âge (DMLA).  

La prévalence de la maladie est de 0,5 à 1% dans une population d’adultes de plus de 40 ans, 

en Europe et en Amérique du Nord. Ce chiffre contraste avec la fréquence de l’HTO 

atteignant 5 à 10% de la même population (Kahn 1980). La prévalence du glaucome 

augmente avec l’âge. Elle est variable chez les caucasiens selon les publications, de 1,8% 

dans l’étude Baltimore réalisée chez des caucasiens de plus de 60 ans (Sommer. 1991), à 3,4% 

dans l’étude Beaver Dam chez des patients de plus de 65 ans (Klein 1992). En France, le 

glaucome toucherait environ 1 200 000 personnes et l’on estime qu’à peu près la moitié des 

glaucomes n’est pas diagnostiquée (Bron 2006). 
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Le glaucome est une maladie neurodégénérative caractérisée par une dégénérescence 

progressive des cellules ganglionnaires rétiniennes par apoptose (Weinreb 2004). Les 

mécanismes précis qui déclenchent cette mort cellulaire ne sont pas encore élucidés, mais 

cette apoptose des cellules ganglionnaires de la rétine entraîne une excavation caractéristique 

de la tête du nerf optique et une atteinte du champ visuel. Plusieurs mécanismes sont 

probablement à l’origine de cette neuropathie optique, et il est très probable qu’ils 

interagissent à des degrés variables pour des individus différents (Mackenzie 2008). 

L’élévation de la PIO liée à une augmentation des résistances à l’élimination de l’humeur 

aqueuse de la chambre antérieure de l’œil demeure le principal facteur de risque du glaucome 

(Gordon 2002; Mansberger 2006). L’aspect des nerfs optiques et des champs visuels sont 

déterminés par le niveau de PIO et surtout par la tolérance des axones des cellules 

ganglionnaires à cette PIO ainsi qu’à ses fluctuations (Mackenzie 2008). La réponse des tissus 

de la tête du nerf optique au stress lié à une élévation de la PIO, outre des phénomènes 

mécaniques, impliquent des modifications vasculaires, une activation gliale et un remodelage 

tissulaire qui interagissent entre eux (Mackenzie 2008). De nombreuses études cliniques mais 
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aussi expérimentales ont montré le rôle possible d’anomalies du flux sanguin oculaire dans la 

neuropathie optique glaucomateuse (Mackenzie 2008). Le tissu glial comme les astrocytes et 

la microglie pourraient également avoir un rôle central dans la transformation du stress lié à 

l’augmentation de la PIO en une réponse cellulaire responsable d’un remodelage tissulaire. 

Des changements au niveau des molécules d’adhésion cellulaire, des cytokines, des facteurs 

neurotrophiques et des marqueurs du stress oxydant se produiraient de manière privilégiée au 

niveau de la glie et joueraient un rôle central dans la réponse biologique à ce stress mécanique 

(Hernandez 2000). Enfin, l’atteinte des cellules ganglionnaires rétiniennes pourrait également 

avoir une origine auto-immune (Wax 1998). 

�
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ABCBA DEF�����E��

Le trabéculum est une entité morpho-fonctionnelle complexe située au niveau de l’angle 

irido-cornéen, en avant de la racine de l’iris (Figure 2). Il s’agit d’une bande triangulaire dont 

le sommet antérieur s’insère sur l’anneau de Schwalbe et la base postérieure s’étend de 

l’éperon scléral à la racine de l’iris. Prolongeant l’endothélio-Descemet cornéen et parallèle 

au limbe scléro-cornéen, le trabéculum tapisse l’angle irido-cornéen sur la totalité de sa 

circonférence. C’est un tissu conjonctif lacunaire, composé d’un empilement de lamelles 

entourées de cellules endothéliales, situé en avant du mur interne du canal de Schlemm et 

formant des espaces intertrabéculaires de plus en plus minces en approchant de la lumière 

canalaire. Le trabéculum n’est pas vascularisé et sa nutrition est assurée par l’humeur aqueuse 

(Bechetoille 1997; Romanet 1998). L’analyse histologique décrit quatre constituants 

principaux du trabéculum:Le trabéculum cribriforme ou juxtacanaliculaire, le trabéculum 

scléral, le trabéculum uvéal et les procès ou trabécules iriens.  
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Le trabéculum cribriforme est la partie la plus externe du trabéculum et le principal site de 

résistance de l’écoulement de l’humeur aqueuse dans le glaucome à angle ouvert (GAO) 

(Bechetoille 1997; Romanet 1998). Il se situe entre le mur interne du canal de Schlemm et le 

trabéculum cornéo-scléral. Mesurant 5 à 10 µm, le trabéculum cribriforme est formé d’un 

tissu conjonctif lâche, sans stratification, et de deux à cinq couches de cellules endothéliales 

(dites trabéculaires) disposées de manière aléatoire, au sein d’une substance fondamentale ou 

matrice extracellulaire (MEC). Les cellules trabéculaires possèdent un cytoplasme riche en 

ribosomes et en appareils de Golgi, ainsi qu’une capacité importante de phagocytose par 

vacuolisation et de très nombreux récepteurs membranaires (Romanet 1998). 

�
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L’humeur aqueuse est le liquide qui remplit les chambres antérieures et postérieures de l’œil. 

Elle est le déterminant le plus important de la PIO. En outre, elle assure également une 

fonction métabolique nutritionnelle et d’élimination des déchets pour le cristallin, la cornée et 

le trabéculum (Bechetoille 1997; Romanet 1998). Formée à partir du plasma au niveau des 
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procès ciliaires du corps ciliaire, elle va être éliminée au niveau de l’angle irido-cornéen par la 

voie principale trabéculo-canaliculaire et par les voies accessoires uvéosclérales.   

��*�$�� 3%���+F��C��E#������������F��

L’humeur aqueuse provient du sang mais sa composition est bien différente, les deux liquides 

biologiques étant séparés par la barrière hémato-aqueuse. Celle-ci est constituée de 

l’ensemble des structures uvéales qui séparent le sang des capillaires iriens et ciliaires de 

l’humeur aqueuse.  

L’eau est le principal constituant de l’humeur aqueuse (99,6%). Parmi les autres constituants, 

certains ont des concentrations plus faibles que dans le sang:acides aminés, protéines de 

structure, enzymes, glucose, urée, acide urique, créatinine et bicarbonates; d’autres ont des 

concentrations plus élevées :sodium, chlorure, acide ascorbique, acide lactique; d’autres ont 

des concentrations voisines de celles du sang :potassium, calcium, phosphates.   

La formation de l’humeur aqueuse a lieu principalement au niveau des procès ciliaires qui 

sont au nombre de 70 à 80. Chaque procès ciliaire est centré sur une artériole, branche du 

grand cercle artériel de l’iris. Ils représentent le principal point de passage dans la BHA à 

l’origine de 90% du flux d’humeur aqueuse (Bechetoille 1997; Romanet 1998). Au niveau de 

l’épithélium ciliaire, plusieurs mécanismes physiologiques vont permettre aux éléments 

sanguins présents dans le stroma et les espaces intercellulaires de traverser la BHA afin de 

produire l’humeur aqueuse dans la chambre postérieure:ils impliquent de la diffusion simple, 

de la diffusion facilitée, de l’ultrafiltration, et du transport actif qui reste le mécanisme le plus 

important dans la formation de l’humeur aqueuse (Bechetoille 1997; Romanet 1998). 

Le débit d’humeur aqueuse serait de l’ordre de 2,75 µl/min (Brubaker 1991) ce qui 

correspond à un renouvellement de 1% par minute du volume qu’elle occupe dans le segment 

antérieur. Le renouvellement complet se faisant en moins de deux heures (Bechetoille 1997; 

Romanet 1998). La sécrétion d’humeur aqueuse n’est pas constante tout au long du 

nycthémère, elle dépend d’un rythme circadien avec une diminution du taux de sécrétion la 

nuit de l’ordre de 30% (1,50µl/mn), voire 50% (Bechetoille 1997; Romanet 1998; Blaise 

2005; Renard 2005). Le mécanisme précis de cette variation reste inconnu tout comme les 

facteurs exacts influençant la régulation de la sécrétion d’humeur aqueuse (Romanet 1998).  
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L’humeur aqueuse va être éliminée de la chambre antérieure au niveau de l’angle irido-

cornéen par deux voies (Romanet 1998). La voie principale trabéculo-canaliculaire, par le 
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trabéculum, le canal de Schlemm et ses canaux efférents, est responsable de 90 % de son 

évacuation. Les voies uvéosclérales sont des voies dites accessoires et représentent environ 

10% de l’évacuation de l’humeur aqueuse (Bechetoille 1997; Romanet 1998). 

Voie trabéculaire. L’élimination de l’humeur aqueuse par la voie principale trabéculaire 

nécessite son passage depuis la chambre antérieure de l’œil au travers du trabéculum uvéal, du 

trabéculum cornéo-scléral et du trabéculum juxtacanaliculaire ou cribriforme. L’humeur 

aqueuse passe ensuite dans le canal de Schlemm dont la paroi externe donne naissance à des 

canaux collecteurs efférents. Ces canaux s’anastomosent en un plexus veineux intrascléral 

profond puis épiscléral, pour enfin drainer l’humeur aqueuse dans les plexus veineux 

extraoculaires. Dans l’HTO et le GAO, c’est essentiellement le trabéculum cribriforme et 

l’endothélium du canal de Schlemm qui sont à l’origine de l’excès de résistance à 

l’écoulement de l’humeur aqueuse (Seiler 1985; Ethier 1986; Allingham 1992). 

Voie uvéosclérale. L’absence de barrière épithéliale au niveau de l’angle irido-cornéen, entre 

la chambre antérieure et le corps ciliaire, permet à l’humeur aqueuse d’entrer dans le corps 

ciliaire à travers la racine de l’iris et ainsi court-circuiter le trabéculum et le canal de 

Schlemm. L’humeur aqueuse peut ainsi passer de manière passive entre les faisceaux 

musculaires et gagner les espaces supra-ciliaires et supra-choroïdiens, et enfin la sclère 

(Bechetoille 1997; Romanet 1998). A l’extérieur de l’œil, l’humeur aqueuse est soit 

réabsorbée par les vaisseaux sanguins orbitaires, soit drainée par les vaisseaux lymphatiques 

de la conjonctive (Romanet 1998). Ces voies représentent 5 à 15% de l’élimination de 

l’humeur aqueuse, et en condition physiologique, le débit est estimé à 0,2 à 0,5 µl/min avec 

peu de variations induites par la PIO (Bechetoille 1997; Romanet 1998). L’élimination de 

l’humeur aqueuse par cette voie semble dépendre de l’état du muscle ciliaire, essentiellement 

sous influence sympathique. L’élimination d’humeur aqueuse augmente lorsque le muscle 

ciliaire se relâche ce qui élargit les espaces intramusculaires, et elle diminue lorsque le muscle 

ciliaire se contracte (Bechetoille 1997; Romanet 1998). Notons tout de même une très grande 

variabilité du débit uvéoscléral mesuré, dont la proportion s’étendrait de 4% à 54% de la 

filtration totale selon les études (Bill 1971, Toris 1995). 
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Relation entre PIO et renouvellement de l’humeur aqueuse.�Une pression est une force 

qui se répartit uniformément sur une surface. La PIO résulte de l’équilibre qui s’établit entre 

le contenu du globe oculaire et son contenant (Bechetoille 1997). L’humeur aqueuse reste le 

facteur déterminant essentiel de la PIO qui résulte de l’équilibre entre sa sécrétion et son 
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élimination. La relation entre ces facteurs détermine la PIO dans l’œil normal comme le 

résume parfaitement la formule de Goldmann (Bechetoille 1997): 

  

 PIO = (F/C) + Pve    (1) 

 

dans laquelle PIO est la pression intraoculaire en mm Hg, F est le débit de formation de 

l’humeur aqueuse exprimé en µl/min, C est le débit d’élimination exprimé en µl/min/mm Hg, 

et Pve représente la pression veineuse épisclérale exprimée en mm Hg. La résistance à 

l’évacuation de l’humeur aqueuse est l’inverse du débit d’élimination. Chez les caucasiens, la 

PIO moyenne a donc été définie comme la moyenne ± deux écarts-types, soit 15,2  ±  3,25 

mm Hg (Romanet 1998). De très nombreux facteurs, ethniques, génétiques, hormonaux, 

dynamiques, hémodynamiques ou encore biologiques peuvent influencer la PIO et confirment 

la complexité de sa régulation. 

�

Equation dynamique du renouvellement de l’humeur aqueuse. La dynamique de 

renouvellement de l’humeur aqueuse peut-être représentée par l’équation de Goldmann 

(Brubaker 2004) : 

  Fah = Fu + Ft    (2)     

 Fah [µl/min] :débit de synthèse de l’humeur aqueuse ; Fu [µl/min] :débit uvéoscléral ; et Ft 

[µl/min] :débit trabéculaire. 

   Ft = C × ( PIO – PEV)  (3) 

 C [µl/min/mmHg] :facilité à l’écoulement aqueux trabéculaire ; et PEV [mmHg] :pression des veines 

épisclérales. La facilité de l’écoulement à l’humeur aqueuse chez l’homme varie de 0,1 à 0,4 µl/min/mmHg.  

�
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Peu de choses sont connues concernant les altérations morphologiques et fonctionnelles du 

trabéculum dans le GPAO. Les études anatomopathologiques précédemment publiées par 

notre équipe et d’autres (Figure 3) ont montré : 
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•  Une raréfaction des cellules trabéculaires (probablement liée à une apoptose) 

•  Une altération des jonctions intercellulaires 

•  Un remodelage des fibres de collagène au sein de la MEC 

•  Une discrète infiltration tissulaire par des cellules inflammatoires (inconstante) 

 

De façon générale, les modifications trabéculaires au cours du glaucome ressemblent à une 

dégénérescence tissualaire liée à l’âge et associent un remodelage et une accumulation de 

MEC à une diminution de la cellularité trabéculaire (Alvarado 1984, Rohen 1993, Grierson 

1987). Les cellules trabéculaires présentent des propriétés phagocytiques et régulent la 

composition de la MEC en synthétisant des MMPs ainsi que des glycosaminoglycanes, 

particulièrement des chondroïtine-sulfates (Sherwood 1988, Hernandez 1987). Ainsi, la perte 

de cellules trabéculaires serait associée à des altérations morphologiques trabéculaires comme 

l’amincissement/fusion tissulaires et l’accumulation de MEC dans l’endothélo-Schlemm 

(Alvarado 1984). Il a été précédemment démontré que certaines cytokines –comme le TNF-�, 

l’IL-1 �, ou le TGF-�1/2 – pouvaient modifier ces fonctions cellulaires (Fuchshofer 2003, 

Wordinger 98, Samples 1993). Parallèlement, les stress hyperbare ou oxydatif influenceraient 

aussi la synthèse protéique des cellules trabéculaires (Li 2007). Au cours du glaucome, des 

concentrations anormalement élevées de certaines MMPs –MMP-2 et MMP-3 

particulièrement-, de TNF-�, et de TGF-�2 au sein du tissu trabéculaire ont été retrouvées 

(Acoot 2008, Alexander 2001, Hosseini 2006).  

 

Il est important de noter qu’une apoptose trabéculaire a été détectée de façon significative au 

sein des trabéculums de patients atteints de glaucome, ce phénomène apparaissant comme 

spécifique du GPAO comparativement aux autres types de glaucome (Baleriola 2008). 

Néanmoins, les mécanismes initiaux conduisant à cette mort cellulaire demeurent encore mal 

connus. Seuls les effets du stress oxydatif ont été largement étudiés (De La Paz 1996, Sacca 

2007, Frenandez-Durango 2008). Il a été ainsi observé qu’une surexpression des espèces 

réactives de l’oxygène au sein du trabéculum entrainait une perte de fonction trabéculaire 

associée à une élévation de la résistance à l’écoulement et de la PIO (Caballero 2003, Luna 

2009, Izzotti 2006, Sacca 2008, Ohia 2005). Au niveau cellulaire, ce stress oxydatif conduirait 

à une dégénérescence par accumulation de débris intracellulaires en relation avec une perte de 

fonction du protéasome (Babizhayev 1989, Zanon-Moreno 2008, Gasiorowskia 2009, 

Caballero 2003, Luna 2009). Ainsi, une sous-expression du gène miR-29b –lié à la synthèse 
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de certains composants de la MEC- ainsi qu’un variant de GSTM1 –gène mitochondrial 

impliqué dans la défense oxydative – ont été incriminés dans la physiopathologie de la 

dégénérescence trabéculaire (Luna 2009, Izzotti 2010). Notons enfin que la surexpression du 

TGF-�2 retrouvée dans le segment antérieur des patients glaucomateux pourrait participer à la 

trabéculopathie, cette molécule étant largement impliquée dans les réactions de fibrose 

tissulaire (Fuchshofer 2009) ainsi que la peroxydation lipidique et la production d’espèces 

réactives de l’oxygène (Yu 2010). 

. 

 

 

Normal Trabecular meshwork POAG Trabecular meshwork

• Low trabecular cell density
• Extracellular matrix remodeling

Trabéculum sain Trabéculum glaucomateux
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L’étude de la fonction trabéculaire chez l’homme demeure complexe et limitée par 

l’imprécision des méthodes de mesure in vivo actuelles. Cependant, le recours à la 

fluorophotométrie in vivo a permis de mieux étudier la dynamique du renouvellement de 
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l’humeur aqueuse au cours du GPAO ( Toris J Glaucoma 2007, Lim 2008). Les modifications 

rapportées sont : 

•  La diminution progressive du volume de la chambre antérieure avec l’âge, 

indépendante de la PIO 

•  L’absence de variation de synthèse d’humeur aqueuse 

•  La diminution du débit de filtration trabéculaire, retrouvée systématiquement en cas 

de GPAO, et directement proportionnelle à l’élévation de la PIO 

 

Enfin, le débit de la voie uvéosclérale, toujours évalué de façon indirecte, serait normal ou 

diminué en cas de GPAO. 
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Le développement de modèles animaux d’HTO et de glaucome constitue encore aujourd’hui 

un des enjeux majeurs de la recherche expérimentale dans cette pathologie. La mise au point 

de modèles fiables est nécessaire à la compréhension de la physiopathologie comme à 

l’évaluation du potentiel thérapeutique de nouvelles molécules.  

Le modèle idéal devrait remplir les critères suivants : 

•  La robustesse, garante de l’obtention d’une HTO élevée et stable dans le temps 

•  L’efficacité, qui correspond ici à l’obtention d’une proportion élevée 

d’animaux malades suite à la procédure expérimentale 

•  La reproductibilité intra-opérateur (dans le temps) et inter-opérateur, qui 

implique souvent la mise au point de protocoles simples et réalisables en 

routine. 

•  L’obtention d’un phénotype morpho-fonctionnel se rapprochant le plus de la 

pathologie humaine. 
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Différentes stratégies permettent d’aboutir à une HTO chez l’animal. Il est possible de réaliser 

soit une obstruction trabéculaire, soit une obstruction d’aval au niveau épiscléral, soit les deux 

(Tableau 1).  

Pendant de nombreuses années, les études ont assumé empiriquement l’interchangeabilité de 

ces modèles. Aujourd’hui, l’amélioration des méthodes d’imagerie –comme l’OCT de 

segment antérieur et l’UBM- et le recours à de nouveaux traceurs de fonctionnalité 

trabéculaire, permettent de mieux appréhender l’existence de différences fondamentales parmi 

ces modèles. 
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Modèle 
Niveau 

d’obstruction Caractéristiques Références 

Souris DBA/2j 

Obstruction 
trabéculaire par 

dispersion 
pigmentaire 

(atrophie 
irienne) 

•  Modèle de glaucome 
pigmentaire obstructif 

•  Faible HTO 

•  Variabilité élevée 

Chang et al. Nat Genet 
1999 

John et al, IOVS 1998 

Reichstein et al, Exp eye 
Res 2007 

Inman et al, IOVS 2006 

Photocoagulation 
trabéculaire 

(rongeurs, singe) 

Obstruction 
trabéculaire par 
photodestruction 

•  Efficacité élevée chez le 
singe 

•  Espèce animale 
contraignante 

•  Pas d’étude possible de 
la physiopathologie 
trabéculaire (destruction 
physique directe) 

 

Ghasterland et al. IOVS 
1974 

Radisu et al. ARch Ophth 
1984 

Zhang et al, exp eye res 
2009 

Levkovitch-Verbin et al, 
IOVS 2002 

Ueda et al, Jpn J 
Ophthalmol 1998 

Obstruction 
trabéculaire par 

microbilles 

(rat, singe) 

Obstruction 
trabéculaire 

•  Efficacité pour l’HTO 
aigüe 

•  Variabilité à moyen 
terme 

•  Etude morphologique du 
trabeculum altérée par la 
présence des billes 

Weber et al. J 
NeuroScience methods 

2001 

Urcola et al, Exp eye Res 
2006 
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Injection 
épisclérale de 

sérum 
hypertonique 

(rat) 

Obstruction 
épisclérale ET 

destruction 
trabéculaire 

•  Altérations 
morphologiques 
importantes 
(élargissement de la CA 
et destruction des procès 
ciliaires) 

Morrison et al, exp eye 
Res 1997 

Guo et al, IOVS 2005 

Occlusion des 
veines 

épisclérales  par 
ligature ou 

cautérisation 
(rat) 

Obstruction 
épisclérale 

(voie 
trabéculaire ± 

voie 
uvéosclérale) 

•  Obtention d’une HTO 
prolongée dans le temps 
(variable selon les 
auteurs) 

•  Morphologie du 
segment antérieur 
préservée et comparable 
à celle du GPAO 

Garcia-Valenzuela et al, 
Exp eye Res 1995 

Park et al, J Ocul 
Pharmacol Ther 2008 

Yu et al, Exp eye Res 
2008 

Nissirios et al, IOVS 2008 

Danias et al, exp eye Res 
2006 

 

Nous avons donc choisi le modèle de glaucome induit par cautérisation des veines épisclérales 

car il présente de nombreuses similarités avec celui de l’homme :(i) la cautérisation des veines 

entraine une élévation de la PIO stable et prolongée sur plusieurs mois ; (ii) il n’y a pas 

d’intervention directe sur le trabéculum et les structures intraoculaires ; (iii) l’anatomie du 

segment antérieure n’est pas modifiée, de façon similaire à ce qui est observé dans le GPAO 

humain ; (iv) l’anatomie oculaire du rat présente des structures antérieures plus proches de 

celles de l’œil humain que la souris. ; et (v) l’élévation induite de la PIO s’accompagne d’une 

dégénérescence progressive des cellules ganglionnaires retiennes, de façon identique à ce qui 

est observé chez l’homme atteint de GPAO. 
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Le modèle expérimental d’HTO par cautérisation des veines épisclérales a été décrit pour la 

première fois par Garcia-Valenzuela et al en 1995. La procédure chirurgicale sous anesthésie 

générale et microscope opératoire consiste à réaliser une ouverture conjonctivale au limbe 

dans les cadrans supéro-temporal, supéro-nasal et inféro-nasal, suivie d’une dissection 

conjonctivo-sclérale avec repérage des muscles oculomoteurs. Les veines épisclérales –une 

veine par cadran en général- sont alors identifiées, isolées des plans profonds par dissection, 
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puis cautérisées par électrocoagulation bipolaire jusqu’à l’obtention d’un moignon turgescent 

signant un obstacle total au retour veineux.  

Dans nos études, nous avons choisi de repérer en outre la totalité des veines épisclérales afin 

de contrôler la variabilité de vascularisation interindividuelle. Ainsi, si des veines épisclérales 

surnuméraires étaient repérées, elles étaient à leur tour cautérisées. Immédiatement après la 

procédure, un œdème cornéen transitoire lié à l’élévation brutale de la PIO était constaté, la 

cornée recouvrant sa transparence en trois jours environ. Afin de minimiser les biais 

expérimentaux, la procédure chirurgicale était  répétée de la même façon dans l’œil contrôle 

controlatéral jusqu’à l’étape de dissection vasculaire, les veines n’étant alors pas cautérisées. 
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Pression intraoculaire. L’effet hypertonisant de la procédure à un mois est obtenu dans 80% 

des cas. Dans chaque série réalisée, la variabilité interindividuelle de l’HTO expérimentale -

identifiée par l’écart-type- tend à se réduire puis se stabiliser dans le temps deux semaines 

après la procédure. Les rats ne présentant pas d’HTO significative ont été exclus à l’issue de 

cette période. 

Segment antérieur. Peu de choses sont connues sur le segment antérieur des modèles 

expérimentaux d’HTO. Par imagerie ultrasonore à haute-fréquence in vivo (UBM), il a été 

montré que la cautérisation des veines épisclérales n’induisait pas de variation morphologique 

des différents éléments du segment antérieur -en particulier la profondeur de chambre 

antérieure, l’ouverture de l’angle irido-cornéen et la taille des corps ciliaires- contrairement à 

l’injection intraveineuse de sérum hypertonique (Nisirios 2008). Cette absence de 

modifications anatomiques est comparable à ce qui est observé chez l’homme en cas de 

GPAO. 

L’étude histo-pathologique du segment antérieur n’a jamais été décrite quel que soit le modèle 

d’HTO expérimentale. Des résultats préliminaires de notre équipe semblent indiquer qu’il se 

produit un phénomène  d’apoptose retardée des cellules trabéculaires, environ une semaine 

après la procédure chirurgicale, qui persiste ensuite de façon constante. Nos études de 

filtration trabéculaire in vivo confirment un ralentissement du turn-over aqueux lié à une 

augmentation de la résistance trabéculaire à l’écoulement sans modification de la synthèse de 

l’humeur aqueuse. 
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Dégénérescence neuro-rétinienne. De nombreuses études ont confirmé que l’HTO 

expérimentale obtenue par cautérisation des veines épisclérales induisait une atrophie neuro-

rétinienne identique à celle retrouvée chez l’homme en cas de GPAO (Guo 2005, Danias 

2006, Urcola 2006, Wu 2007, Park 2008). Ces études ont ainsi rapporté l’induction d’une 

apoptose des cellules ganglionnaires, un remodelage de la MEC et la synthèse de facteurs 

neurotrophiques et de médiateurs de l’inflammation. De façon comparable, nous avons 

observé une apoptose des cellules ganglionnaires en cas d’hypertonie induite. Néanmoins, 

l’étude de la dégénérescence ganglionnaire nécessiterait un suivi de plusieurs mois pour 

l’analyse de l’atrophie neuro-rétinienne secondaire. 

�
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L’objectif du traitement du glaucome est de maintenir la fonction visuelle et la qualité de vie 

des patients à un coût abordable (European-Glaucoma-Society 2003). Dans cette notion de 

coût interviennent les effets secondaires, les inconvénients liés aux traitements ainsi que et la 

composante financière pour l’individu et la société (European-Glaucoma-Society 2003).  

Le seul traitement aujourd’hui disponible et cliniquement efficace pour prévenir le 

développement ou ralentir l’évolution d’un glaucome chez un patient présentant une HTO 

consiste à faire baisser la PIO (European-Glaucoma-Society 2003) afin d’obtenir une PIO dite 

« cible ». Cette PIO cible correspond à la PIO moyenne obtenue sous traitement permettant de 

ralentir la progression ou de prévenir l’apparition des déficits glaucomateux (European-

Glaucoma-Society 2003). Le choix du traitement du glaucome ou de l’HTO est fait en 

fonction du patient, de son glaucome et des bénéfices et risques attendus de la thérapeutique 

choisie. L’arsenal thérapeutique pour diminuer la PIO comporte actuellement des traitements 

médicaux avec des collyres antiglaucomateux et des traitements chirurgicaux :le laser ou la 

chirurgie filtrante. Seuls les collyres antiglaucomateux hypotonisants seront envisagés dans 

cette thèse. 
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�-bloquants.�Les �-bloquants réduisent la PIO en diminuant la synthèse d’humeur aqueuse. 

(Costa 2003; van der Valk. 2005). Ils agissent en bloquant les récepteurs �2 des cellules non 
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pigmentées de l’épithélium ciliaire des procès ciliaires et, par conséquent, inhibent la 

production d’humeur aqueuse qui a lieu normalement lors de la stimulation de ce récepteur 

(Costa 2003).  

Inhibiteurs de l’anhydrase carbonique. Il existe actuellement deux inhibiteurs de l’anhydrase 

carbonique en collyre, le dorzolamide et le brinzolamide. L’anhydrase carbonique est une des 

enzymes majeures impliquées dans la formation d’humeur aqueuse (Pfeiffer 1997). Les 

inhibiteurs de l’anhydrase carbonique agissent donc par diminution de la production d’humeur 

aqueuse. La réduction de la PIO obtenue après instillation de ces molécules est comprise entre 

15 et 20% (van der Valk 2005).  

Agonistes adrénergiques. Il existe des agonistes adrénergiques non sélectifs (épinéphrine et 

dipivéphrine) qui agissent sur les récepteurs �1, �2 et �2 adrénergiques, et des agonistes 

sélectifs des récepteurs �2 (brimonidine et apraclonidine). Au niveau de l’œil, les récepteurs 

�1 sont responsables de la vasoconstriction, de la mydriase, de la rétraction des paupières. Les 

récepteurs �2 sont responsables de la baisse de la PIO en diminuant la sécrétion d’humeur 

aqueuse mais aussi en facilitant son élimination par la voie uvéosclérale et trabéculaire (Potter 

1990). La baisse de la PIO obtenue après instillation d’agonistes adrénergiques est comprise 

entre 15 et 25%. (European-Glaucoma-Society 2003; van der Valk 2005).  
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Voie uvéosclérale :analogues des prostaglandines et prostamides. Les analogues des 

prostaglandines (latanoprost, travoprost, tafluprost et unoprostone) et les prostamides 

(bimatoprost) diminuent la PIO en augmentant l’élimination uvéosclérale de l’humeur 

aqueuse (Alexander 2002). Leur mode d’action exact n’est pas encore totalement élucidé mais 

ils pourraient agir par induction de facteurs de transcription nucléaires et par une 

augmentation de la biosynthèse des MMP, provoquant une réduction de la MEC et 

l’élargissement des espaces interfibrillaires diminuant la résistance du muscle ciliaire, et par 

conséquent, entraînant l’augmentation de l’élimination uvéosclérale d’humeur aqueuse�

(Weinreb 2002). Les analogues des prostaglandines et les prostamides sont actuellement les 

molécules hypotonisantes les plus efficaces, avec une baisse de la PIO comprise entre 20 et 

35%�(European-Glaucoma-Society 2003; van der Valk 2005).  

Voie trabéculaire :myotiques. Les agonistes cholinergiques (ou parasympathomimétiques) 

représentent la classe thérapeutique la plus ancienne dans le traitement du glaucome et de 

l’HTO. La principale molécule de cette classe thérapeutique est la pilocarpine qui agit par une 
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action directe sur la contraction du muscle longitudinal du corps ciliaire facilitant 

l’élimination de l’humeur aqueuse par la voie trabéculaire. La pilocarpine n’agit donc pas 

directement sur la trabéculopathie, mais elle ouvre anatomiquement l’angle irido-cornéen, 

offrant ainsi le maximum de surface filtrante au contact de l’humeur aqueuse. Elle est donc 

inefficace en cas de dysfonction trabéculaire importante. Son efficacité en terme de baisse 

pressionnelle est comprise entre 20 et 25% (van der Valk 2005).  
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L’extrême complexité d’interprétation des données concernant l’efficacité réelle des 

traitements hypotonisants actuels est liée à de multiples obstacles méthodologiques :(i) la 

nécessité d’analyser de très larges cohortes de patients sur une longue période, (ii) la diversité 

des séquences thérapeutiques mises en œuvre –pour l’initiation du traitement comme pour ses 

adaptations ultérieures-, (iii) les problèmes d’adhérence thérapeutique difficiles à évaluer qui 

grèvent l’efficacité thérapeutique réelle, et (iv) la variabilité des critères d’évaluation de la 

maladie selon les études.  

Les grandes études cliniques prospectives et multicentriques nous ont cependant apporté les 

preuves de la nécessité de réduire l’HTO afin de diminuer le risque d’apparition ou de 

développement de la maladie glaucomateuse. Concernant les limites d’efficacité des 

traitements actuels, deux études -l’OHTS et l’EGPS- ont démontré un risque d’apparition de 

neuropathie glaucomateuse de 4,4% et 13,4% respectivement chez des patients traités pour 

une HTO isolée versus 9% et 14% chez les patients non traités. Au sujet des patients 

présentant initialement une neuropathie glaucomateuse associée à une HTO, l’EMGT et la 

CNTG ont démontré un risque de progression de la maladie de 45% et 20% respectivement 

chez les patients traités versus 60% chez les patients non traités.  

Tout en apportant la preuve d’une nécessaire réduction de la PIO, ces études montrent aussi 

qu’une certaine proportion de patients échappe aux traitements médicaux actuels. En pratique 

clinique, nous sommes fréquemment amenés à prendre en charge des patients traités 

initialement stabilisés dont la neuropathie et l’HTO progressent à nouveau. Ces cas de figure 

conduisent à l’association progressive de deux, trois voire quatre traitements hypotonisants, 

puis à la réalisation d’un traitement par laser ou chirurgie, la pathologie échappant alors à tout 

traitement médical. Ce phénomène d’échappement pourrait trouver une explication dans le 

fait que les traitements actuels ne ciblent pas la trabéculopathie glaucomateuse initiale. Ainsi, 
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nous avons constaté que les trabéculum des patients ayant nécessité une chirurgie filtrante 

présentent une raréfaction extrême des cellules trabéculaires associée à un remaniement de la 

MEC, signant une altération anatomo-fonctionnelle majeure du trabéculum. La 

compréhension des mécanismes physiopathologiques qui sous-tendent cette trabéculopathie 

pourrait permettre d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques visant directement les 

dysfonctions trabéculaires originelles.  
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La surface oculaire est une entité morphofonctionnelle à part entière qui constitue l’interface 

entre le milieu extérieur et l’œil. La surface oculaire comprend les paupières, le film lacrymal 

et les glandes lacrymales, la conjonctive et la cornée. La surface oculaire assure deux 

principales fonctions : 

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

organisation tissulaire, le maintien de son homéostasie, et ses capacités immunitaires. 

� une fonction visuelle en assurant la transmission de la lumière vers les milieux internes.  

La surface oculaire représente une étape de passage obligatoire pour tous les traitements 

locaux qui ciblent des structures plus internes comme l’humeur aqueuse, le trabéculum, les 

procès ciliaires, voire la choriorétine. Ainsi, la surface oculaire, particulièrement la 

conjonctive, peut modifier l’effet thérapeutique des médicaments utilisés dans la maladie 

glaucomateuse. Réciproquement, les différents traitements antiglaucomateux administrés en 

topique peuvent modifier de façon importante et prolongée l’organisation cellulaire et la 

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

conservateurs comme nous l’envisagerons plus loin.   

$�*���� @�F�BEB����C��E���B�1B�������

La conjonctive est une membrane muqueuse spécifiquement impliquée dans les interactions 

entre la surface oculaire et les collyres antiglaucomateux. Elle sécrète le mucus essentiel à la 

stabilité du film lacrymal et à la transparence cornéenne. Très richement vascularisée et 

infiltrée de cellules immunocompétentes, elle joue un rôle immunitaire primordial. 
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Epithélium. L’épithélium conjonctival est de type pluristratifié composé de 2 à 8-10 couches 

de cellules selon la localisation. Comme dans toutes les muqueuses, l’épithélium comporte 

des cellules en position basale, elles sont cubiques à noyau ovale réparties sur une seule 

couche reposant sur une membrane basale, et des cellules superficielles de formes variables 

en fonction de la localisation au sein de la conjonctive. Les cellules superficielles présentent 

des microvillosités de surface mais celles-ci sont moins importantes comparées aux cellules 

cornéennes superficielles.  Dans les zones ou l’épithélium conjonctival est plus épais, au 

limbe et au fornix par exemple, il existe également des cellules intermédiaires dont le nombre 

de couches varie. Notre équipe a largement démontré que les cellules épithéliales étaient 

directement impliquées dans de nombreuses réactions biologiques, particulièrement dans les 

processus inflammatoires et apoptotiques (Brignole 1998; Baudouin 2001; Brignole-

Baudouin 2004). L’épithélium conjonctival contient 1 à 2 millions de cellules à mucus – ou 

mucocytes, ou cellules caliciformes- réparties de façon inégale sur la conjonctive, la plus forte 

densité se rencontrant au niveau des parties bulbaires et nasales. Ces cellules jouent un rôle 

particulièrement important dans les pathologies de la surface oculaire et la perte de ces 

cellules est considérée par de nombreux auteurs comme un indicateur sensible mais peu 

spécifique de troubles chroniques de la surface oculaire (Kinoshita 1983; Nelson 1984). 

�Stroma. Le stroma conjonctival est situé sous l’épithélium et en est séparé par la lame 

basale. Sa couche superficielle est une trame conjonctive fine et infiltrée de nombreux 

éléments cellulaires, essentiellement des lymphocytes, des monocytes et des mastocytes. La 

couche profonde fibreuse est formée de trousseaux denses de fibres collagènes entremêlées de 

fibres élastiques. L’infiltration de cellules immunitaires associée à la richesse du réseau 

vasculaire conjonctival – par opposition à la cornée- explique la rapidité de déclenchement et 

l’importance des réactions inflammatoires qui s’y déroulent. 
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 La conjonctive est à la fois un tissu de revêtement exerçant un rôle de protection mécanique 

et une véritable barrière défensive, remplie de cellules immunitaires, prêtes à capter puis à 

détruire l’agresseur. Ces défenses immunitaires s’exercent à la fois au niveau de l’épithélium 

et du stroma. 

Défense conjonctivale. Sur le plan immunologique, l’épithélium conjonctival possède un 



 

���

�

réseau dense de cellules immunitaires intraépithéliales présentatrices d’antigènes:les cellules 

de Langerhans ou cellules dendritiques (Figure 4). La densité de celles-ci est estimée à 250 à 

300 par mm2 chez l’homme au niveau de la conjonctive limbique�(Bora 1993). Ces cellules 

émettent des prolongements fins et multiples, et se déplacent entre les cellules épithéliales en 

fonction de l’état inflammatoire local. En cas d’inflammation de surface, leur densité 

augmente considérablement et une importante migration vers la superficie conjonctivale peut 

être observée. Il n’y a que peu d’études sur l’immunophénotypage des cellules dendritiques 

oculaires humaines (Baudouin 1997). Les cellules de Langerhans expriment à leur surface des 

antigènes de classe II du CMH et l’antigène CD1a de façon constitutive, ce qui les rend 

potentiellement actives immunologiquement (Philipp 1991; Baudouin 1997).  
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L’épithélium conjonctival contient aussi des lymphocytes intraépithéliaux, essentiellement en 

position basale. Il s’agit surtout de lymphocytes de type T, majoritairement CD3+/CD8+  

(rapport CD4/CD8 d’environ 0,3), à l’inverse de la répartition lymphocytaire du stroma sous-

épithélial (Hingorani 1997). L’épithélium conjonctival joue un rôle dans le système de 

défense immunologique de la surface oculaire. En effet, en cas d’inflammation, les cellules 

épithéliales surexpriment ICAM-1 (Intercellular adhesion molecule-1), molécule d’adhésion 

qui en se liant au LFA-1 des lymphocytes et des cellules phagocytaires permet leur migration 

à travers l’épithélium (Abu el-Asrar 1996; Gill 1997). L’interféron � (IFN�) semble induire 

cette expression d’ICAM-1 en cas d’inflammation locale (Bouchard 1996). Les cellules 

épithéliales, également sous l’effet de l’IFN�, expriment les antigènes de classe II HLA-DR 
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(Human leukocyte antigen-DR), qui leur confèrent des propriétés d’immunocompétence 

propre. L’expression de ces marqueurs peut être analysée et quantifiée sur des biopsies ou des 

empreintes conjonctivales, et constitue un test diagnostique d’inflammation (Baudouin 1997). 

Cette expression est ainsi retrouvée chez les patients glaucomateux multitraités. Les cellules 

épithéliales synthétisent également des cytokines qui jouent probablement un rôle 

d’amplification des réactions inflammatoires locales. L’IL-1 (Interleukine-1), IL-6 ou l’IL-8 

sont présentes à l’état normal dans les cellules épithéliales. Leur synthèse est également 

augmentée chez les patients glaucomateux traités au long cours (Baudouin 2004).  

Privilège immunitaire cornéen. Contrairement à la conjonctive, la cornée n’est 

paradoxalement que très peu défendue par le système immunitaire. Si les structures du limbe 

contiennent un contingent de cellules de Langerhans en connexion avec les cellules 

immunitaires du stroma conjonctival, les cellules dendritiques représentent les seules cellules 

immunocompétentes de la cornée, où elles sont visibles dans les couches basales de 

l’épithélium périphérique (Klareskog  1979; Pels 1984). Notons enfin que le caractère 

avasculaire spécifique de la cornée préserve celle-ci de toute migration immunitaire.  

 

�BCB� *�&������E���%�����F��&���������E����E ����0����F��$�����F�

$�*�$�� (B�F��������F�

Les conservateurs sont un des composants majeurs des collyres, utilisés pour préserver la 

stérilité mais aussi parfois pour stabiliser le composant actif dans les flacons de collyres 

multidoses. Sans conservateur, le contenu d’un flacon multidose utilisé deux fois par jour est 

habituellement contaminé en 1 à 2 semaines (Schein 1992). Il existe un grand nombre de 

conservateurs utilisés en association avec un ou plusieurs principes actifs dans les collyres. 

On les distingue habituellement par leur mode d’action:chimique, antioxydant ou complexant 

afin de renforcer l’action d’autres conservateurs. 

Chlorure de benzalkonium. Nos études concernent le BAC, conservateur principal qui entre 

dans la composition de la quasi-totalité des collyres antiglaucomateux, à une concentration 

variant de 0,004 à 0,02 %. C’est un mélange d’ammoniums quaternaires benzylés et 

diméthylés. De par sa structure, ce conservateur est un composé bipolaire, très hydrosoluble, 

ayant des propriétés tensioactives. Sa chaîne carbonée est longue et peut varier de C8 à C18. 

Son pouvoir bactéricide rapide est augmenté en milieu alcalin à 37°C. Cette action est liée aux 
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propriétés électrostatiques de la molécule qui peut pénétrer à l’intérieur de la membrane de la 

bactérie, entraînant ainsi sa destruction. Ces propriétés bactéricides escomptées sont en 

contrepartie associées à des effets cytotoxiques délétères au niveau de la surface oculaire 

(Gasset 1974; Burstein 1980; Tripathi 1992). Le BAC possède également des propriétés 

surfactantes, par lesquelles il dissout la phase lipidique du film lacrymal. L’effet dessiccatif et 

cytotoxique des ammoniums quaternaires est lié à la destruction du noyau ou de la chaîne 

latérale des dérivés méthylés qui libère une mono- ou une  diméthylamine. Parfaitement 

connue depuis longtemps, la cytotoxicité du BAC a été utilisée au départ pour améliorer la 

pénétration du principe actif dans la chambre antérieure. Les études de plus en plus 

nombreuses comparant l'efficacité des collyres antiglaucomateux en fonction de la présence 

ou non d’un conservateur ont néanmoins conclu à l'absence de différence significative.  
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Toxicité clinique. Les effets secondaires des traitements antiglaucomateux et de leurs 

conservateurs dépendent essentiellement de la durée du traitement, du nombre d’instillation, 

et de l’état initial de la surface oculaire. Ils vont de l’inconfort oculaire jusqu’à des atteintes 

possiblement cécitantes de la surface oculaire. Le rôle majeur du BAC dans la genèse des 

effets secondaires observés au niveau de la surface oculaire des patients glaucomateux a été 

largement démontré (Tableau 2) que ce soit au niveau du film lacrymal, de la cornée ou 

encore de la conjonctive (Levrat 1998; Pisella 2002; Asbell  2005; Baudouin 2008).  

Dans une étude portant sur plus de 9600 patients, plus de 40% des patients traités pour un 

glaucome ou une HTO présentaient des symptômes d’atteintes de la surface oculaire comme 

des douleurs ou un inconfort à l’instillation, des sensations de corps étranger, des brûlures ou 

démangeaisons, des sensations d’œil sec, et plus de 20% des signes cliniques à type de 

blépharites, d’hyperhémies conjonctivales ou de kératites� (Jaenen 2007). L’ensemble de ces 

signes était significativement plus fréquent chez les patients exposés aux conservateurs. Plus 

récemment, Leung et al., ont analysé 101 patients atteints de glaucome chronique à angle 

ouvert ou d’HTO (Leung 2008). Plus de la moitié des patients ont rapporté des symptômes 

dans un œil au moins, avec une atteinte sévère chez 27% d’entre eux. La fréquence des 

lésions de la surface oculaire doublait en cas de traitement avec conservateur. Les symptômes 

des maladies de la surface oculaire peuvent être très gênants et parfois sévères, affectant la 

qualité de vie des patients mais aussi leur capacité à travailler� (Miljanovic 2007). Ils ont 

également un effet direct sur l’efficacité des traitements antiglaucomateux car ils diminuent 

l’observance et l’adhérence thérapeutiques. Après l’oubli et les erreurs d’administration, les 
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effets secondaires liés au traitement du glaucome seraient la troisième cause de mauvaise 

observance (Chawla 2007). 
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Toxicité ex vivo.  Quelques études ont évalué les effets des traitements du glaucome sur la 

conjonctive à partir de biopsies réalisées au moment de la chirurgie du glaucome. Certains 

retrouvaient une infiltration lymphocytaire et macrophagique accrue chez les patients 

multitraités au long cours (Broadway 1994). Sherwood et al ont observé une augmentation de 

la densité en macrophages, mastocytes, lymphocytes intra et sous-épithéliaux, et de 

fibroblastes dans la conjonctive (Sherwood 1989). L’intensité de cette réponse inflammatoire 

serait proportionnelle au nombre et à la durée d’utilisation de collyres antiglaucomateux 

(Ariturk 1996). Baudouin et al. ont comparé la conjonctive mais aussi le trabéculum de 

patients traités au long cours par rapport à des sujets normaux. Parmi les patients multitraités, 

92% des prélèvements conjonctivaux et 87% des prélèvements trabéculaires montraient une 

infiltration de cellules inflammatoires et fibroblastiques. Parmi les patients sous 

monothérapie, 63% des prélèvements conjonctivaux et 40% des trabéculums étaient 

pathologiques (Baudouin 1999).  

Moins invasive que la biopsie conjonctivale, la technique des empreintes conjonctivales en 

cytologie classique a aussi permis d’évaluer les effets conjonctivaux des traitements 

antiglaucomateux sur la conjonctive, rapportant une métaplasie conjonctivale accrue associée 

à une raréfaction des cellules à mucus chez les patients traités au long cours par des collyres 

conservés (Brandt 1991; Herreras 1992; Yalvac 1995; Turacli 1997; Arici 2000). Aucune 

différence n’a néanmoins été observée entre les différents traitements dans la plupart de ces 

études. Le petit nombre de patients dans chaque groupe (20 à 40 le plus souvent) et la durée 

relativement faible du suivi pourraient expliquer ce manque de significativité (Asbel 2005).  

L’exploitation classique des EC en cytologie étant limitée, de nouvelles procédures comme 
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l’immunohistochimie et surtout la cytométrie en flux, notamment développées et validées par 

notre équipe, ont permis de mieux explorer les mécanismes de la réponse cellulaire et 

tissulaire aux collyres antiglaucomateux. Grâce à nos travaux, l’expression de HLA-DR sur 

les cellules conjonctivales est aujourd’hui considérée comme un des marqueurs majeurs de 

l’inflammation épithéliale (Cvenkel2002; Guglielminetti 2002; Bensoussan 2003; Pisella 

2004; Brignole-Baudouin 2004). La surexpression d’autres marqueurs inflammatoires comme 

ICAM-1 (Pisella 2004) ou les interleukines 6 et 8 (IL-6 et IL-8) (Bensoussan 2003) ont aussi 

été observées chez les patients glaucomateux traités, mais aussi une diminution de 

l’expression de MUC5AC (Pisella 2004) reflétant l’activité des cellules à mucus, une 

augmentation de la production de radicaux libres (Debbasch  2000), ou encore une 

surexpression des récepteurs aux chimiokines CCR4 et CCR5 (Baudouin 2005; Baudouin 

2008). Enfin, Dogan et al. ont observé des taux d’apoptose plus importants au niveau de 

l’épithélium conjonctival de patients traités pour un glaucome par rapport à des sujets non 

traités (Dogan 2004).  
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Les effets du BAC sur la surface oculaire sont connus depuis de très nombreuses années, en 

partie grâce aux études chez l’animal qui ont très tôt démontré leur toxicité. A 0,005 %, le 

BAC entraîne une toxicité directe pour les cellules superficielles, avec des érosions 

épithéliales�(Burstein 1980). Wilson et al., ont démontré dès 1975 que le BAC 0,01 % altérait 

le film lacrymal précornéen chez les lapins� (Wilson 1975). A des concentrations plus fortes 

encore (1 à 2 %), le benzalkonium détruit totalement le segment antérieur en moins d'une 

semaine�(Gasset 1974).Plus récemment, Pisella et al. ont confirmé ces résultats en montrant 

une diminution du temps de rupture du film lacrymal (BUT) chez des lapins traités avec du 

timolol conservé (BAC 0,01%) par rapport aux animaux instillés avec du timolol non 

conservé (Pisella  2000). Sur un modèle de lapin, Furrer et al. ont montré des atteintes 

cornéennes liées à l’utilisation de �-bloquants conservés et de benzododécinium bromide 

0,012% (Furrer 2001). D’autres publications ont également montré que les conservateurs 

étaient reliés au développement d’une fibrose chronique de la conjonctive (Mietz. 1997). 

Noecker et al. ont montré sur des lapins que les traitements contenant les plus fortes 
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concentrations de BAC résultaient en des atteintes plus importantes de la cornée et de la 

conjonctive comparées aux traitements contenant moins de BAC (Noecker 2004). 

L’administration chez le rat de solutions de BAC à 0,01% a été associée à l’infiltration de 

cellules immunocompétentes au niveau du limbe et de la conjonctive bulbaire (Becquet 1998). 

Baudouin et al. ont observé plusieurs aspects de la toxicité des traitements locaux du 

glaucome chez le rat qui présentait des altérations des épithélia cornéen et conjonctival 

associées à une infiltration conjonctivale de cellules inflammatoires en cas de traitement 

conservé par BAC (Baudouin 1999). Plus récemment, Liang et al. ont analysé la cornée et la 

conjonctive de lapins traités avec du latanoprost (Xalatan®), du tafluprost sans conservateur 

et du BAC (0,02%). Cette étude réalisée en microscopie confocale in vivo et à l’aide 

d’empreintes conjonctivales ex vivo a montré des signes locaux de toxicité plus importants 

chez les lapins traités avec du latanoprost conservé et du BAC, par rapport aux lapins traités 

avec le tafluprost non conservé et les lapins témoins qui présentaient une surface oculaire 

quasi normale (Liang 2008). Ces résultats ont été confirmés par Kahook et al. (Kahook 2008).  
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De très nombreuses études ont démontré in vitro les effets du BAC sur des cellules 

conjonctivales et cornéennes d’origine humaine. Sur des cellules cornéennes, le BAC à une 

concentration de 0,002% inhibe la croissance cellulaire in vitro (Samples 1989). A la 

concentration de 0,007 %, le temps nécessaire pour entraîner la lyse de 50 % de cellules d'une 

culture d'épithélium conjonctival n'est que de 90 à 100 secondes (Takahashi 1982).  Sur des 

cellules conjonctivale de type Wong-Kilbourne dérivée de la conjonctive de Chang (WKC), 

l’exposition à du BAC 0,1% et 0,05% entraîne une lyse cellulaire immédiate. Une exposition 

à une concentration de 0,01% est associée à une mort cellulaire par apoptose dans les 24 

heures, et des concentrations aussi faibles que 0,005 et 0,0001% induisaient une apoptose 

dans les 24-72 heures d’une manière dose-dépendante (De Saint Jean 1999). Pisella et al. ont 

également observé sur le même type de cellules que le latanoprost (avec BAC 0,02%) et le 

timolol (avec BAC 0,02%) étaient associés à des effets pro-apoptotiques (Pisella 2004). 

Récemment, ces résultats ont été confirmés sur un modèle tissulaire de cornée in vitro traitée 

avec du BAC, montrant une réponse toxique au BAC dose-dépendante et une surexpression 

de marqueurs d’apoptose (caspase-3), inflammatoires (ICAM-1) et de prolifération cellulaire 

(Ki67) liés à ce conservateur (Pauly 2009).  
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Les chimiokines –contraction de « chemoattractant cytokines »- sont des protéines de faibles 

poids moléculaire constituées de 60 à 80 acides aminés. Une cinquantaine de chimiokines a 

été identifiée à ce jour. Cette famille de protéines est caractérisée par une homologie de 

séquence en acides aminés variant de 20% à 80%, ainsi qu’un motif commun incluant deux 

ou quatre cystéines conservées. Les chimiokines sont ainsi répertoriées structuralement selon 

le nombre d’acides aminés qui séparent les deux premières cystéines situées en N-terminal et 

constituent  quatre grandes familles : C-, CC-, CXC- et CX3C- (Tableau 3). 

Les premières chimiokines ont été initialement identifiées il y a une vingtaine d’années et 

décrites pour leur forte inductibilité d’expression dans des conditions inflammatoires et leur 

capacité d’attraction et d’activation de certaines populations leucocytaires vers les sites de 

l’inflammation (Wolpe 1989, Ransohoff 1998, Rossi 2000, Proudfoot 2002). Leur implication 

dans le système immunitaire ne se cantonne cependant pas à la migration cellulaire dans des 

conditions pathologiques inflammatoires. En 1996, la découverte que certains récepteurs des 

chimiokines représentaient des corécepteurs de l’infection au VIH-1, notamment CXCR4 et 

CCR5, a accéléré l’étude des différents systèmes chimiokine/récepteurs. Les chimiokines 

interviennent aussi dans la régulation physiologique de l’ensemble du trafic leucocytaire dans 

les organes et vaisseaux lymphoïdes, ainsi que dans la maturation, la différenciation et 

l’activation de différentes lignées de cellules de l’immunité (Moser 2004, Ebert 2005, Lapidot 

2005, Schaerli 2005). Plus récemment, il a été démontré que les chimiokines jouaient un rôle 

déterminant dans des phénomènes non-immuns -physiologiques ou pathologiques- comme le 

développement embryologique et la neuromodulation au sein du SNC (Rostène 2007, Rostène 

2011) , l’angiogénèse, le trafic et le homing des cellules souches mésenchymateuses, ou 

encore la croissance et la migration tumorale (Figure 5) (Rollins 1997, Luster 1998, Rossi 

2000, Strieter 2005).  
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Famille 
Dénomination 

officielle 

Dénomination 

commune 
Famille 

Dénomination 

officielle 

Dénomination 

commune 

 

C- 

 

CL1 

CL2 

 

 

Lymphotactin � 

Lymphotactin � 

 

 

CC- 

 

CCL1 

CCL2 

CCL3 

CCL4 

CCL5 

CCL6 

CCL7 

CCL8 

CCL9 

CCL10 

CCL11 

CCL12 

CCL13 

CCL14 

CCL15 

CCL16 

CCL17 

CCL18 

CCL19 

CCL20 

CCL21 

CCL22 

CCL23 

CCL24 

CCL25 

CCL26 

CCL27 

CCL28 

 

I-309 

MCP-1 

MIP-1� 

MIP-1� 

RANTES 

C10 

MCP-3 

MCP-2 

MIP-1� 

nd 

Eotaxin 

MCP-5 

MCP-4 

CC-1 

Leukotactin-1 

LEC 

TARC 

PARC 

ELC 

LARC 

SLC 

MDC 

MPIF-1 

MPIF-2 

TECK 

Eotaxin-3 

Eskine 

MEC 

 

CXC- 

 

CXCL1 

CXCL2 

CXCL3 

CXCL4 

CXCL5 

CXCL6 

CXCL7 

CXCL8 

CXCL9 

CXCL10 

CXCL11 

CXCL12 

CXCL13 

CXCL14 

CXCL15 

CXCL16 

 

 

GRO � 

GRO � 

GRO � 

PF-4 

ENA-78 

GCP-2 

NAP-2 

IL-8 

MIG 

IP-10 

I-TAC 

SDF-1 

BCA-1 

BRAK 

Lungkine 

nd 

 

CX3C- CX3CL1 Fractalkine 
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Historiquement, il existe une distinction entre (i) les chimiokines « de l’inflammation » –

comme CX3CL1 - dont la synthèse inductible est préférentiellement stimulée au cours de 

processus inflammatoires pathologiques, et (ii) les chimiokines « de l’homéostasie » – comme 

CXCL12 – qui sont exprimées à l’état basal et participent essentiellement au maintien 

d’équilibres physiologiques. Ainsi, la majorité des chimiokines dites de l’inflammation ne 

sont pas indispensables au fonctionnement physiologique de l’organisme, alors que l’absence 

d’expression d’une ou plusieurs chimiokines de l’homéostasie engendre un phénotype létal. 

La connaissance croissante des phénomènes impliquant les chimiokines montre aujourd’hui 

que la dichotomie inflammation/homéostasie est impropre. 

 

 

Immunité innée
Immunité acquise

Infection (VIH)
Allergie/asthme
Athérosclérose
Cancérogénèse

Néovascularisation

Neurotransmission
Neuromodulation

Régulation MEC
Angiogénèse

Trafic cellulaire / homing

Embryogénèse
Développement foetal

Chimiokines
Récepteurs
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Toutes les chimiokines exercent leurs fonctions par l’intermédiaire de GPCRs constitués de 

340 à 370 acides aminés (Horuk 2001). Une vingtaine de récepteurs a été identifiée et 

répertoriée selon la même nomenclature que celle retenue pour leurs ligands (Figure 6). Ces 

GPCRs présentent une homologie de structure primaire variant de 25% à 80% et caractérisée 

par : 

•  Une brève séquence N-terminale, 

•  Sept domaines transmembranaires, 

•  Un résidu cystéine pour chacun des quatre domaines extracellulaires, 

•  Une séquence conservée de 9 acides aminés dans le second domaine intracellulaire 

couplée aux protéines G, 

•  Plusieurs résidus sérine et thréonine en C-terminal qui sont phosphorylés en cas 

d’activation. 
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La redondance des interactions ligands/récepteurs caractérise les chimiokines. Elle est définie 

par le fait qu’une chimiokine peut être le ligand de plusieurs récepteurs, à des degrés 

d’affinité variables, et que plusieurs récepteurs peuvent partager le même ligand ou agoniste 

(Figure 6). Cette redondance importante a pour conséquence directe de stabiliser l’ensemble 

des systèmes, tout en compliquant l’étude des conséquences de ces interactions multiples. Elle 

entretient ainsi la robustesse et l’adaptabilité de la réponse inflammatoire et immune qui obéit 

ainsi à un réseau protéique et non à un unique élément. Nous pouvons cependant remarquer 

que certains systèmes de chimiokines dérogent à la cette règle, à l’instar de 

CX3CL1/CX3CR1.  
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La majorité des voies de signalisation des récepteurs aux chimiokine fait intervenir les 

protéines G. Néanmoins, la diversité des signaux intracellulaires induits par l’activation de ces 

GPCRs traduit le fait que les chimiokines ne présentent pas de spécificité dans leurs voies de 

signalisation d’où l’absence de restriction de leurs fonctions cellulaires. 

Schématiquement, l’activation des GPCRs par les chimiokines induit: 

•  Une internalisation du récepteur par l’intermédiaire des �-arrestines. 

•  Une diminution de synthèse d’AMP cyclique par inhibition de l’adénylate cyclase 

•  Un afflux transitoire de calcium intracytoplasmique (via les phospholipases C) 

responsable d’une activation des protéines kinases C. 

•  Une activation de la voie des MAP kinases, préférentiellement ERK1/2.  
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D’autres voies de signalisation conduisant à l’activation de facteurs de transcription comme 

JAK/STAT et la voie du NF-�B sont classiquement activées par les GPCRs. Les MAP 

kinases JNK et p38 peuvent aussi entrer en jeu. Notons enfin que certaines interactions 

chimiokine-récepteur peuvent activer les voies de Rho, Ras, ou bien encore celle des 

caspases. (Meucci 2000, Mellado 1998, Mueller 2004). 

 

Enfin, certains récepteurs aux chimiokines peuvent s’homo- ou s’hétéro-dimériser, comme 

cela a été démontré pour CXCR4 (cf infra), ou bien s’oligomériser avec des récepteurs 

d’autres familles. Cependant, cet élément complexe de régulation de la réponse cellulaire aux 

chimiokines demeure encore mal connu.   
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La caractérisation biochimique des GPCRs, l’étude des liaisons chimiokines/récepteurs et 

l’analyse des voies de signalisation ont permis le développement d’antagonistes non-

peptidiques caractérisés par leur forte affinité pour certains GPCRs et leur pouvoir bloquant. 

L’étude pharmacodynamique de la spécificité et de l’efficacité d’un antagoniste d’un GPCR 

repose sur :(i) sa capacité de compétition de liaison avec un ligand connu, évaluée in vitro 

grâce à des protéines radiomarquées ; (ii) sa capacité d’inhiber les voies de signalisation 

déclenchées par l’interaction chimiokine/récepteur qui peut être évaluée par imagerie calcique 

par exemple; (iii) sa capacité à inhiber le chimiotactisme spécifique de cette interaction dans 

des essais de migration cellulaire in vitro.  

Encouragé par des enjeux thérapeutiques majeurs comme l’infection à VIH ou les pathologies 

auto-immunes, certains antagonistes non-peptidiques sont parvenus jusqu’aux essais cliniques 

de phase III, le plus abouti étant le UK-427,857 (maraviroc, Pfizer) antagoniste spécifique de 

CCR5 qui inhiberait la fusion lymphocytaire du VIH-1. Antagoniste spécifique de CXCR4, 

l’AMD 3100 que nous utilisons dans notre étude a été testé dans l’infection à VIH-1 (Donzela 

1998), la prolifération et la migration de certaines cellules cancéreuses (Bertolini 2002), ou la 

mobilisation des cellules souches hématopoïétiques (Cashen 2008). Le principal handicap de 

tels antagonistes réside dans les effets secondaires généraux liés à l’inhibition systémique 

massive d’interactions chimiokine/récepteur indispensables au maintien de l’homéostasie 

cellulaire et tissulaire de l’organisme. On peut dès lors remarquer que l’administration 
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ophtalmologique par voie locale permettrait de s’affranchir de ces effets systémiques qui ont 

aujourd’hui fait échouer tout essai de développement thérapeutique à grande échelle.  

Enfin certains antagonistes ont été utilisés sans succès dans des pathologies dysimmunes 

(Pease 2005). C’est le cas des antagonistes de CCR1 -CP-481,515 (Pfizer) dans la 

polyarthrite rhumatoïde et BX471 (Schering) dans la sclérose multiple-, et du T487 (Amgen) 

antagoniste de CXCR3 testé en phase II sans succès contre le psoriasis. Plus récemment, 

d’autres antagonistes de CXCR3 ont été développés et testés, comme l’AMG487, le 

VUF5834, le VUF10132 et le NBI74330 que nous utilisons dans notre étude. Le NBI74330 

est un antagoniste puissant d’affinité comparable pour le CXCR3 humain et le CXCR3 murin 

(Heise 2005). L’analyse de ses caractéristiques pharmacodynamique a montré qu’il agisse 

comme un antagoniste spécifique non-compétitif avec effet agoniste inverse en cas 

d’activation permanente du récepteur (Verzjil 2008). In vivo, un antagoniste de CXCR3 a 

permis d’inhiber la prolifération et la dissémination de cellules cancéreuses pulmonaires 

(Walser 2006). 
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CXCL12 a été initialement cloné en 1993 à partir du stroma de tissu hématopoïétique murin 

et ainsi nommé SDF-1 pour « stromal cell derived factor-1 » (Tashiro 1993). CXCL12 

appartient à la famille des chimiokines en CXC-. Chez l’homme, le gène codant pour 

CXCL12 est situé sur le chromosome 10 alors que les autres chimiokines de cette famille sont 

portées par le chromosome 4 (Shirozu 1995). CXCL12 existe sous deux isoformes humaines, 

SDF-1� et SDF-1�, qui sont le produit d’un épissage alternatif. Récemment, quatre autres 

isoformes ont été identifiées selon le nombre d’acides aminés C-terminaux 

supplémentaires :SDF-1�, SDF-1�, SDF-1� et SDF-1� (Yu 2006). Toutes ces isoformes sont 

fonctionnelles et présentent la même affinité pour le récepteur CXCR4. La structure de 

CXCL12 est très conservée entre les espèces et présente plus de 95% d’homologie de 

séquence chez l’homme, le félin, la souris et le rat (Pillarisetti 2001). 

CXCL12 est une chimiokine fortement basique de 89 acides aminés dont 21 pour le peptide 

signal. Sa structure tridimensionnelle déterminée par RMN comporte trois feuillets � 
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antiparallèles et une hélice � (Crump 1997). Les huit premiers acides aminés N-terminaux 

ainsi que les acides aminés 12 à 17 constituent le site de liaison à son récepteur CXCR4. Les 

deux premiers acides aminés N-terminaux sont indispensables à son activité biologique 

médiée par CXCR4. Chez l’homme, CXCL12 est synthétisée de façon constitutive par les 

CSH, les fibroblastes et cellules dérivées, les neurones et les astrocytes, et certaines cellules 

dérivées des monocytes. 

Il a été démontré in vivo que CXCL12 pouvait se dimériser et se lier aux héparanes sulfates de 

la MEC (Dealwis 1998) par l’intermédiaire des deux premiers feuillets � ainsi que par 

interaction de charges. Cette organisation permettrait d’une part d’augmenter l’activité de la 

chimiokine en concentrant celle-ci au niveau de sites spécifiques (Amara 1999), et de protéger 

d’autre part sa structure de la dégradation protéolytique (Sadir 2004). 
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La chimiokine CXCL12 exerce son activité via son récepteur CXCR4. CXCR4 a été cloné 

pour la première fois en 1991 à partir de l’ADN complémentaire du locus coeruleus d’un 

cerveau de bœuf et ainsi initialement nommé LCR-1 (Rimland 1991). En 1997, CXCR4 a été 

identifié pour la première fois comme un des corécepteurs participant à la fusion – d’où une 

appellation « LESTR/fusin » parfois retrouvée dans la littérature – et à l’entrée du VIH dans 

les lymphocytes CD4+ (Doranz 1997). 

CXCR4 est un GPCR codé par un gène porté par le chromosome 2. Sa séquence de 352 

acides aminés constitue une protéine de 39,7 kDa à sept domaines transmembranaires. Tout 

comme pour son ligand, une homologie de séquence d’environ 90% a été retrouvée entre la 

protéine de l’homme et celle du rat. Notons enfin qu’il existe un second transcrit minoritaire, 

CXCR4-Lo, produit par épissage alternatif, qui serait retrouvé dans la rate et le poumon 

(Gupta 1999). CXCL12 est le seul ligand connu du récepteur CXCR4. 

Chez l’homme, de nombreuses cellules expriment CXCR4 à l’état physiologique, 

particulièrement les lymphocytes –pré-B, B, et T CD4+ -, les polynucléaires, les cellules 

dérivées des monocytes et les cellules dendritiques, les CSHs, les neurones et astrocytes, et 

les cellules endothéliales. De nombreuses lignées transformées ou cancéreuses expriment 

CXCR4. Enfin, les souris KO pour CXCR4 comme pour CXCL12 présentent un phénotype 

létal.   
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N’échappant pas au phénomène de redondance caractéristique des systèmes 

chimiokines/récepteurs, la relation exclusive CXCL12/CXCR4 a été récemment brisée par la 

découverte d’une affinité élevée de CXCL12 pour un autre GPCR, CXCR7 (Balabanian 

2005, Burns 2006). CXCR7, initialement nommé RDC1, est codé par une région proche de 

celle codant pour CXCR4 sur le chromosome 2 chez l’homme. CXCL12 ainsi que CXCL11 

auraient la capacité de se lier et d’activer ce récepteur (Burns 2006).  

CXCR7 est présent à la surface de certains lymphocytes, neutrophiles et monocytes, cellules 

endothéliales, neurones et astrocytes et cellules embryonnaires et tumorales (Balabanian 

2005, Thellen 2007, Burns 2006). De façon singulière, la liaison CXCL12/CXCR7 entraine 

une internalisation du récepteur (Balabanian 2005) mais pas de mobilisation du calcium 

intracellulaire, le récepteur CXCR7 ne possédant pas la séquence nécessaire au couplage avec 

la protéine Gai. CXCR7 agirait ainsi comme un récepteur non-signalant dont la réponse 

spécifique au type cellulaire serait conditionnée par la présence concomitante de CXCR4 

(Thelen 2007). L’activation de CXCR7 serait impliquée dans la prolifération, l’adhésion, 

voire le chimiotactisme de populations cellulaires spécifiques. Cet effet est bien démontré 

dans certaines lignées cellulaires embryonnaires, transformées ou cancéreuses, mais demeure 

sujet à débats concernant les cellules adultes différenciées (Maksym 2009).  
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Régulation de l’expression. La transcription basale du gène codant pour CXCR4 est 

essentiellement sous la dépendance du promoteur NRF-1. Cependant cette transcription peut 

aussi être régulée par des signaux intracellulaires (calcium / AMPc) sous le contrôle 

d’interleukines (IL-2, -4, -7, -10, -15), de facteurs de croissance (FGF, TGF, VEGF, EGF) ou 

de cytokines de l’inflammation comme le TNF-�, l’INF-� ou l’IL-1�. En outre, des 

phénomènes de glycosylation ou de sulfation des tyrosines peuvent moduler l’expression 

protéique de CXCR4 (Busillo 2007) 

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

oligomériser spontanément, ou former des hétéro-dimères avec d’autres récepteurs, en 
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particulier CCR5 et CXCR7. Les conséquences de tels arrangements demeurent sujettes à 

controverse. Citons enfin la possibilité de localisation préférentielle du récepteur au sein de 

lipid-rafts pourrait favoriser la réponse cellulaire à l’interaction CXCL12/CXCR4. 

Signalisation. La régulation de la réponse à CXCR4 dépend de trois phénomènes communs 

aux GPCRs :la désensibilisation, l’internalisation et la dégradation. Le phénomène de 

désensibilisation engage des protéines kinases qui inhibent la réponse de CXCR4 en cas de 

stimulation continue par son ligand. L’internalisation puis la dégradation de CXCR4 après 

son activation par CXCL12 obéissent à des mécanismes conventionnels, le récepteur CXCR4 

subissant majoritairement une dégradation lysosomale et donc peu de recyclage vers la 

membrane. 

*�$�*�$  �B�DBE%F��C��()(��$�

CXCL12 active CXCR4 en suivant deux étapes (Crump 1997). La liaison initiale dépend de 

la séquence N-terminale 12-17 de CXCL12 qui entraine une modification conformationnelle 

du récepteur. En second temps, l’activation de CXCR4 est médiée spécifiquement par les 

acides aminés 1 à 8 de CXCL12. 

Le clivage protéolytique constitue une des formes de régulation de l’activité des chimiokines. 

CXCL12 peut être clivée en N-terminal ou en C-terminal par des MMPs qui inhibent ainsi sa 

fonction en détruisant son site de liaison et/ou d’activation du récepteur CXCR4 (Delgado 

2001, Valenzuela-Fernandez 2002, Villalba 2003, de la Luz Sierra 2004). Les MMPs 1, 2, 3, 

9, 13 et 14 sont ainsi capable d’altérer la structure de CXCL12. Notons que CXCL12 peut se 

lier à certains composants de la MEC comme les héparane-sulfates, formant ainsi un gradient 

de concentration extracellulaire dépendant de l’organisation et la composition de la MEC 

(Hoogewerf 1997). Il semblerait que la liaison à ceux-ci améliorerait l’activité de CXCL12 et 

protègerait celle-ci de la protéolyse (McQuibban 2001). 

En 2001, l’équipe de C Overall et C power a montré que MMP-2 clivait spécifiquement 

CXCL12 au niveau du cinquième acide aminé, générant ainsi une forme clivée majoritaire, 

SDF-1(5-67), incapable de se lier et d’activer CXCR4 (McQuibban 2001). En 2003, ces 

mêmes auteurs ont démontré que le clivage de CXCL12 par la MMP-2 synthétisée par des 

macrophages infectés par le VIH est associé à une neurotoxicité induite (Zhou 2003).  
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Le récepteur CXCR3 est essentiellement connu comme étant exprimé à la surface de certains 

lymphocytes comme les Th1, les CD8+, les lymphocytes B activés et les NKs. Récemment, 

de nombreuses études ont démontré que ce récepteur était aussi exprimé à la surface des 

cellules endothéliales humaines sous forme d’un variant nommé CXCR3B (Lasagni 2003). 

Schématiquement, CXCR3A est impliqué dans le chimiotactisme des lymphocytes alors que 

CXCR3B apparait aujourd’hui comme un récepteur majeur d’angiostatisme et d’inhibition de 

croissance tumorale. L’activation de CXCR3B par un de ses trois ligands connus –CXCL9, 

CXCL10, CXCL11- a été rapporté comme responsable d’une apoptose endothéliale majeure 

par l’intermédiaire de différentes voies de signalisation, notamment l’activation de la caspase-

3 et de p53. Depuis, CXCR3 a été détecté au sein de populations cellulaires variées comme 

les astrocytes, les neurones, et les cellules d’origine mésenchymateuse du rein et du colon. 

Certaines cellules malignes expriment CXCR3 (mélanome, neuroblastome, cancer du sein et 

du poumon).  

Récemment, une étude de Vergote et al a suggéré que SDF-1(5-67) induisait une apoptose 

neuronale par l’intermédiaire de ce récepteur CXCR3 (Vergote 2006). Les travaux de Vergote 

ont ainsi identifié que l’effet apoptotique de la chimiokine clivée SDF-1(5-67) était lié à son 

affinité pour un autre récepteur, établissant ainsi une balance entre les effets cytoprotecteurs 

de CXCL12 via CXCR4 et les effets pro-apoptotiques de SDF-1(5-67) via CXCR3comme 

l’illustre la Figure 7. 
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Peu d’études concernent l’implication de CXCL12 dans les fonctions oculaires. En 2000, 

l’équipe de Forrester a montré que les cellules de l’épithélium pigmentaire rétinien 

exprimaient à la fois CXCR4 et CXCL12. Ils ont démontré in vitro que l’expression de 

CXCR4 était modulée par certaines cytokines pro-inflammatoires et que l’activation du 

récepteur entrainait la synthèse de certaines chimiokines comme CXCL8, CXCL1 et CCR2. 

Enfin, ces cellules épithéliales, qui constituent une des barrières hémato-rétiniennes, migraient 

en réponse à CXCL12, suggérant une fonction rétinienne homéostatique et angiogénique du 

couple CXCL12/CXCR4. D’autres ont analysé la localisation postérieure de CXCR4 qui 

semble prédominer au niveau de l’épithélium pigmentaire et de la choroïde (Buttho 2006). La 

comparaison avec des rétines atteintes de DMLA à des stades avancés semblait montrer une 

réduction de l’expression du récepteur comparativement à une population contrôle appariée en 

âge, sans pour autant présumer d’une quelconque implication physiopathologique. Il faut ici 

souligner qu’aucune fonction angiogénique directe de CXCL12/CXCR4 n’a été démontrée 

dans l’organisme. 
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Dans l’uvéite, l’expression de CXCR4 à la surface des lymphocytes Th1 de l’humeur aqueuse 

serait augmentée par l’exposition aux glucocorticoïdes (Curnow 2004). Dans la cornée, 

CXCL12 et CXCR4 ont été détectés au sein des kératocytes du stroma (Bourcier 2004). 

Le screening des gènes régulés par l’exposition au TGF-�2, une des cytokines retrouvée en 

forte concentration dans l’humeur aqueuse des patients atteints de GPAO, a permis de mettre 

en évidence une expression basale et inductible de CXCL12 par les cellules trabéculaires en 

culture (Zhao 2004). Notons de plus qu’une analyse récente de l’expression des chimiokines 

par les cellules trabéculaires in vitro a retrouvé une synthèse basale de CXCL6, CXCL8 et 

CCL2 (Shifera 2010). 

�

�

��� ()�(%�DC�D�	�D���C��C��D

CBCBA �!E�E�4E����6C��A�

CX3CL1 (fractalkine) a été identifiée pour la première fois par Bazan et al en 1997 (Bazan 

1997). Elle est l’unique chimiokine en CX3C-. Chez l’homme, cette protéine est constituée de 

373 acides aminés essentiellement répartis en un domaine actif (76 AAs), un domaine 

mucine-like, et un domaine transmembranaire. Ainsi CX3CL1 présente la singularité -avec 

CXCL16- d’exister sous une forme membranaire et une forme soluble après clivage par 

ADAM-10 et -17 au niveau d’un motif dibasique situé en C-terminal. 

CX3CL1 a été initialement détectée sous sa forme membranaire exprimée par les cellules 

endothéliales. Son site mucine-like permettrait une adhésion forte des leucocytes circulant à 

l’endothélium vasculaire et contribuerait ainsi à l’extravasation vers les sites inflammatoires, 

en association avec certaines intégrines comme VCAM-1 et ICAM-1.  

Plus récemment, CX3CL1 a été détecté dans d’autres populations cellulaires comme les 

cellules dendritiques, les cellules épithéliales des muqueuses intestinales et bronchiques, les 

kératinocytes ainsi que les fibroblastes cutanés. Dans le système nerveux central, CX3CL1 est 

une des chimiokines les plus exprimées à l’état physiologique par les neurones et aussi les 

astrocytes. 
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Son expression est essentiellement stimulée par les cytokines pro-inflammatoires comme le 

TNF-�, l’IL-1 � et l’INF-�. La forme soluble du récepteur à l’IL-6 ainsi que l’hypoxie –via 

HIF-1- inhibent son expression. 
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CX3CR1 est l’unique GPCR connu de CX3CL1. C’est une molécule de 355 AAs codés par la 

région p21 du chromosome 3 chez l’homme. Chez la souris, ce récepteur nommé mCX3CR1 

est constitué de 353 acides aminés et présente 83% d’homologie de séquence avec la protéine 

humaine. CX3CR1 est essentiellement exprimé chez l’homme par certaines populations 

leucocytaires, notamment les lymphocytes T  cytotoxiques CD3+CD4+ et CD3+CD8+, les 

NK CD56+, les monocytes et cellules phagocytiques dérivées des monocytes 

CD16+CD14+ /-, ainsi que les cellules dendritiques. De plus, de nombreuses cellules 

cancéreuses expriment ce récepteur. 

CX3CR1 est activé de façon comparable par la forme membranaire et la forme soluble de 

CX3CL1. La liaison CX3CL1/CX3CR1 induit l’adhésion et la migration endothéliale des 

cellules circulantes, ainsi que l’activation et la dégranulation des effecteurs cytotoxiques. 

L’effet chimiotactique de CX3CL1 implique l’activation du récepteur i.e. la cascade de 

signaux intracellulaires initiée par les protéines G.  
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L’expression sérique de CX3CL1 ainsi que l’expression membranaire de CX3CR1 à la 

surface des lymphocytes semble être augmentée au cours de l’asthme et la rhinite allergiques. 

De plus, la surexpression de CX3CR1 à la surface des cellules épithéliales bronchiques et 

musculaires lisses serait à l’origine du recrutement mastocytaire dans l’allergie (El Chazly 

2006). 
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Le système CX3CL1/CX3CR1 agit comme un puissant facteur d’adhésion leucocytaire à la 

membrane. De nombreuses études menées avec des souris KO pour CX3CL1 ou CX3CR1 sur 
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fond ApoE-/- ou LDLR-/- ont rapporté que le déficit en CX3CR1 réduisait la formation des 

plaques d’athérosclérose ainsi que le recrutement tissulaire des monocytes (Combadiere 

2003). De plus, la découverte d’un polymorphisme génétique du récepteur (variant CX3CR1 
I249/M280) rencontré chez environ 25% de la population représenterait un facteur de protection 

contre les maladies cardio-vasculaires (McDermott 2003). 
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La mise au point de lignées murines CX3CR1gfp/+ et CX3CR1gfp/gfp a joué un rôle crucial dans 

l’identification des fonctions immunitaires de ce récepteur. Le recrutement des cellules 

mononuclées (macrophages résidents, mastocytes, cellules dendritiques) serait sous le 

contrôle de CX3CL1/CX3CR1. En pathologie, l’absence de fonctionnalité du récepteur réduit 

l’infiltration des monocytes et NKs dans des modèles de rejet de greffe cardiaque (Haskell 

2001) ou d’encéphalite (Wong 2006).  

La chimiokine CX3CL1 semble plus exprimée dans le SNC que dans le reste de l’organisme. 

Elle régulerait essentiellement le renouvellement de la microglie et assurerait la 

communication entre les neurones et la microglie dont les conséquences complexes 

demeurent encore mal comprises (Cardonna Nat NeuroSci 2006).  
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En 2003, l’étude de la localisation oculaire humaine de CX3CL1 a révélé une synthèse basale 

de celle-ci dans le segment antérieur –cornée, iris et corps ciliaires- ainsi qu’au niveau 

choroïdien (Silverman 2003). De plus, CX3CL1 a été détecté dans l’humeur aqueuse dans 

l’uvéite et la rétinopathie diabétique proliférante (Fang 2005, You 2007). 

Les propriétés angiogéniques de CX3CL1 ont été confirmées ex vivo et in vivo sur des cornées 

de lapin (You 2007, Pillai 2008). De plus, l’utilisation d’un anticorps bloquant a permis de 

diminuer la néovascularisation rétinienne dans un modèle animal de rétinopathie diabétique 

(You 2007).  

Au niveau de la surface oculaire, l’utilisation de lignées transgéniques a permis d’étudier le 

renouvellement des cellules dendritiques CX3CR1+ au sein de la cornée, dont la densité 

dépendrait de CX3CL1 dans des conditions physiologiques. Ainsi, il a été démontré que 

l’absence du récepteur CX3CR1 entrainait une diminution de l’infiltration inflammatoire 
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macrophagique de la conjonctive dans un modèle murin de brûlure de la surface oculaire par 

base (Chinery 2008). L’analyse de ces résultats sera discutée plus loin. On peut en outre noter 

que la concentration lacrymale de CX3CL1 serait plus élevée en cas de sécheresse oculaire et 

inversement proportionnelle au débit de sécrétion lacrymale évalué cliniquement (Enriquez-

de-Salamanca 2010).  

Les principaux travaux concernant l’implication de CX3CL1 en pathologie oculaire 

concernent néanmoins la DMLA. L’étude du polymorphisme de CX3CR1 a ainsi révélé que 

le variant M280 –déjà étudié en pathologie cardiovasculaire- prédisposerait à l’apparition 

d’une DMLA (Combadiere 2007, Raoul 2008, Raoul 2010). L’utilisation de souris KO pour 

CX3CR1 a permis de démontrer que l’absence du récepteur était associée à une accumulation 

de cellules microgliales dans les espaces sous-rétiniens,  entraînant d’une part une cytotoxicité 

locale accrue au niveau de la couche des photorécepteurs, et d’autre part une néoangiogénèse 

choroïdienne via la synthèse accrue de VEGF par les microglies accumulées. Ces résultats 

mettent en avant l’implication essentielle de cette chimiokine dans la régulation du trafic de 

certaines cellules immunitaires au sein des tissus oculaires. 
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Comme nous l’avons précédemment détaillé, le GPAO demeure aujourd’hui un problème de 
santé publique en raison de ses conséquences visuelles délétères d’une part et des 
problématiques thérapeutiques liées au manque de connaissances physiopathologiques ainsi 
qu’à la iatrogénicité des traitements d’autre part. Le réseau chimiokinergique apparaît 
aujourd’hui comme un système majeur de communication intercellulaire et serait impliqué 
dans de nombreuses pathologies dysimmunes mais aussi des pathologies extra-immunitaires 
dégénératives. En outre, l’utilisation d’antagonistes spécifiques de certains récepteurs aux 
chimiokines, dont l’application en ophtalmologie demeure à développer, pourraient offrir des 
perspectives thérapeutiques ciblées au cours de certaines affections oculaires. 

Les mécanismes physiopathologiques mis en cause dans la régulation de la PIO et dans la 
trabéculopathie glaucomateuse demeurent mal connus. Les altérations morphologiques et 
cellulaires observées au cours de la dégénérescence trabéculaire glaucomateuse d’une part et 
l’implication récemment décrite de CXCL12 et sa forme tronquée dans la régulation du 
microenvironnement et de la viabilité cellulaires d’autre part nous ont conduits à formuler 
l’hypothèse selon laquelle CXCL12 pourrait jouer un rôle sur l’HTO au cours du GPAO. Les 
objectifs de cette thèse étaient donc (i) de déterminer ex vivo l’expression de la chimiokine, sa 
forme clivée et ses récepteurs au sein de trabéculums humains glaucomateux, (ii) d’étudier in 
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vitro l’expression basale et inductible de ceux-ci sur lignée trabéculaire, (iii) de tester in vivo 
des antagonistes non-peptidiques spécifiques de CXCR3 et CXCR4 dans un modèle animal de 
glaucome, et (iv) de déterminer les mécanismes cellulaires mis en jeu dans la régulation de la 
fonction trabéculaire par CXCL12 et ses récepteurs. 

En parallèle, notre équipe est depuis longtemps impliquée dans les problèmes d’observance 
thérapeutique associés à l’inflammation iatrogène de la surface oculaire faisant suite à 
l’utilisation de collyres antiglaucomateux conservés. Compte-tenu de l’infiltration 
inflammatoire conjonctivale induite par l’exposition au BAC et des propriétés chimiotactiques 
spécifiques de CX3CL1, nous avons formulé l’hypothèse selon laquelle cette chimiokine 
pourrait participer à la régulation du trafic des cellules immunitaires au niveau de la surface 
oculaire. Nos objectifs étaient (i) d’étudier ex vivo l’expression conjonctivale de cette 
chimiokine chez des patients glaucomateux traités au long cours, (ii) de déterminer le rôle du 
système CX3CL1/CX3CR1 dans les interactions entre cellules épithéliales conjonctivales et 
leucocytes humains en culture sous l’influence du BAC, puis (iii) d’analyser l’infiltration 
conjonctivale par des cellules inflammatoires dans un modèle de toxicité oculaire animale 
chez la souris KO pour CX3CR1 afin de déterminer in vivo l’influence de ce système dans 
l’inflammation iatrogène de la surface oculaire. 
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Le glaucome est une des premières causes de cécité dans le monde. Le GPAO est une 

neuropathie rétinienne généralement initiée par une dysfonction trabéculaire pathologique 

responsable d’une HTO. Les mécanismes physiopathologiques impliqués dans la 

trabéculopathie glaucomateuse sont aujourd’hui inconnus. Ainsi, les traitements 

hypotonisants conventionnels, qui ne ciblent pas la pathologie initiale, demeurent non-

curatifs. Outre ses propriétés au sein du système immunitaire, la chimiokine CXCL12 

participe à la régulation de l’homéostasie tissulaire en régulant la viabilité cellulaire et le 

remodelage de la MEC par l’intermédiaire de son principal récepteur: CXCR4. Il a été 

récemment décrit que le clivage protéolytique de CXCL12 générait une forme tronquée, SDF-

1(5-67), capable d’induire une apoptose cellulaire en se liant à un autre récepteur, CXCR3. 

Dans notre étude, CXCL12, CXCR3 et CXCR4 ont été détectés dans des trabéculums de 

patients glaucomateux ainsi qu’au sein d’une lignée de cellules trabéculaires glaucomateuses 

(HTM3). In vivo, l’utilisation d’un antagoniste non-peptidique spécifique de CXCR3 a permis 

de diminuer la PIO en restaurant la fonction trabéculaire et en diminuant l’apoptose dans un 

modèle animal de glaucome. Au contraire, un antagoniste de CXCR4 est sans effet. In vitro, 

les cellules trabéculaires expriment CXCL12 et SDF-1(5-67). Leur synthèse est régulée par 

des cytokines –TNF-� et TGF-�2- impliquées dans la pathologie glaucomateuse. Dans un 

modèle d’apoptose induite par le BAC, CXCL12 protège les cellules trabéculaires en se liant 

à CXCR4 alors que SDF-1(5-67) potentialise l’apoptose induite par l’intermédiaire de 

CXCR3 et l’activation des voies de la caspase-3. L’utilisation d’antagonistes spécifiques de 

CXCR3 et CXCR4 a confirmé le rôle de chacun d’entre eux dans la régulation de la viabilité 

cellulaire. Ces résultats démontrent le rôle de CXCL12 dans la physiopathologie trabéculaire 

(Figure 8) et rapportent de façon originale que l’utilisation in vivo d’un antagoniste de 
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CXCR3 permet de diminuer significativement l’HTO en restaurant la fonction trabéculaire 

dans un modèle animal de glaucome, ouvrant ainsi de nouvelles perspectives thérapeutiques 

qui cibleraient spécifiquement un système chimiokine/récepteur dans cette pathologie. 
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•  Déterminer l’expression de CXCL12, CXCR3 et CXCR4 au sein de trabéculums 

humains glaucomateux. 

 

•  Etudier la synthèse basale et inductible de CXCL12, SDF-1(5-67), CXCR3 et 

CXCR4 in vitro au sein d’une lignée trabéculaire humaine glaucomateuse. 

 

•  Evaluer les effets de CXCL12 et SDF-1(5-67) sur la viabilité trabéculaire. 

 

•  Tester les effets in vivo d’antagonistes non-peptidiques spécifiques de CXCR3 et 

CXCR4 sur la pression intraoculaire dans un modèle animal de glaucome. 

 

•  Comprendre les mécanismes physiopathologiques impliqués in vivo dans la 

régulation de la pression intraoculaire induite par l’inhibition de CXCR3. 
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L’ensemble des matériels et méthodes est décrit dans l’article 1. Les différents réactifs utilisés 
sont détaillés dans le Tableau 4. 

Les tissus trabéculaires humains ont été prélevés sur 15 patients traités pour un GPAO depuis 
plus d’un an et nécessitant une chirurgie filtrante, dans le cadre du Centre d’Investigation 
Clinique du CHNO des Quinze-Vingts (INSERM-DHOS CIC, 503) après accord du comité 
d’éthique et en conformité avec la déclaration d’Helsinki (2000).  

Les expériences in vitro ont été réalisées sur lignée humaine de cellules trabéculaires 
spontanément immortalisées obtenues d’un patient âgé glaucomateux (HTM3), lignée dont les 
caractéristiques ont été précédemment établies (Pang 1994). 

L’expérimentation animale a été réalisée sur un modèle de rat glaucomateux (mâles Long-
Evans âgés de 6 à 8 semaines, Janvier, France) secondaire à une HTO expérimentale obtenue 
par cautérisation des veines épisclérale comme détaillé précédemment, au sein de la 
plateforme de phénotypage de l’Institut de la Vision et en conformité avec la déclaration de 
l’ARVO sur l’expérimentation animale en ophtalmologie. 
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Type Référence Source 

Protéines 

CXCL12 
 TNF-�  
TGF-β2  
TIMP-1  

R&D Systems, USA 

CXCL9 

CXCL10 
Peprotech, USA 

CXCL12 

SDF-1(5-67) 
Institut Pasteur (F Balleux) 

Antagonistes 

Batimastat (100nM) CNRS UMR7149 (S Menashi) 

AMD3100 (0,01 à 1µM) Orga-Links, Gif-sur-Yvette 

NBI74330 (0,01 à 1µM) 
Université d’Alberta, Canada 

(C Overall) 

Anticorps primaires 

(vs antigènes 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 
(vs antigènes de rat) 

CD45 pAb (1:100) 
CD11b mAb (1:200) 

Abcam, USA 

Sondes d’apoptose 
TUNEL Roche Diagnostics, Meylan 

Hoechst33258  Hoechst, Allemagne 

Primers 
CXCL12 (Hs00171022m1) 
CXCR4 (Hs00607978s1) 
CXCR3 (Hs00171041m1) 

Applied Biosystems, USA 
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CXCL12, CXCR3 et CXCR4 sont exprimés dans les trabéculums humains glaucomateux et 

dans la lignée trabéculaire humaine glaucomateuse HTM3. Les ARNm de CXCL12, 

CXCR3 et CXCR4 ont été détectés dans le trabéculum de patients glaucomateux ainsi que 

dans une lignée humaine trabéculaire glaucomateuse (Figure 9a). L’expression protéique de 

la chimiokine et des récepteurs a été confirmée en immunohistofluorescence ainsi qu’en 

immunocytométrie de flux (intensité moyenne de fluorescence par cellule :MFI = 3,2 ± 0,1, 

14,1 ± 0,2 et 39,4 ± 0,2 respectivement pour CXCL12, CXCR3 et CXCR4) (Figure 9b,c,d). 

En microscopie confocale, l’étude des récepteurs CXCR3 et CXCR4 a révélé une répartition 

membranaire caractéristique des GPCRs en « hot spots » à la surface des HTM3 (Figure 

9e,f). La libération extracellulaire de CXCL12 par les HTM3 a été confirmée par ELISA�(22,8 

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

 Nous avons ensuite étudié l’influence de certaines cytokines précédemment décrites 

comme étant surexprimées au cours de la pathologie glaucomateuse :le TNF-� et le TGF-�2. 

Une stimulation par TNF-� (50 ng/mL) augmente les ARNm de CXCL12, CXCR3 et CXCR4 

(12h) ainsi que leur expression protéique (24h) quantifiée en CMF (Figure 10a,b). La 

stimulation par TGF-�2 (10 ng/mL) augmente également significativement l’expression –

ARNm et protéine- de CXCL12 et CXCR4 mais pas celle de CXCR3. 
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Les cellules trabéculaires glaucomateuses synthétisent SDF-1(5-67). Une analyse protéique 

par Western-Blot a été réalisée à l’aide d’un anticorps spécifiquement conçu pour se lier au 

néo-épitope de la chimiokine tronquée SDF-1(5-67). Une source exogène de CXCL12 et de 

SDF-1(5-67) a été utilisée pour tester la spécificité de l’anticorps. SDF-1(5-67) est détecté 

dans les HTM3 en l’absence de stimulation (Figure 11a,b). L’utilisation concomitante 

d’inhibiteurs des MMPs – le batimastat (100 nM) et le TIMP-1 (0,5 nM)- diminue 

significativement l’expression de SDF-1(5-67), confirmant que sa production est déterminée 

par l’activité protéolytique des MMPs, particulièrement les MMP-2, -3 et -9. A l’inverse, une 

stimulation par TNF-� ou TGF-�2 augmente sa synthèse, révélant une corrélation positive 

entre la synthèse de CXCL12 et celle de sa forme clivée. 
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CXCL12 active CXCR4 et mobilise le calcium intracellulaire. Une imagerie calcique a été 

réalisée afin d’évaluer les effets de CXCL12 et SDF-1(5-67) sur les flux calciques 

intracellulaires. Les celllules ont été incubées dans un tampon Hepes-Tris (pH=7,4) avec 5µM 

de FURA-4 pendant 45 minutes à 37°C puis stimulées avec les chimiokines. Les stimulations 

par PBS ou par Kcl (3mM) ont servi respectivement de contrôle négatif et positif. La 

concentration relative de calcium intracellulaire (excitation à 470 nm pendant 150 ms, 3dB) a 

été mesurée sur 15 cellules par échantillon. Une stimulation par CXCL12 entraine une 

mobilisation rapide de calcium, qui n’est pas influencée par l’adjonction concomitante de 

SDF-1(5-67) (Figure 12). La stimulation par SDF-1(5-67) seul n’induit pas de variation 

importante du flux calcique intracellulaire. L’utilisation d’un antagoniste spécifique de 

CXCR4, l’AMD3100, inhibe la mobilisation de calcium intracellulaire induite par CXCL12. 
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CXCL12 et SDF-1(5-67) induisent respectivement une internalisation des récepteurs 

CXCR4 et CXCR. Afin d’étudier la sélectivité des ligands CXCL12 et SDF-1(5-67) pour les 

deux récepteurs, nous avons évalué l’expression membranaire de CXCR4 et CXCR3 par 

CMF en présence des chimiokines. Une stimulation exogène par CXCL12 (10 ng/mL) 

entrainait une réduction de l’expression membranaire de CXCR4 six heures après la 

stimulation, alors qu’une stimulation par SDF-1(5-67) (10 ng/mL) induit une diminution de 

l’expression membranaire de CXCR3 (Figure 13). CXCR7, récemment décrit comme un 

nouveau corécepteur pour CXCL12 a aussi été testé. Une faible expression membranaire de 

celui-ci a été détectée en CMF (Intensité de fluorescence moyenne à 1,7 ± 0,09). Les 

stimulations par CXCL12 ou SDF-1(5-67) ne modifiaient pas son expression. 
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CXCL12 protège de l’apoptose induite par le BAC alors que SDF-1(5-67) augmente 

l’apoptose des cellules trabéculaires. La raréfaction des cellules trabéculaires participe aux 

altérations pathologiques qui caractérisent la trabéculopathie glaucomateuse. Nous avons 

utilisé un modèle d’apoptose cellulaire induite par le BAC précédemment décrit par notre 

équipe. Les HTM3 ont été exposées à un stress toxique aigu (BAC 0,01% soit 3,3.10-4 M, 15 

min), puis ont été cultivées pendant 24 h en présence ou non de chimiokines recombinantes. 

L’apoptose a été mesurée par microcytofluorométrie et rapportée à la viabilité cellulaire. Le 

modèle génère environ 50% d’apoptose par rapport au témoin. CXCL12 diminue l’effet 

proapoptotique du BAC alors que le SDF-1(5-67) augmente l’apoptose des HTM3 (Figure 

14a). Les effets protecteur/délétère sont dose-dépendants, avec un effet maximum observé 

pour une concentration de 10 ng/mL. (Figure 14b) 
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SDF-1(5-67) induit une apoptose trabéculaire via CXCR3. Après avoir montré que CXCL12 

et SDF-1(5-67) se liaient respectivement à CXCR4 et CXCR3, nous avons testé les effets 

d’antagonistes non-peptidiques spécifiques de ces deux récepteurs - l’AMD3100 pour 

CXCR4 et le NBI74330 pour CXCR3 – dans notre modèle cellulaire d’apoptose induite par le 

BAC. Le blocage de CXCR4 inhibe l’effet protecteur de CXCL12 qui devient alors pro-

apoptotique et mime l’effet de SDF-1(5-67). I-TAC/CXCL11, un autre ligand de CXCR7, 

n’influence pas la viabilité trabéculaire, confirmant que l’effet protecteur de CXCL12 est 

médié par CXCR4. (Figure 15) 

 Le blocage de CXCR3 inhibe l’effet pro-apoptotique de SDF-1(5-67). Pour confirmer 

le rôle de CXCR3, nous avons testé un de ses ligands :IP-10/CXCL10. Une exposition de 24  

h à 10 ng/mL de CXCL10 reproduit un effet analogue à celui engendré par SDF-1(5-67). Le 

blocage de CXCR3 par le NBI74330 inhibe l’effet pro-apoptotique de CXCL10, confirmant 

ainsi le rôle de CXCR3. En revanche, CXCL11 (I-Tac), un autre ligand de CXCR3, 

n’influence pas l’apoptose cellulaire. L’étude des voies de signalisation en CMF a montré que 

la liaison de SDF-1(5-67) au récepteur CXCR3 induit une activation de la caspase 3 

intracellulaire, une des principales voies impliquées dans les phénomènes apoptotiques 

(Figure 16). 
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L’utilisation in vivo d’un antagoniste de CXCR3 diminue la PIO dans un modèle animal de 

glaucome, alors que le blocage de CXCR4 n’a pas d’effet sur la PIO. Nous avons testé in 

vivo les antagonistes précédemment utilisés de façon à confirmer nos résultats in vitro. Un 

modèle d’HTO chirurgicalement induite par cautérisation des veines épisclérales a été évalué 

chez le rat Long-Evans. Cette procédure expérimentale a permis de sélectionner des animaux 

qui présentaient une HTO induite stable pendant un mois (36 ± 3,2 vs 27 ± 3 mmHg). 

L’injection sous-conjonctivale de NBI74330 (10 ng/mL, 100 µL) induit une réduction 

significative de la PIO trois jours après (Figure 17a). L’effet d’une seule injection est 

transitoire, les valeurs de PIO recouvrant leur niveau élevé six jours après l’injection. 

L’administration d’une seconde injection de NBI74330 selon les mêmes modalités au 

moment du pic d’efficacité de la première a permis de prolonger l’effet hypotonisant pendant 

douze jours. L’étude de doses a permis de montrer une concentration minimum efficace de 1 

µM par injection (Figure 17b) 

A l’inverse, l’administration sous-conjonctivale d’une ou plusieurs doses d’AMD3100 n’a pas 

modifié la PIO. Enfin, ni le NBI74330 ni l’AMD3100 n’ont d’effet sur la PIO des yeux 

témoin n’ayant pas subi de cautérisation des veines (Figure 17c). 
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Le blocage de CXCR3 in vivo restaure la fonction trabéculaire et diminue la PIO dans un 

modèle animal de glaucome. Nous avons complété nos travaux in vivo afin de déterminer les 

mécanismes responsables  de l’HTO dans le modèle ainsi que de la baisse de PIO induite par 

le NBI74330. Le débit de filtration de l’humeur aqueuse a été évalué par fluorophotométrie in 

vivo :5 µl de fluorescéine ont été injectés en chambre antérieur et la cinétique de décroissance 

de la fluorescence a été mesurée sous anesthésie générale. Le potentiel de filtration 

trabéculaire a été déterminé ex vivo par injection de microsphères fluorescentes et 

microscopie confocale :l’évaluation des zones de captation des microsphères rapportée à la 

surface trabéculaire totale (PEFL) reflète ainsi la fonction de filtration trabéculaire. 

Indépendamment de tout traitement, l’évaluation de notre modèle a révélé que l’élévation 

expérimentale de la PIO conduisait à terme à une diminution du renouvellement de l’humeur 

aqueuse associée à une réduction de la filtration trabéculaire, représentée par le pourcentage 

de la longueur de fixation du traceur sur le trabéculum (PEFL). L’injection de NBI74330 

améliore le renouvellement de l’humeur aqueuse ainsi que la filtration trabéculaire dans les 

yeux glaucomateux, révélant ainsi une restauration de la fonction trabéculaire comparable à 

celle des yeux témoins non-glaucomateux (Figures 18a,b et Figures 19a,b). 

L’apoptose des cellules trabéculaires a ensuite été évaluée ex vivo par TUNEL sur les 

trabéculums de rat. Notre modèle de glaucome augmente significativement la densité de 

cellules apoptotiques au sein du trabéculum comparativement aux trabéculums contrôles. Le 

traitement par NBI74330 diminue l’apoptose trabéculaire dans les yeux glaucomateux traités 

comparativement aux yeux non traités (Figure 20a,b).  
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Le SDF-1(5-67) entraine une élévation de la pression intraoculaire in vivo. Finalement, des 

injections sous-conjonctivales de SDF-1(5-67) (100 ng/mL, 100 µL) dans des yeux de rats 

sains induit une élévation significative et transitoire de la PIO (Figure 21). 
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Nous démontrons ainsi de façon originale qu’il existe une balance entre la chimiokine entière 

CXCL12 et sa forme clivée SDF-1(5-67) qui régule l’apoptose des cellules trabéculaires et la 

fonction du trabéculum via deux systèmes distincts : CXCL12/CXCR4 et SDF-1(5-

67)/CXCR3. Nous démontrons in vivo que la diminution de la filtration trabéculaire 

responsable de l’HTO dans notre modèle est liée à une apoptose trabéculaire accrue qui peut 

être inhibée en bloquant CXCR3 par un antagoniste non-peptidique spécifique administré 

localement. Ces résultats offrent de nouvelles pistes thérapeutiques contre le GPAO qui 

cibleraient directement la trabéculopathie causale en agissant sur l’effet apoptotique d’un 

GPCR.   
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Les conservateurs des collyres sont responsables d’effets iatrogènes toxiques au sein de la 

surface oculaire qui diminuent la tolérance des traitements antiglaucomateux, nuisant à 

l’observance ainsi qu’à l’efficacité de toute stratégie thérapeutique. Il a été démontré que le 

BAC induisait une apoptose des cellules épithéliales conjonctivales, une surexpression 

épithéliale de médiateurs de l’inflammation ainsi qu’une infiltration conjonctivale par des 

cellules de l’inflammation. Cependant, les mécanismes responsables d’une telle infiltration 

demeurent méconnus : plus précisément, il n’a jamais été déterminé si cette migration 

cellulaire était simplement secondaire à une destruction tissulaire toxique non-spécifique, ou 

bien directement liée à un effet proinflammatoire du BAC encore inconnu. La chimiokine 

CX3CL1 joue un rôle déterminant dans la migration et l’activation de certaines populations 

leucocytaires exprimant son unique récepteur :CX3CR1 (Bazan 1997). L’expression 

épithéliale de CX3CL1 participerait au trafic de cellules de l’immunité et serait impliquée 

dans des pathologies oculaires comme la DMLA (Combadière 2007). Compte-tenu des 

phénomènes migratoires observés au sein de la conjonctive exposée au BAC et du rôle 

fondamental de CX3CL1/CX3CR1 dans l’infiltration inflammatoire des tissus, nous avons 

formulé l’hypothèse selon laquelle CX3CL1 pourrait participer à l’effet proinflammatoire du 

BAC. Chez l’homme, nous montrons sur des empreintes conjonctivales et par CMF que 

l’épithélium des patients traités par des collyres conservés surexprime CX3CL1 par rapport à 

un groupe comparable de patients non exposés aux conservateurs. In vitro, la stimulation 

d’une lignée de cellules épithéliales conjonctivales par des concentrations habituelles de BAC 

induit une synthèse accrue de CX3CL1 par l’intermédiaire du système TNF-�/TNF-R1. Cette 

synthèse s’accompagne d’un effet chimioattractant sur certaines populations leucocytaires, 

particulièrement CD3+, CD56+ ou CD14+, inhibé en cas de blocage du système 

CX3CL1/CX3CR1. Dans un modèle animal de toxicité oculaire, l’exposition au BAC induit 

une migration de cellules inflammatoires vers la conjonctive. On observe chez les souris KO 

pour le récepteur CX3CR1 une diminution de l’infiltration macrophagique F4/80+ induite par 

le BAC. Cette étude démontre de façon originale (Figure 22) que le système 
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CX3CL1/CX3CR1 participe à l’interaction entre les cellules épithéliales conjonctivales et les 

cellules de l’immunité, et que la migration conjonctivale d’une population macrophagique en 

réponse au BAC dépend spécifiquement de ce système chimiokinergique.  
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•  Evaluer et comparer la synthèse épithéliale conjonctivale de CX3CL1 et 

CX3CR1 chez des patients glaucomateux traités par des collyres contenant 

du BAC. 

 

•  Déterminer l’induction de synthèse de CX3CL1 et CX3CR1 par le BAC et les 

mécanismes mis en jeu. 

 

•  Etudier les effets chimioattractants de CX3CL1 synthétisée par les cellules 

épithéliales in vitro. 

 

•  Déterminer le rôle de CX3CL1 dans l’infiltration conjonctivale par des 

leucocytes dans un modèle animal de toxicité au BAC chez la souris KO 

pour CX3CR1. 
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L’ensemble des matériels et méthodes est décrit dans l’article 2. Les principaux réactifs 

utilisés sont détaillés dans le Tableau 5. 

Les empreintes conjonctivales de 40 patients glaucomateux traités depuis plus d’un an avec 

un collyre contenant du BAC (n=20) ou un collyre sans conservateur (n=20) ont été 

recueillies dans le cadre du Centre d’Investigation Clinique des Pathologies de la Surface 

Oculaire (Centre Hospitalier National d’Ophtalmologie des Quinze-Vingts, INSERM-DHOS 

CIC 503, Paris, France) en conformité avec la déclaration d’Helsinki (2000) après accord du 

Comité de Protection des Personnes (Ile de France V, agrément 10793) et signature d’un 

consentement éclairé.  

Les expérimentations in vitro ont été réalisées sur une lignée humaine de cellules épithéliales 

conjonctivales immortalisées (IOBA-NHC) dont les caractéristiques ont été établies 
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précédemment (Diebold 2003). Les essais de migration ont été réalisés avec une culture 

primaire de leucocytes humains isolés sur culot sanguin obtenus par l’intermédiaire du CTS 

Saint-Antoine, Paris. 

Une lignée de souris transgéniques CX3CR1gfp/gfp sur fond C57BL/6 a été développée pour 

l’étude animale (Jung 2000). Les expérimentations ont été conduites au sein de la plate-forme 

de phénotypage de l’Institut de la Vision, en accord avec les critères de l’ARVO sur 

l’expérimentation animale en ophtalmologie. Le modèle de toxicité oculaire consiste en 

l’instillation d’une solution de BAC à 0,05% (15 gouttes à 5 minutes d’intervalle dans l’œil 

testé) suivie d’une période de récupération de 12 heures avant euthanasie et prélèvements 

(Ichijima 1992, Liang 2008). 
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Type Référence Source 

Protéines TNF-� R&D Systems, USA 

Anticorps primaires, 
CMF. 

(vs antigènes humains) 

HLA-DR mAb (1:50)  DakoCytomation, Danemark 

CX3CL1 mAb (1:200) 
CX3CR1 mAb (1:500) 

Imgenex, USA 

CD45, CD3, CD14, CD56 
immunomarquage multi-couleur 

direct( Cyto-Stat6607073, 
6603909)  

Beckman Coulter, USA 

 
Anticorps primaires,  

IF et ELISA. 
(vs antigènes humains) 

CX3CL1 (ELISA, DY365) R&D Systems 

CX3CL1 mAb (1:200) 
CX3CR1 mAb (1:200) 

Abcam, USA 

Anticorps primaires, 
 IF. 

(vs antigènes murins) 

CD3 (1:200) 
CD11b (1:200) 
NKG2D (1:100) 
F4/80 (1:500) 

R&D Systems 

Primers 
CX3CL1, CX3CR1 

(PrimerBlast) 
Eurogentec 
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CX3CL1 et HLA-DR sont surexprimées dans la conjonctive des patients recevant un 

traitement avec conservateur. Grâce à la mise au point de la technique des empreintes 

conjonctivales couplée à la CMF, notre équipe avait précédemment démontré que le BAC 

induisait la synthèse épithéliale de marqueurs de l’inflammation chez l’homme (Baudouin 

2005). Dans cette étude,  nous avons testé l’expression conjonctivale de CX3CL1, CX3CR1 

et HLA-DR. Une faible synthèse basale de CX3CL1, CX3CR1 et HLA-DR a été mise en 

évidence dans le groupe témoin (patients glaucomateux traités avec des collyres sans 

conservateur). CX3CL1 et HLA-DR sont significativement surexprimées chez les patients 

recevant un traitement contenant du BAC (Figure 23).  
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Le niveau d’expression de CX3CL1 est corrélé aux lésions cliniques de la conjonctive. Les 

détails de l’évaluation clinique de la surface oculaire sont présentés dans le Tableau 4. Nous 

rapportons que le niveau d’expression de CX3CL1 par les cellules épithéliales conjonctivales 
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est positivement corrélé aux lésions conjonctivales évaluées cliniquement selon le score de 

Van Bijsterveld. Aucune corrélation significative n’a été retrouvée pour les autres paramètres 

étudiés (Tableau 6).  

�
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 Caractéristiques des 

patients  

Corrélation avec 

l’expression de CX3CL1 

Durée du traitement [années] 9 ± 4,6 R²=0,015, p>0,05 

Nombre de traitements 2,25 ± 0,6 R²=0,07, p>0,05 

Hyperhémie conjonctivale [0 – 5] 1,75 ± 0,65 R²=0,247, p>0,05 

Lésions conjonctivales [0 – 9] 1,7 ± 1,36 R²=0,723, p=0,012* 

Temps de rupture lacrymale (BUT) [sec] 7,5 ± 2.5 R²=0,248, p>0,05 
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Le BAC induit in vitro une surexpression de CX3CL1. L’expression de CX3CL1 et de son 

récepteur a été étudiée sur une lignée immortalisée de cellules épithéliales conjonctivales 

(IOBA-NHC) par RT-PCR, immunofluorescence, CMF et ELISA. De façon comparable à ce 

qui avait été observé ex vivo par empreintes conjonctivales et CMF, une stimulation par le 

BAC induit une surexpression de CX3CL1, et pas de CX3CR1, comme analysé en RT-PCR et 

en immunofluorescence (Figure 24a,b). L’effet du BAC sur l’expression de CX3CL1 est 

dose-dépendant et temps-dépendant (Figure 24c,d). L’analyse de la cinétique de l’expression 

cellulaire totale et membranaire a été réalisée en CMF et révèle une expression membranaire 

précoce de CX3CL1 (6 heures après la stimulation) suivie d’une surexpression totale 

promlongée sur 24 heures (Figure 24d). Le dosage de CX3CL1 dans le milieu par ELISA 

révèle une libération rapide de CX3CL1 (Figure 24e). 
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L’induction de synthèse de CX3CL1 par le BAC est médiée par le TNF-�. Une stimulation 

par le TNF-� (10ng/ml) seul entraine une surexpression de CX3CL1. Au contraire, 

l’antagonisme du récepteur TNF-R1 par un anticorps bloquant (1 :50, MAB225, R&D 

Systems) inhibe la synthèse de CX3CL1 induite par le BAC (Figure 25). 
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Les cellules épithéliales conjonctivales attirent certaines populations leucocytaires par 

l’intermédiaire de la synthèse de CX3CL1. Nous avons évalué le rôle du système 

CX3CL1/CX3CR1 dans les interactions entre cellules épithéliales conjonctivales et 

leucocytes humains non-adhérents en culture primaire dans des chambres de migration. Les 
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cellules épithéliales conjonctivales non stimulées ne présentent pas de propriétés 

chimiotactiques sur les leucocytes extraits CD45+. En revanche, les leucocytes migrent 

significativement vers des cellules épithéliales conjonctivales préalablement stimulées par du 

BAC (0,01%, 12 heures avant) (Figure 26a). L’analyse des sous-populations en CMF montre 

une migration spécifique de lymphocytes (CD3+/CD56-), de NKs (CD3+/CD56+) et de 

monocytes (CD14+). La preincubation des leucocytes avec un anticorps bloquant anti-

CX3CR1 réduit significativement la migration des NKs et des monocytes, mais pas celle des 

autres lymphocytes. En parallèle, l’étude de la migration de macrophages humains adhérents 

CD14+ en culture primaire confirme l’effet chimioattractant de la chimiokine CX3CL1 

synthétisée par les cellules épithéliales conjonctivales en présence de BAC (Figure 26b). Cet 

effet est diminué de moitié en cas de blocage du récepteur CX3CR1. 
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L’infiltration macrophagique des conjonctives exposées au BAC dépend du système 

CX3CL1/CX3CR1. Nous avons utilisé des souris déficientes pour le récepteur CX3CR1 et 

leur témoin wild-type afin de compléter nos résultats in vitro. Les conjonctives ont été 

prélevées et analysées en immunohistofluorescence 12 heures après une exposition aigüe au 

BAC 0,05% selon une procédure précédemment validée (Ichijima 1992, Liang 2008). Pour 

les yeux non exposés au BAC, la densité conjonctivale de cellules dendritiques (CX3CR1+), 

de granulocytes (CD11b+), de lymphocytes (CD3+), de NKs (NK2GD+) et de macrophages 

(F4/80+) est similaire dans les deux lignées. L’exposition au BAC entraine une infiltration 

conjonctivale majeure par des cellules CD11b+, CD3+ ou F4/80+ quelle que soit la lignée 

génétique murine (Figure 27a). Dans les yeux exposés au BAC, la densité de cellules 

CD11b+ ou CD3+ est comparable dans les deux lignées (Figure 27b). En revanche, 

l’infiltration macrophagique F4/80+ est significativement diminuée chez les souris déficientes 

pour le récepteur CX3CR1 comparativement à leurs témoins CX3CR1+/+, suggérant qu’une 

infiltration sélective de macrophages en réponse au BAC dépend de CX3CL1. 
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Nos résultats révèlent ainsi que la chimiokine CX3CL1 est impliquée dans le trafic 

conjonctival de certaines cellules immunitaires en cas d’inflammation iatrogène. Nous 

montrons de façon originale que les cellules épithéliales présentent une synthèse inductible de 

CX3CL1 via le TNF-� qui régule la migration tissulaire des leucocytes CX3CR1+. Ce 

système chimiokinergique pourrait ainsi jouer un rôle au cours des pathologies 

inflammatoires chroniques de la surface oculaire. 

 

 

______ 

 

 

Ainsi, nos travaux concernant les deux axes de recherche choisis révèlent que certaines 

chimiokines sont impliquées dans la physiopathologie du segment antérieur au cours du 

glaucome. Nos résultats concernant CXCL12  démontrent de façon inédite qu’une chimiokine 

est directement impliquée dans la régulation du microenvironnement trabéculaire et pourrait 

ainsi constituer la cible de traitements spécifiques contre le glaucome. Parallèlement, nous 

démontrons qu’une autre chimiokine, CX3CL1, est impliquée dans l’inflammation 

conjonctivale iatrogène induite par l’administration de collyres antiglaucomateux avec 

conservateur. Ces résultats illustrent d’une part la dualité des fonctions -immunitaires et extra-

immunitaires- des chimiokines. Ils nous amènent d’autre part à nous interroger sur les 

relations chimiques et cellulaires éventuelles entre la surface oculaire et le trabéculum 

anatomiquement très proches. La recherche d’interactions entre ces deux structures via les 

chimiokines étudiées ou d’autres chimiokines permettrait de mieux appréhender ces éléments 

déterminants de la maladie glaucomateuse. La discussion qui suit ouvre ainsi les perspectives 

d’une nouvelle approche de la physiopathologie du segment antérieur dans le glaucome.  
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Le GPAO est une neuropathie ophtalmologique fréquente et potentiellement cécitantes 

fréquemment associée à une élévation anormale de la PIO (Quigley 2006, Cedrone 2008). La 

prise en charge thérapeutique actuelle du GPAO repose essentiellement sur l’utilisation de 

collyres hypotonisants. Les praticiens recourent à une molécule ou à une association de 

molécules afin d’atteindre l’objectif pressionnel fixé et de stopper temporairement l’évolution 

de la maladie. En pratique clinique, une inefficacité progressive des traitements médicaux 

conduit à combiner deux, trois, voire quatre principes actifs dont l’association ne permet 

parfois pas de stopper la progression de la neuropathie, échappant alors à tous les traitements 

connus (Kass 2002). De plus, le recours à une multitude de collyres au long cours expose les 

patients à une inflammation iatrogène chronique de la surface oculaire qui nuit à la tolérance 

et l’observance thérapeutique, et engendre parfois de réelles pathologies de la surface oculaire 

aux conséquences visuelles et sociales importantes.  

L’HTO est le principal facteur de risque lié à la fois au développement et à la progression du 

GPAO (Sommer, 1989). Elle est secondaire à une résistance anormale du trabéculum à 

l’écoulement de l’humeur aqueuse (Tektas 2009). La trabéculopathie glaucomateuse, primum 

movens de la maladie, associe une raréfaction des cellules trabéculaires à un remodelage de la 

MEC dont les mécanismes physiopathologiques sont encore mal connus (Alvarado  1984, 

Rohen 1984, Grierson 1987, Hamard 2002). Dans nos travaux, nous démontrons qu’il existe 

un équilibre physiologique entre la chimiokine CXCL12 et sa forme clivée SDF-1(5-67) qui 

régit la fonction de filtration du trabéculum en régulant la viabilité des cellules trabéculaires 

via les récepteurs CXCR4 et CXCR3. Nous rapportons que l’utilisation in vivo d’un 

antagoniste non-peptidique spécifique de CXCR3 permet de diminuer significativement la 

PIO dans un modèle animal d’HTO, proposant ainsi une nouvelle piste thérapeutique 

antiglaucomateuse ciblée sur un récepteur aux chimiokines.  

______ 

 

La chimiokine CXCL12 est impliquée notamment dans le contrôle de l’homéostasie tissulaire 

ainsi que la régulation de la MEC (Rostene 2007, Li  2008,  Lapidot 2005, Son 2006). Les 

phénomènes pathologiques observés dans les trabéculums de patients atteints de GPAO nous 

ont conduits à formuler l’hypothèse selon laquelle CXCL12 pourrait être impliqué dans la 

trabéculopathie glaucomateuse. Dans ce travail de thèse nous avons ainsi initialement détecté 
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la présence de CXCL12, CXCR3 et CXCR4 au sein de trabéculums glaucomateux prélevés 

ainsi que dans une lignée humaine de cellules trabéculaires glaucomateuses. Notons que pour 

des raisons évidentes il n’est pas aujourd’hui possible d’obtenir des trabéculums frais de 

patients sains, ce qui interdit in vivo toute comparaison trabéculaire chez l’homme. Les 

ARNm de CXCL12 ont été précédemment détectés dans des cellules trabéculaires par 

microarrays (Zhao 2004) sans étude spécifique ni de la protéine ni de la fonction; CXCR4 a 

déjà étudié dans la cornée et la rétine, au sein desquels il pourrait être impliqué dans la 

néoangiogénèse et la migration lymphocytaire (Crane 2000, Bourcier 2003, Bhutto 2006), 

mais aucune étude n’a été réalisée dans le trabéculum; CXCR3 n’a pas été analysé dans l’œil. 

Depuis une dizaine d’années, des antagonistes non-peptidiques spécifiques de certains GPCRs 

ont été développés et testés dans plusieurs pathologies extraoculaires (Donzela 1998, Bertolini 

2002, Walzer 2006, Cashen 2008). Nous avons utilisé des antagonistes de CXCR3 

(NBI74330) et de CXCR4 (AMD3100) dans un modèle expérimental d’HTO afin d’évaluer in 

vivo l’éventuel rôle de ces récepteurs dans la physiopathologie glaucomateuse. Le modèle 

d’HTO produit par cautérisation des veines épisclérales a permis d’obtenir une HTO stable 

sur plusieurs mois (Garcia-Valenzuela 1995, Danias 2006, Urcola 2006, Yu 2006, Park 

2008). L’administration de NBI74330 par voie sous-conjonctivale a entraîné une diminution 

significative de l’HTO dans les yeux opérés, de façon dose-dépendante, jusqu’au niveau 

pressionnel physiologique des yeux témoins. Le NBI74330 est un antagoniste spécifique et 

puissant de CXCR3 dont la pharmacologie a été détaillée chez l’homme et les rongeurs 

(Medina 2004, Heise 2005, Jopling 2007, Verzjil 2008). Chez l’animal, son utilisation 

expérimentale a permis de diminuer la formation des plaques d’athérosclérose (van Wanrooj 

2008). Nous rapportons ici de façon originale que le NBI74330 permet de diminuer la PIO 

dans un modèle d’HTO. 

L’évaluation in vivo de la filtration de l’humeur aqueuse dans notre modèle a permis de mieux 

comprendre les phénomènes impliqués dans l’induction chirurgicale de l’HTO ainsi que les 

mécanismes responsables de l’effet hypotonisant de l’antagonisme de CXCR3. Comme décrit 

précédemment, ce modèle de cautérisation des veines épisclérales partage de nombreuses 

similarités avec le GPAO humain :il permet d’obtenir une HTO stable au long cours, ne fait 

pas intervenir de procédures altérant directement le trabéculum –comme le LASER, 

l’injection de billes obturantes, ou l’injection de sérum salé hypertonique-, n’entraîne pas de 

variations morphologiques de la chambre antérieure ou de l’angle irido-cornéen (Nissirios 

2008), et conduit au développement d’une neuropathie par dégénérescence des RGCs (Yu 
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2006). Comme cela a été détaillé dans l’introduction de cette thèse, il n’existe cependant pas 

de modèle de GPAO validé compte-tenu du fait que les mécanismes physiopathologiques 

impliqués demeurent inconnus. Nous rapportons que la cautérisation des veines épisclérales 

entraine au long cours une diminution du renouvellement de l’humeur aqueuse par obstruction 

à l’écoulement au niveau du trabéculum, ainsi qu’une apoptose des CTs. Nous formulons ici 

l’hypothèse selon laquelle l’HTO initialement induite par le blocage mécanique des voies 

veineuses chargées de la réabsorption de l’humeur aqueuse fait place progressivement à une 

véritable trabéculopathie responsable de l’HTO au long cours. Dans ce modèle, le traitement 

par injections sous-conjonctivales de NBI74330 a permis non seulement de restaurer la 

fonction trabéculaire en augmentant la filtration de l’humeur aqueuse, mais aussi de diminuer 

l’apoptose trabéculaire observée ainsi que l’apoptose des cellules ganglionnaires rétiniennes. 

Comme nous l’avons souligné dans l’introduction, le modèle utilisé ici nous semble être le 

plus proche de la maladie glaucomateuse humaine. Néanmoins, le test des antagonistes sur 

d’autres modèles animaux cités précédemment pourrait ou non conforter nos résultats. 

Il a été récemment rapporté que le clivage de CXCL12 par certaines MMPs générait une 

chimiokine tronquée, SDF-1(5-67), dont les propriétés pro-apoptotiques étaient médiées par 

CXCR3 (Zhang 2003, Vergote 2006). Dans les CTs, nous avons détecté SDF-1(5-67) en 

utilisant un anticorps spécifique du néo-épitope de cette forme tronquée, et avons démontré (i) 

qu’il provenait de l’activité protéolytique de certaines MMPs produites par les CTs, et (ii) que 

sa production était augmentée par le TNF-� et le TGF-�2, deux cytokines impliquées dans le 

GPAO. Il est ainsi intéressant d’observer que l’accélération du clivage de CXCL12 synthétisé 

par les CTs en (5-67) est conditionnée in vitro par certaines MMPs (Alexander 2001, Hosseini 

2006, Acott 2008) et certaines cytokines comme le TNF-� et le TGF-�2 (Tripathi 1994, 

Sawada 2010) connues comme étant surexprimées au cours de la maladie glaucomateuse.   

Sur une lignée humaine de cellules trabéculaires, nous rapportons une fonction constitutive 

autocrine de CXCL12, comme précédemment décrit dans le SNC (Pujol 2005). Ainsi des 

concentrations physiologiques de CXCL12 protègent les cellules trabéculaires d’une apoptose 

induite par le BAC, de façon dose-dépendante, en activant CXCR4 et mobilisant le calcium 

intracellulaire. Ce rôle protecteur de CXCL12/CXCR4 a été rapporté dans des cultures 

primaires de neurones et dans des cultures de cellules méningiomateuses (Barbieri 2006, 

Khan 2008). Le blocage spécifique de CXCR4 par l’AMD3100 inhibe totalement l’effet de 

CXCL12. De plus, nous n’avons détecté qu’une très faible quantité de CXCR7, l’autre 

récepteur potentiel de CXCL12, et l’absence d’influence de CXCL12 ou CXCL11 sur 
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l’expression trabéculaire de ce dernier, confirmant que la fonction protectrice de CXCL12 

dépendait uniquement de CXCR4. 

En parallèle, l’utilisation de SDF-1(5-67) sur notre modèle d’apoptose trabéculaire induite par 

le BAC entraîne une augmentation de l’apoptose des CTs, de façon dose-dépendante, associée 

à une augmentation de l’activation de la caspase-3. Le blocage spécifique de CXCR3 par le 

NBI74330 inhibe totalement cet effet pro-apoptotique, alors que l’utilisation d’un ligand 

connu de CXCR3 (CXCL10) mime l’effet délétère du SDF-1(5-67). De façon concordante, il 

a été précédemment publié que CXCL10 induisait une apoptose via CXCR3 et l’activation de 

la caspase-3 dans les cellules endothéliales et les neurones (Romagnani 2001, Yang 2004, Sui 

2006). Notons de plus que SDF-1(5-67) et CXCL10 présentent des similitudes structurales au 

niveau du domaine impliqué dans la liaison avec CXCR3 (Booth 2002).  

Au vu de ces résultats sur tissus humains, sur cultures cellulaires, et dans un modèle animal 

d’HTO, nous suggérons que la chimiokine CXCL12 joue un rôle fondamental dans la 

physiopathologie trabéculaire. Au cours du glaucome, la fonction protectrice autocrine de 

CXCL12 garantissant l’homéostasie du trabéculum pourrait être déséquilibrée par la 

protéolyse de CXCL12 induite par une surexpression pathologique de certaines cytokines et 

MMPs impliquées dans le GPAO. La bascule de la balance CXCL12/SDF-1(5-67) en faveur 

de la forme clivée pourrait alors entraîner une apoptose via CXCR3, altérant la fonction de 

filtration trabéculaire responsable de l’élévation de la PIO. Ainsi, cette dégradation 

trabéculaire morphofonctionnelle pourrait être préservée par l’utilisation d’un antagoniste 

spécifique de CXCR3 administré par voie locale. Ces résultats mettent en avant le rôle d’un 

système chimiokinergique dans l’homéostasie trabéculaire, d’autres chimiokines pouvant 

aussi être impliquées, notamment CXCL2, IL8 et CXCL6 récemment détectées dans le 

trabéculum (Shifera 2010).  L’utilisation ophtalmologique d’antagonistes spécifiques de 

certains GPCRs comme CXCR3 pourrait ouvrir de nouvelles voies thérapeutiques contre la 

trabéculopathie, leurs mécanismes d’action s’avérant totalement différents de ceux des 

traitements antiglaucomateux actuels. Ces résultats révèlent ainsi une cible inédite dont les 

perspectives thérapeutiques seront envisagées en troisième partie de la discussion. 

______ 
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Parallèlement à l’analyse des mécanismes physiopathologiques intervenant dans l’HTO et la 

trabéculopathie glaucomateuse, nous avons étudié l’implication des chimiokines au cours des 

phénomènes d’inflammation de la surface oculaire liés aux traitements antiglaucomateux 

actuels. Ayant initialement mis en évidence une synthèse accrue de CX3CL1 par les cellules 

épithéliales conjonctivales des patients exposés à un traitement contenant du BAC, nous 

avons formulé l’hypothèse selon laquelle cette chimiokine pourrait être impliquée dans les 

phénomènes inflammatoires induits par le BAC. La chimiokine CX3CL1 est impliquée dans 

le trafic de certaines populations leucocytaires comme les macrophages, les lymphocytes 

cytotoxiques et les NKs exprimant le récepteur CX3CR1 (Bazan 1997, Imai 1997, Chapman 

2001, Garton 2001, Goda 2000). Initialement détectée au sein de l’endothélium vasculaire, 

l’expression de CX3CL1 a été mise en évidence au sein de populations cellulaires épithéliales 

ou dérivées des fibroblastes au cours de pathologies allergiques ou dysimmunes comme la 

dermatite atopique, le psoriasis, la polyarthrite rhumatoïde et le syndrome de Gougerot-

Sjögren (Raychaudhuri 2001, Echigo 2004, Ruth 2004, Wildenberg 2008). Nos travaux 

démontrent de façon originale que la synthèse de CX3CL1 par les cellules épithéliales 

conjonctivales est impliquée dans les processus inflammatoires de la conjonctive. Ainsi, 

l’exposition au BAC, un des premiers conservateurs utilisés dans la pharmacopée 

ophtalmologique, entraîne une infiltration de cellules monocytaires et macrophagiques par 

l’induction directe d’une synthèse épithéliale de CX3CL1. Par le biais de la mise en évidence 

de propriétés proinflammatoires directes d’un tel composé, nous démontrons le rôle privilégié 

de CX3CL1 dans l’immunité de la surface oculaire.  

Nous avons tout d’abord mis en évidence une synthèse basale de CX3CL1 par les cellules 

conjonctivales de patients sains grâce à la technique des empreintes conjonctivales couplée à 

une immuno-détection par cytométrie en flux. Une telle expression épithéliale a été rapportée 

dans le tractus digestif et la peau, mais jamais étudiée au sein de la conjonctive. De récents 

travaux sur la cornée ont en revanche mis en évidence que le récepteur CX3CR1 était 

impliqué dans le homing et le renouvellement de certaines cellules monocytaires comme les 

cellules dendritiques au sein du stroma cornéen (Chinerry 2007, Kezic 2008). Nous pouvons 

ainsi formuler l’hypothèse selon laquelle la synthèse conjonctivale de CX3CL1 pourrait 

intervenir dans la régulation physiologique du trafic de certaines cellules de l’immunité.  

Les empreintes conjonctivales associées à la CMF constituent une méthode non invasive 

d’analyse quantitative de certains marqueurs cellulaires exprimés au niveau de la surface 

oculaire. Notre équipe avait développé cette technique et identifié certains marqueurs 
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inflammatoires d’intérêt au cours de l’allergie, la sécheresse oculaire et l’inflammation induite 

par les conservateurs (Baudouin 2005). Il a ainsi été rapporté que l’exposition au BAC 

induisait une surexpression de protéines membranaires de l’inflammation comme HLA-DRII 

et ICAM-1, d’IL-8, et des récepteurs aux chimiokines CCR4 et CCR5 (Baudouin 2004, 

Brignole 1998, Pisella 2004, Baudouin 2005), soulignant ainsi la complexité des voies de 

l’inflammation mises en jeu.  Nos travaux révèlent une surexpression épithéliale de CX3CL1 

chez des patients glaucomateux exposés au BAC comparativement à une population 

bénéficiant d’un traitement sans conservateur. L’expression de CX3CL1 est corrélée d’une 

part à celle de HLA-DRII, d’autre part au score d’atteinte clinique de la surface oculaire. 

CX3CL1 pourrait ainsi constituer un nouveau marqueur spécifique d’inflammation de la 

surface oculaire. 

Nous avons aussi testé les effets chimiotactiques de la synthèse épithéliale de CX3CL1 in 

vitro sur une lignée humaine de cellules épithéliales conjonctivales exposées au BAC. Nous 

avions précédemment développé ce modèle de toxicité in vitro et rapporté l’effet 

proapoptotique du BAC (Brasnu 2008). Les présents travaux démontrent que l’exposition des 

cellules épithéliales conjonctivales au BAC induit une surexpression significative de CX3CL1 

de façon dose- et temps-dépendante. Récemment, une analyse des cytokines exprimées dans 

un modèle cellulaire de toxicité comparable a révélé que la synthèse de TNF-�, l’IL-1, l’IL-10 

et l’IL-12 était induite par le BAC (Epstein 2009). La chimiokine CX3CL1 a la particularité 

de présenter une forme transmembranaire et une forme soluble. Notre étude rapporte que les 

cellules épithéliales conjonctivales exposées au BAC relarguent massivement CX3CL1 dans 

le milieu de culture. Nos expériences de migration cellulaire mettent en évidence que cette 

synthèse de CX3CL1 est responsable d’une attraction de certaines populations leucocytaires, 

notamment des lymphocytes CD3+, des cellules monocytaires CD14+ et des NKs CD56+. Il 

est aujourd’hui connu que ces types cellulaires expriment le récepteur CX3CR1 (Bazan 1997, 

Imai 1997, Chapman 2001, Garton 2001, Goda 2000). Nos travaux confirment que le blocage 

de CX3CR1 inhibe le pouvoir migratoire des cellules épithéliales conjonctivales stimulées par 

le BAC de façon partielle ou totale selon le phénotype cellulaire, soulignant ainsi la 

complexité des interactions cellulaires impliquées. D’autres systèmes de chimiokines comme 

CCL2, CCL4, ou CCL5 pourraient aussi participer à l’infiltration inflammatoire de la 

conjonctive.  

La mise au point récente de souris transgéniques KO pour CXCR3 avec ou sans insertion du 

gène codant pour la GFP a permis de mieux appréhender les effets in vivo du système 
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CX3CL1/CX3CR1 notamment dans le renouvellement cornéen des cellules de l’immunité 

(Chinnery 2007, Jung 2000, Kezic 2008). L’observation de notre modèle murin CX3CR1gfp/gfp 

a révélé que cette perte de fonction n’influençait pas la distribution des cellules CD45+ ni des 

dendritiques résidentes CX3CR1+ au sein de la conjonctive saine. Une étude précédente 

portant sur la rétine, l’iris et les corps ciliaires est parvenue au même résultat (Kezic 2008). En 

revanche, une récente étude de Chinerry et al a rapporté que la distribution des cellules 

dendritiques résidentes au sein de la cornée dépendait de CX3CR1 (Chinerry 2008). Cette 

disparité cornéo-conjonctivale pourrait trouver une explication dans les différences 

histologiques que présentent ces tissus et particulièrement l’absence de vascularisation de la 

cornée qui conditionne considérablement le trafic cellulaire en son sein. Dans notre modèle 

animal d’exposition au BAC, nous retrouvons une infiltration inflammatoire CD 45+ 

significative des conjonctives exposées comme précédemment rapporté (Becquet 1998, 

Kahook 2008, Noecker 2004, Sherwood 1998). En revanche, l’absence de fonctionnalité du 

récepteur CX3CR1 conduit à une diminution de l’infiltration par les cellules macrophagiques 

CD45+ F4/80+, alors que les autres populations leucocytaires ne sont pas affectées. Une étude 

récente sur un modèle murin de brûlure cornéenne par base rapporte des résultats similaires au 

sein de la cornée de souris KO pour le récepteur CX3CR1 (Lu 2008). Cette étude souligne en 

outre la coexistence de deux populations monocytaires, CD16+/CCR2-/CX3CR1+ et CD16-

/CCR2+/CX3CR1-, dont les propriétés migratoires dépendent du profil d’expression de ces 

récepteurs (Geissmann 2003, Lu 2009). Nos travaux retrouvent ainsi que l’absence de 

CX3CR1 réduit partiellement l’infiltration monocytaire induite par le BAC, suggérant 

l’implication d’autres systèmes, notamment CCL2/CCR2. L’étude des conséquences de 

l’infiltration ou non de la conjonctive par ces macrophages CX3CR1+ permettrait de mieux 

comprendre le rôle de cette régulation de migration. Nous tentons aujourd’hui d’étudier le 

profil cytokinique conjonctival chez les souris exposées au BAC, notamment la présence 

d’IL-6, IL-10, MIP-2 et CCL2, mais la fragilité de certaines de ces protéines ainsi que le très 

faible volume de tissu conjonctival chez la souris en compliquent l’analyse. De plus, il 

apparaît compliqué d’étudier les conséquences cytotoxiques de cette infiltration 

macrophagique, comme la libération d’espèces réactives de l’oxygène ou l’apoptose 

cellulaire, car les effets du BAC, qui induit directement de tels phénomènes, semblent 

difficiles à différencier de ceux de l’infiltration macrophagique. Notons cependant qu’une 

étude de toxicité chronique chez les souris KO et témoins, nécessitant l’exposition à de faibles 

doses quotidiennes de BAC sur plusieurs mois, complèterait de façon pertinente nos travaux. 
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En dépit d’études cliniques et fondamentales soulignant les effets iatrogènes des 

conservateurs, le BAC est encore aujourd’hui utilisé dans de nombreux collyres. Dans le 

glaucome, l’administration au long cours de traitements contenant des conservateurs entraîne 

une atteinte chronique de la surface oculaire responsable d’authentiques syndromes secs 

iatrogènes et d’une intolérance au traitement qui nuit à l’efficacité thérapeutique. Notre étude 

rapporte que le BAC induit une inflammation de la surface oculaire par un effet 

proinflammatoire direct sur les cellules épithéliales conjonctivales. Par l’intermédiaire des 

propriétés toxiques d’un tel composé, nous démontrons de façon originale que les cellules 

épithéliales conjonctivales jouent un rôle clé dans les processus inflammatoires de la 

conjonctive en influençant directement la migration macrophagique via  un système 

chimiokine/récepteur.  

______ 

 

En focalisant sur une problématique thérapeutique spécifique de la pathologie glaucomateuse, 

nos études reflètent cependant la complexité générale des modes d’action chimiokinergiques 

et notamment la dualité de leurs fonctions, immunitaires d’une part et homéostatiques d’autre 

part. Initialement étudiées en immunologie, les chimiokines ont peu à peu révélé d’autres 

fonctions et apparaissent aujourd’hui comme un système fondamental de communication 

intercellulaire indispensable au développement et à l’équilibre d’un organisme sain 

(Callewaere 2007), mais aussi largement impliqué dans de multiples pathologies. 

La redondance des systèmes chimiokine/récepteur semble garantir une certaine stabilité de 

communication intercellulaire mais rend complexe l’étude de tels systèmes. La découverte 

récente que la protéolyse de CXCL12 non seulement régule son activité autocrine protectrice 

mais aussi lui confère des propriétés pro-apoptotiques en promulguant une néo affinité pour 

un autre récepteur ajoute un niveau de complexité supplémentaire. Ainsi, si CXCL12 contrôle 

l’homéostasie tissulaire et la composition de la MEC, la MEC elle-même régule l’activité de 

CXCL12. L’étude des relations entre CXCL12 et les GAGs illustre cette interaction 

réciproque. Les associations chimiokines/GAGs créent des gradients de phase solide dans 

l’environnement cellulaire immédiat dont les conséquences sont multiples :(i) la stabilité du 

signal en protégeant la chimiokine des flux liquides mais aussi de la protéolyse, (ii) 

l’intensification du signal sur les sites d’intérêt en concentrant la chimiokine, et (iii) le 

renouvellement du signal par la clearance naturelle du compartiment extracellulaire (Delgado 



 

--�

�

2001, Valenzuela-Fernandez 2002, Villalba 2003, de la Luz Sierra 2004, Hoogewerf 1997, 

McQuibban 2001). Dans la trabéculopathie glaucomateuse, le remodelage pathologique de la 

MEC pourrait être conditionné par CXCL12 tout en régulant l’équilibre CXCL12/SDF-1(5-

67). Il nous reste aujourd’hui à mieux définir les relations réciproques qui déterminent cet 

équilibre. La mise en évidence d’un excès de chondroïtine sulfate au sein de la MEC du 

trabéculum glaucomateux pourrait en ce sens influencer la production de SDF1(5-67). Ainsi, 

dans le GPAO comme dans de nombreuses pathologies, l’étude du rôle des GAGs sur la 

modulation du signal chimiokinique doit aujourd’hui être approfondie afin de mieux 

comprendre certains mécanismes physiopathologiques voire de développer de nouvelles voies 

thérapeutiques qui cibleraient spécifiquement certains composants de la MEC.  

Longtemps considéré comme limité à l’extravasation des leucocytes sur les sites de 

l’inflammation, le rôle du système CX3CL1/CX3CR1 apparaît aujourd’hui s’étendre aux 

interactions entre cellules épithéliales ou neuronales et cellules immunitaires dans des 

conditions physiologiques et pathologiques. Puissant chimioattractant des cellules 

mononuclées, CX3CL1 semble réguler les mouvements de certaines populations 

monocytaires –macrophages et cellules dendritiques dans les tissus ou microglies dans le 

SNC- dont les fonctions sur la viabilité cellulaire ou la modulation des signaux intercellulaire 

demeurent encore à explorer. Il est intéressant de noter que certains auteurs ont mis en 

évidence l’existence de populations monocytaires différenciables selon leur profil 

d’expression de certains récepteurs des chimiokines, notamment CX3CR1 et CCR2 (Lu 2008, 

Geissmann 2003). Ces monocytes se comportent de façon différente, certains assurant plutôt 

l’homéostasie tissulaire naturelle, d’autres amplifiant certaines réactions inflammatoires 

pathologiques. Ainsi le profil d’expression des GPCRs apparaît progressivement comme un 

nouveau moyen d’étude et de classification des cellules de l’immunité, reflétant mieux leur 

spécificité fonctionnelle que les classiques marqueurs immunologiques. Une étude récente a 

montré que la concentration lacrymale de CX3CL1 était élevée en cas de sécheresse oculaire 

chronique (Enriquez-de-Salamanca 2010). On pourrait ainsi penser que la synthèse lacrymale 

de CX3CL1 interviendrait dans le recrutement leucocytaire vers la surface oculaire, 

participant ainsi à la régulation positive ou négative des phénomènes inflammatoires 

impliqués dans cette affection. Ensemble, ces résultats confirment la place de cette 

chimiokine au sein de l’immuno-pathologie de la surface oculaire. Le développement 

d’antagonistes spécifiques de CX3CR1 permettra d’envisager de nouvelles stratégies 

d’immunomodulation locale. 
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Le développement récent d’antagonistes non-peptidiques spécifiques des récepteurs aux 

chimiokines, initialement encouragé par la recherche de nouveaux traitements contre le VIH, 

a ouvert la voie à de nombreux traitements qui apparaissaient alors prometteurs. Même si 

certains sont parvenus jusqu’en phase II voire III, il faut avouer que les espoirs de thérapie 

anti-GPCR se sont heurtés à certains obstacles majeurs. Dans certains cas, la redondance des 

systèmes chimiokine/récepteur diminue voire annule les effets d’un antagonisme trop ciblé. 

Par exemple, les essais cliniques de traitement anti-CX3CR1 se sont avérés peu efficaces 

contre la polyarthrite rhumatoïde ou le psoriasis. Dans d’autres cas, l’inhibition systémique 

totale d’un axe essentiel –comme ce fut le cas pour CXCR4- induit des effets collatéraux 

délétères supérieurs aux bénéfices escomptés. Notons d’ailleurs que les modèles animaux KO 

pour CXCR4 ne sont pas viables, prouvant ainsi le caractère structurant fondamental de ce 

système chimiokinergique. Enfin, la complexité des fonctions des chimiokines au cours des 

processus pathologiques nécessite parfois en termes thérapeutiques une inhibition du signal, et 

parfois une intensification du signal. Par exemple, l’inhibition de CXCR4 réduit la 

prolifération et la dissémination de certaines cellules cancéreuses, alors que l’inhibition de 

CX3CR1 entraine une accumulation des microglies cytotoxiques au sein du SNC ou de la 

rétine. On peut ici noter que l’inactivation du signal CX3CR1 peut être liée à la présence de 

variants du récepteur qui conditionnent sa fonction, comme cela a été suggéré dans 

l’athérosclérose et la DMLA (Combadiere 2003, Combadiere 2007, Raoul 2008, McDermott 

2007). Ainsi le polymorphisme d’expression des GPCRs pourrait permettre de caractériser 

certaines populations cellulaires –apparaissant comme de nouveaux marqueurs biologiques- 

mais aussi de définir certaines prédispositions pathologiques –constituant alors des marqueurs 

pronostiques. 

______ 

 

Pour mettre en perspective nos travaux, notons que le système chimiokinergique constitue 

aujourd’hui le premier acteur de la communication cellulaire autocrine et paracrine dans le 

microenvironnement immédiat. Il apparait ainsi comme la cible thérapeutique privilégiée dans 

de nombreuses pathologies. Comme nous l’avons précédemment évoqué, les stratégies 

thérapeutiques ciblant les récepteurs couplés aux protéines G ont souvent connues des échecs 

cliniques liés à leurs effets secondaires, ce qui confirme le rôle fondamental de ce système 

dans le maintien des fonctions physiologiques de l’organisme. Le retrait récent du 
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rimonabant, un antagoniste du récepteur CB1 indiqué dans le traitement de l’obésité et le 

sevrage nicotinique, lié à ses effets neurotropes dépresseurs délétères en est une récente 

illustration (FDA 2009).  En ophtalmologie, le recours à la voie locale constitue un avantage 

fondamental car il permet de s’affranchir des effets généraux des agonistes/antagonistes des 

systèmes chimiokines/récepteurs. La découverte que l’utilisation locale d’un antagoniste d’un 

récepteur des chimiokines permet de diminuer l’HTO dans un modèle animal de glaucome, 

comme montré dans le premier article de cette thèse, ouvre ainsi des perspectives de 

traitement inédites.  

La poursuite de nos travaux sur la trabéculopathie glaucomateuse nécessite d’une part de 

tester d’autres antagonistes sélectifs des récepteurs CXCR3 et CXCR4, mais aussi des 

antagonistes sélectifs d’autres récepteurs aux chimiokines, notamment CX3CR1, CCR2 et 

CCR8, in vitro et dans notre modèle animal de glaucome. Concernant les effets trabéculaires 

de CXCL12, l’étude des interrelations entre la chimiokine CXCL12 et les 

glycosaminoglycanes de la MEC trabéculaire pourrait de façon pertinente compléter notre 

modèle physiopathologique comme détaillé précédemment. Nous pourrions par exemple 

imaginer que l’inversion du rapport héparane/chondroïtine sulfates en faveur des chondroïtine 

sulfates au cours du glaucome pourrait impacter l’efficacité comme la stabilité de CXCL12. Il 

semble en outre nécessaire de mieux étudier les phénomènes de changement morphologique 

et de migration cellulaires liés à l’exposition des cellules trabéculaires au CXCL12 et/ou au 

SDF-1(5-67). D’autre part, il apparait nécessaire de compléter l’étude des conséquences 

neuro-rétiniennes de la diminution de la PIO induite par les antagonistes de CXCR3 à plus 

long terme. L’étude de l’apoptose des cellules ganglionnaires rétiniennes, de l’atrophie 

rétinienne, et des éventuelles modifications microgliales induites permettra de compléter 

l’analyse de notre approche thérapeutique ciblée. Enfin, si nos hypothèses se vérifient, 

l’industrie pharmaceutique en ophtalmologie devra développer une forme galénique topique 

adaptée à la thérapeutique oculaire humaine. 

Nos travaux sur l’inflammation iatrogène de la surface oculaire révèlent que la synthèse 

épithéliale d’une chimiokine comme CX3CL1 est impliquée dans le trafic conjonctival des 

cellules immunitaires. Il reste cependant à déterminer les conséquences histologiques et 

cellulaires des modulations de ce trafic. Nos résultats ouvrent des perspectives d’étude de 

CX3CL1 dans les troubles chroniques de la surface oculaire, particulièrement dans la 

sécheresse oculaire primitive dont les traitements actuels semblent insuffisants en pratique 

clinique. Comme cela a été évoqué précédemment, la sécheresse oculaire est une pathologie 
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multifactorielle régie par des phénomènes inflammatoires locaux complexes. Il semble 

évident que CX3CL1 n’est pas la seule chimiokine impliquée dans la migration des 

leucocytes vers la conjonctive, et d’autres systèmes devront être recherchés et étudiés. Ainsi, 

la mise en évidence du rôle spécifique de certaines chimiokines pourrait permettre de mieux 

appréhender et traiter la sécheresse oculaire en ciblant spécifiquement les axes impliqués.  

Pour conclure, la proximité anatomique de la conjonctive, en surface, et du trabéculum, en 

profondeur, nous amène naturellement à la question de l’interdépendance de ces deux entités 

oculaires apparemment distinctes. Nous pourrions formuler l’hypothèse d’une communication 

intercellulaire entre ces deux tissus par l’intermédiaire des chimiokines. Ainsi, certaines 

chimiokines synthétisées par la conjonctive pourraient directement ou indirectement affecter 

le trabéculum. L’impact délétère des collyres sur la surface oculaire aurait-il par ce biais des 

conséquences inattendues sur l’évolution de la maladie glaucomateuse, et dans la 

physiopathologie du segment antérieur en général ? 
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