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Résumé

Le cholestérol est le principal stérol présent dans la rétine. Dans sa forme libre, le
cholestérol est distribué dans toutes les couches cellulaires de la rétine, alors que le
cholestérol estérifié s’accumule essentiellement a la base de I’épithélium pigmentaire rétinien.
La capacité intrinseque de la rétine a synthétiser le cholestérol parait limitée, ce qui implique
nécessairement que des voies extra-rétiniennes participent activement a suppléer la rétine en
cholestérol. Les cellules gliales de Miller contribueraient a I’apport de cholestérol aux
neurones de la rétine, en particulier pour la formation des synapses. Les conséquences
délétéres d’une accumulation ou a I’inverse d’un déficit en cholestérol dans les neurones sur
leur survie souligne I’'importance de maintenir I’équilibre entre I’apport et la néosynthése du
cholestérol d’une part et son élimination d’autre part. Pour cela, la rétine neurale a en
particulier la capacité de convertir, pour I’éliminer, le cholestérol en 24S-hydroxycholestérol.
En effet, le transport du 24S-hydroxycholestérol au travers des membranes est facilité par la
présence d’un groupe hydroxyle supplémentaire, lui conférant une polarité plus importante
par rapport au cholestérol. L’enzyme qui catalyse cette réaction est la cholestérol-24S-
hydroxylase (CYP46A1). Des liens ont éte établis entre CYP46A1, 24S-hydroxycholestérol et
processus neurodégénératifs dans le cerveau, suggérant un rble potentiel dans certaines
pathologies comme la maladie d’Alzheimer. CYP46ALl est exprimée dans la rétine neurale, et
plus particulierement dans les cellules ganglionnaires de la rétine. Le r6le de CYP46A1 dans
la rétine reste pour I’instant inconnu. Cependant, par analogie avec le cerveau, nous pouvons
supposer une fonction dans le contr6le de I’homéostasie du cholestérol dans les neurones et
envisager une association avec des pathologies dégénératives de la rétine comme la
Dégénérescence Maculaire Liée a I’Age (DMLA) ou le glaucome. Dans ce contexte, I’objectif
de nos travaux a consisté a évaluer le role de la cholestérol-24S-hydroxylase dans la rétine en
conditions physiologiques et pathologiques.

Par une approche clinique, nous avons trouvé qu’un polymorphisme génétique dans
CYP46AL était un facteur de risque de glaucome (Risque relatif=1,26, intervalle de confiance
a 95%=1,006-1,574, p<0,05) (Fourgeux et al. 2009, Invest Ophthalmol Vis Sci 50:5712-7).
Par contre, ce polymorphisme génétique n’a pas été retrouve, en tant que tel, comme facteur
de risque chez des patients DMLA, mais pourrait I’étre chez les patients non porteurs d’alléles
a risque dans les genes CFH et LOC387715 (Fourgeux et al. 2012, Invest Ophthalmol Vis Sci
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53:7026-33). Deux approches expérimentales nous ont permis de suggérer qu’il existe un lien
entre le stress des cellules de la rétine et le 24S-hydroxycholestérol. En effet, dans une étude
in vivo faite chez le rat, aprés avoir reproduit une caractéristique principale du glaucome par
I’augmentation de la pression intraoculaire, nous avons suggéré le réle crucial de la glie dans
le maintien de I’expression de CYP46A1 au cours de la neurodégénérescence de la rétine
(Fourgeux et al. 2012, Acta Ophthalmol, Sep 23 ; doi: 10.1111/j.1755-3768.2012.02490.x.).
Enfin, I’inhibition pharmacologique de I’activité CYP46A1 dans la rétine par le voriconazole
injecté in vivo chez le rat nous a permis de mettre en évidence que la diminution du contenu
en 24S-hydroxycholestérol de la rétine était associée a une dysfonction des cellules
ganglionnaires, évaluée par électrorétinographie. En paralléle, nous avons observé une
activation gliale, dont I’lamplitude était amplifiée par I’inhibition de I’activation microgliale
induite par la minocycline.

En conclusion, par une double approche a la fois clinique et expérimentale, nos
travaux suggerent le r6le important de CYP46Al dans le maintien de I’homeostasie du
cholestérol dans la rétine en conditions physiologiques et en conditions pathologiques.
L’intervention des cellules gliales de Miiller dans ce réle peut étre évoquée, en particulier en

condition pathologique comme au cours du glaucome.

Mots-clés: rétine, pathologie, cholestérol, glaucome, dégénérescence maculaire liée a I’age,
neurone, glie, métabolisme, cholestérol-24S-hydroxylase, CYP46A1, 24S-
hydroxycholestérol, polymorphisme génétique.



Abstract

Cholesterol is the major sterol found in the retina. In its free form, cholesterol is
present in all cell layers of the retina, whereas cholesteryl esters mainly accumulate at the
basement of the retinal pigment epithelium. The intrinsic capacity of the retina to synthetize
cholesterol appears limited. Some extra-retinal pathways actively participate to cholesterol
uptake to the retina. Muller glial cells may contribute to cholesterol supply to retinal neurons,
especially for synaptic formation. Cholesterol accumulation or conversely deficiency has
deleterious consequences on neuron survival. Maintaining the equilibrium between
cholesterol supply and neosynthesis in the one hand and cholesterol elimination in the other
hand is crucial. For that purpose, the inner retina converts cholesterol into 24S-
hydroxycholesterol. The transport of 24S-hydroxycholesterol across membranes is facilitated
by the addition of the hydroxyl group to cholesterol at position 24 of carbon chain since it
renders cholesterol more hydrophilic. CYP46A1 (cholesterol 24S-hydroxylase) is the enzyme
which catalyzes this reaction. Some links between CYP46Al, 24S-hydroxycholesterol and
neurodegenerative processes have been reported in the brain, suggesting a potential role in
several pathologies such as Alzheimer’s disease. CYP46A1l is expressed in the neural retina
and specifically in retinal ganglion cells. The contribution of CYP46A1 in the retina remains
unknown. Moreover by analogy with the brain, we can suggest a function for CYP46Al in
the regulation of cholesterol homeostasis in retinal neurons. Possible associations between
CYP46A1 and Age-related Macular Degeneration (AMD) and glaucoma were suspected. In
this context, we aimed to evaluate the role of CYP46A1 in the retina in physiological and
pathological conditions.

Through a clinical approach, we found that a genetic polymorphism in CYP46A1 was
a risk factor for glaucoma (Odd Ratio = 1.26; 95% C1=1.006-1.574, p<0.05) (Fourgeux et al.
2009, Invest Ophthalmol Vis Sci 50:5712-7). By contrast, this genetic polymorphism was not
found as a risk factor in AMD patients, but may become an additional risk factor in patients
who do not carry risk allele in CFH and LOC387715 genes (Fourgeux et al. 2012, Invest
Ophthalmol Vis Sci 53:7026-33). Two experimental approaches suggested that a link between
retinal stress and 24S-hydroxycholesterol does exist. Indeed, in a rat model of glaucoma of
elevated intraocular pressure, we suggested the crucial role of CYP46A1 in maintaining
CYP46A1 expression in the course of retinal neurodegeneration (Fourgeux et al. 2012, Acta
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Ophthalmol, Sep 23; doi: 10.1111/j.1755-3768.2012.02490.x.). Pharmacological inhibition of
CYP46AL activity in the retina by voriconazole administered in vivo in the rat highlighted
that the decrease in retinal 24S-hydroxycholesterol levels was associated with RGC
dysfunction evaluated by electroretinography. In parallel, we observed glial activation in
which magnitude was exacerbated when microglia activation was inhibited by minocycline at
the same time.

In conclusion, by a dual clinical and experimental approach, our works suggest a crucial role
for CYP46A1 in maintaining cholesterol homeostasis in the retina in physiological and
pathological conditions. Miller glial cell intervention in this process may be suspected

especially in pathological conditions of glaucoma.

Key- words: retina, pathology, cholesterol, glaucoma, age-related macular degeneration,
neuron, glia, metabolism, cholesterol-24S-hydroxylase, CYP46A1, 24S-hydroxycholesterol,

gene polymorphism.
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Abréviations

7-KC : 7céto-cholestérol

70-OH : 7a-hydroxycholestérol

7B-OH : 7B-hydroxycholestérol

70,27-OH : 7a, 27hydroxycholestérol

24S-0OH : 24S-hydroxycholestérol

25-OH : 25-hydroxycholestérol

27-OH : 27-hydroxycholestérol

a-2M : macroglobuline alpha-2

ABCAL1: transporteurs de I’ATP (ATP-binding cassette) de type Al
ABCG1, 5, 8 : transporteurs de I’ATP (ATP-binding cassette) de type G1, G5, G8
ACAT 1/2 : Acyl-CoA transférase, isoformes 1 et 2

AMPA : agoniste du récepteur ionotrope au glutamate

AMPCc : adénosine monophosphate cyclique (c)

AMPK : adénosine monophosphate kinase (k)

ApoALl : apolipoprotéine Al

ApoB : apolipoprotéine B

ApoCl, ApoCll, Apo CIlII : apolipoprotéines ClI, Cll, CllI

ApoE : apolipoprotéine E

APP : protéine précurseur d’amyloide

AQP4 : aquaporine 4, protéine membranaire intégrale

ATP, ATPase : adénosine triphosphate, adénosine triphosphatase
AP : plagues d’amyloide

BDNF : facteur neurotrophique dérivé du cerveau

BHE : barriére hémato-encéphalique

BHR : barriére hémato-rétinienne

BrM : membrane de Bruch

CA : acide cholique

CD36 : récepteur membranaire a la thrombospondine de type « scavenger »
CDCA : acide chénodéoxycholique

CE : esters de cholestérol

CETP : protéine de transfert du cholestérol estérifié

CFH : facteur H du complément

CGM : cellules gliales de Miiller

CGR : cellules ganglionnaires de la rétine

CMH classe Il : complexe majeur d”histocompatibilité de classe Il
CNE : couche nucléaire externe

CNI : couche nucléaire interne

CPE : couche plexiforme externe

CPI : couche plexiforme interne

CRALBP : protéine se liant aux rétinaldhéhydes

CYP P450 : cytochrome P450

DCA : acide déoxycholique

DHA : acide docosohéxaénoique

DMLA : dégénérescence maculaire liée a I’age

EAAT2 (ou GLT1 ou Slca2) : transporteur glial d’acides aminés excitateurs
EAATS (ou Slcla7) : transporteur neuronal d’acides aminés excitateurs (rétine)
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EPR : épithélium pigmentaire rétinien

ERG : électrorétinogramme

ERKZ1/2 : kinases régulant le signal extracellulaire, type 1 ou 2

ERO : especes réactives de I’oxygéne

GABA : acide y-aminobutyrique

GFAP : protéine gliale fibrillaire

GLAST (ou EAATL) : transposteur glial du glutamate et de I’aspartate

GS : glutamine synthétase

H?0?: peroxyde d’oxygéne

HDL : lipoprotéines de haute densité

HMGCOoA : 3-hydroxy-3-méthylglutaryl-CoA

HMGCR : 3-hydroxy-3-méthylglutaryl-CoA réductase

HO' : radical hydroxyle

HTRAL : HtrA sérine protéase 1

ICAM-1 : molécule d’adhésion intracellulaire, type 1

IDL : lipoproteines de densité intermédiaire

IL-1P : interleukine-1

IL-6 : interleukine-6

iNOs : oxyde nitrique synthétase

INSIG : protéine induite par le gene de I’insuline

JAK/STAT1 (janus activated kinase/ signal transducer and activator of transcription)

JNK : protéine janus kinase

Kir4.1 : canaux potassium (cellules gliales)

LCAT : lécithine-cholestérol-acyl-transférase

LCS : liquide céphalo-rachidien

LDL : lipoprotéines de faible densité,

LDL-R : récepteur aux lipoprotéines de faible densité

LH : lipase hépatique

LOC 387715 protéine de susceptibilité a la DMLA (aussi appelée ARMS?2)

Lp(a) : LDL avec une Apo(a) liée de maniere covalente a I’ApoB sur la LDL (appartenant a la
sous-classe des lipoprotéines).

LPL : lipase lipoporotéique

LRP-1 : protéine apparentée au LDL-R, aussi appelée récepteur a a-2-macroglobulin (a2M-

R), ou récepteur a I’Apo E (ApoE-R)

LXR-a, LXR-B : récepteur cellulaire au foie (Liver X receptor), isoformes a ou 3

MA : maladie d’Alzheimer

MAPK : voie de signalisation des protéines kinases activées par les mitogénes

MCP-1 : protéine chimio-attractive des monocytes

NADPH : nicotinamide adénine dinucléotide phosphate

NF-kB : facteur nucléaire (de transcription) kappa-B

NMDA : agoniste du récepteur ionotrope N-méthyl-D-aspartate

NO : oxyde nitrique

NPC1, NPC2 : protéine Niemann-Pick type Clou 2

O% : ion superoxyde

0% : ozone

OATP2 : polypeptide transportant un anion organique, isoforme 2.

ONOO': anion péroxynitrite

Ox-LDL : LDL oxydées
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p(75)NTR : récepteur aux neurotrophines

P2Y1 : récepteur purinergique couplé a la protéine-G

PI3K/AKT : voie de signalisation phosphadityl-inositol-3 kinase / protéine kinase B
P10 : pression intra-oculaire

PKA : protéine kinase A

PPAR-a, PPAR-P : récepteur aux péroxysomes, isoformes o ou f3)

Ptc : récepteur membranaire Patched

RE : réticulum endoplasmique

S-100 : protéine a motif double hélice « EF-Hand », marquant les neutrophiles
SCAP : proteine de clivage de SREBP

SERPINGL1 : inhibiteur facteur C1 du complément

SHH : facteur morphogénique Sonic Hedgehog

SLOs : Syndrome de Smith-Lemli-Opitz

Smo : récepteur membranaire Smoothened

SNC : systeme nerveux central

SNP : polymorphisme nucléotidique

SR-BI : récepteur aux HDL de type ‘scavenger’ de classe B (aussi appelé SCARB1)
SR-BII : isoforme de SR-BI

SRE : éléments régulateurs des stérols

SREBP 14, 1c, 2 : proteines liant les éléments régulateurs des stérols, isoformes 1a, 1c, 2
TGF-p : facteur de croissance des tumeurs, isoforme 3

TNFAIP3 : TNF-a induit par la protéine 3, aussi appelé protéine a doigt zinc A20
TNF-a : facteur de nécrose des tumeurs, isofome a

TrkA : agonsite du récepteur a tyrosine Kinase

VEGEF : facteur de croissance endothélial vasculaire

VLDL : lipoprotéines de tres faible densité
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La rétine neurale est une structure riche en lipides et constitue un élément a part du
systeme nerveux central (SNC). La couche de I’épithélium pigmentaire rétinien (EPR), par sa
richesse en jonctions étroites entre les cellules qui la composent, crée la barriere hémato-
rétinienne a la base de la rétine neurale. A cette barriere physique s’ajoute une barriere
métabolique qui limite I’entrée de molécules exogenes, I’export de molécules endogenes et les
mouvements intercellulaires. La rétine neurale est constituée de 25% de lipides dont 90% de
phospholipides et 10% de cholestérol [1].

Le cholestérol (Figure 1) est le principal stérol présent dans la rétine [2]. Il y est
retrouve sous deux formes : libre ou associé a un acide gras donnant lieu alors a du cholestérol
dit estérifié ou ester de cholestérol. La forme libre est exclusivement présente dans la rétine
neurale [1] et est distribuée dans toutes les couches cellulaires de la rétine [3]. Les teneurs en
cholestérol dans la rétine augmentent significativement avec I’age aprés 20 ans, et ce
principalement en région maculaire au niveau de la lame basale de I’EPR et de la membrane
de Bruch. Ces dépdts de cholestérol libre et d’esters de cholestérol (CE) sont des
conséquences, chez I’lhomme, du vieillissement et s’amplifient au cours de la dégénérescence
maculaire liée a I’dge (DMLA) [4, 5]. La capacité intrinséque de la rétine a synthétiser le
cholestérol in situ est faible, ce qui implique nécessairement que des voies extra-rétiniennes
participent activement a suppléer la rétine en cholestérol [6]. Les données relatives a la
capacité de la rétine a synthétiser le cholestérol ont été rapportées par Fliesler et al. d’apres
des marquages radioactifs des précurseurs du cholestérol [7-9]. Cette technique avait été mise
en évidence, dés 1953, par Gould et al. [10] pour mesurer la diminution de I’incorporation de
[**C]acétate en [*C]cholestérol lors de la synthése hépatique de cholestérol chez le chien

nourri avec un régime riche en cholestérol.

La contribution relative du cholestérol provenant de la circulation d’une part et de la
biosynthese locale d’autre part reste néanmoins inconnue [11]. La part de cholestérol
synthétisé localement par la rétine est fournie par les cellules de I’EPR, les cellules de Muller
et les batonnets. Les lipoprotéines de haute densité (HDL) et de faible densité (LDL) sont les

transporteurs circulants du cholestérol libre et estérifié.
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Figure 1 : Structure chimique de la molécule de cholestérol.

Le cholestérol exogéne a la rétine lui est apporté principalement par les LDL. L’apport
en cholestérol pour la rétine neurale nécessite la reconnaissance des particules de LDL par
I’EPR par le biais de récepteurs aux lipoprotéines et récepteurs dits « scavenger » qui
contribuent alors a I’entrée du cholestérol dans la rétine neurale [6, 12]. Plus précisément,
I’hypothese la mieux admise suggeére que I’interaction entre [I’apolipoprotéine B100
(ApoB100) présente sur les LDL et le récepteur aux LDL localisé sur le pole basal de ’'EPR
permet le transfert du contenu des LDL, dont le cholestérol, vers ’EPR [6]. D’autres voies
comme celle impliquant le CD36 pour I’internalisation des lipides circulants sont avancées
[6]. Un remodelage des lipoprotéines au niveau de I’EPR serait un préalable au transfert du
cholestérol vers la rétine [5, 13].

Compte-tenu que I’'HMGCcoA réductase (HMCGR) est I’enzyme limitante de la voie
de biosynthese du cholestérol [6], I’analyse de I’expression de I'HMGCR permet de
renseigner sur la nature des cellules qui sont capables de synthétiser le cholestérol. Ainsi, il a
été montré que les cellules gliales de Muller expriment ’THMGCR. Les cellules gliales sont
connues pour leur contribution dans la formation et le maintien des synapses neuronales [14]
pour lesquelles le r6le du cholestérol est crucial [15]. Ceci suggére que les cellules gliales de
Muiller contribueraient également a I’apport de cholestérol aux neurones de la rétine.

Le maintien de I’équilibre entre I’apport/néosynthese d’une part et I’élimination du
cholestérol d’autre part semble étre une constante des structures neuronales, au moins dans le
cerveau [16, 17]. A I’instar des neurones du cerveau, on peut penser que la rétine doit

également maintenir un certain équilibre en cholestérol. Pour ce faire, la rétine neurale a en
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particulier la capacité de convertir le cholestérol en 24S-hydroxycholestérol (24S-OH) [18].
La formation de ce métabolite pourrait représenter un mécanisme d’élimination du cholestérol
de la rétine, ce qui garantirait a la rétine I’équilibre de ses teneurs en cholestérol. En effet, par
la présence d’un groupe hydroxyle supplémentaire, le 24S-OH présente par rapport au
cholestérol une polarité plus importante qui facilite son passage au travers de la barriere
hémato-encéphalique dans le cerveau (BHE), ou hémato-rétinienne (BHR) dans I’cil.
L’enzyme qui catalyse cette réaction spécifique est la cholestérol-24S-hydroxylase
(CYP46A1). Il s’agit d’une enzyme a cytochrome P450 qui est codée par le géne cyp46al
[19]. CYP46A1 est exprimée dans la rétine neurale, et plus particulierement dans les cellules
ganglionnaires de la rétine [18, 20].

Outre leur implication supposée dans la régulation de I’homéostasie du cholestérol
dans les neurones, le 24S-OH et la CYP46Al pourraient intervenir en conditions
pathologiques. Des études in vitro ont montré que le 24S-OH induit une réponse
inflammatoire et un stress oxydatif dans I’épithélium pigmentaire [21]. Des données chez
I’homme suggérent que le 24S-OH serait impliqué dans des processus neurodégénératifs dans
le cerveau comme dans la maladie d’Alzheimer [22-25].

La neurodégénérescence de la rétine est un trait caractéristique des rétinopathies,
incluant celles associées au glaucome, qui est le modele pathologique de référence de ce
travail de these. Les mécanismes du maintien de I’homéostasie du cholestérol au cours de la
dégénérescence des neurones de la rétine en constituent le sujet-clé. Dans ce manuscrit, la
structure cellulaire de la rétine sera rapportée, ainsi que son vieillissement et ses pathologies
(incluant la dégénérescence liée a I’age (DMLA) et le glaucome) et le métabolisme du
cholestérol circulant et cérébral. Une deuxieme partie du manuscrit sera consacrée a la
présentation des études et résultats experimentaux obtenus dans le cadre du travail de these.
Enfin, une conclusion permettra de rassembler les données de nos études et les mettra en
perspective sur I’importance du cholestérol et du maintien de son homéostasie dans la rétine

en conditions physiologiques et pathologiques.
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1. Structure de I’ceil humain et de la
rétine

A. Aspects structuraux

L’ceil ou globe oculaire a une forme sphérique. 11 est I’organe responsable de la vision.
Sa paroi est composée d’une tunique fibreuse, d’une tunique vasculaire et d’une tunique
sensorielle ou nerveuse composée de la rétine.

La tunique fibreuse, la plus externe, est la sclérotique, qui est formée d'un tissu
conjonctif dense et peu vascularisé, qui remplit ainsi un réle de protection de I'eeil. Du cété
antérieur, cette sclérotique est remplacée par la cornée, transparente.

La tunique vasculaire ou uvee, est formée de trois parties : la choroide, le corps ciliaire
et l'iris. La choroide est une membrane fortement vascularisée, et pigmentée en brun par la
mélanine.

La transduction visuelle s’effectue au niveau de la rétine, tunique nerveuse, par la
transformation du signal lumineux en signal électrique. Afin de permettre ce codage de

I’information, la lumiére traverse différentes structures (Figure 2) :

-d’abord, la cornée, qui constitue la barriere entre I’environnement extérieur et
I’intérieur de I’ceil, et permet de concentrer les rayons lumineux sur la rétine, Elle est de plus
riche en fibres nerveuses nociceptives : le contact avec un objet induit le clignement de I'ceil et

la sécrétion lacrymale, protégeant ainsi I'ceil des contacts et des attaques bactériennes,

-I’iris est la partie colorée et visible de I'eeil, il est composé de muscles lisses. L’iris
permet de contrdler la taille de la pupille (qui est son ouverture centrale) et délimite un orifice
par lequel passe la lumiere, et dont le diamétre varie de maniére a réguler les rayons lumineux

pénétrant dans le globe oculaire : il joue un réle de diaphragme,

-le cristallin, structure responsable de la finesse de I’image dans la rétine, baigne entre
I’lhumeur aqueuse et I’humeur vitrée. Le cristallin est une capsule mince et élastique,
composée de cellules anucléées et de fibres spécifiques. Il joue le réle d'une lentille
biconvexe. La chambre antérieure, partie située entre la cornée et I’iris, est remplie d'un

liquide, I'numeur aqueuse, qui est continuellement secrétée par les proces ciliaires. La
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chambre postérieure, partie située entre le cristallin et la rétine, contient les ligaments
suspenseurs du cristallin. L’humeur aqueuse est retrouvée dans ces deux chambres. Elle a un
role optique et métabolique nutritionnel vis-a-vis de la cornée, du cristallin et du trabéculum
scléral. Sa régulation entraine une pression oculaire d’environ 15 mm Hg. Le phénomene clef
est la sécrétion des ions Na+ dans la chambre postérieure par une pompe métabolique a
sodium située au niveau des cellules non pigmentées de I’épithélium ciliaire. L’humeur
aqueuse est éliminée au niveau de I’angle irido-cornéen. Le blocage de I’élimination de
I’lhumeur aqueuse peut avoir pour conséquence I’apparition d’un glaucome. Le corps ciliaire
est essentiellement formé de muscles lisses qui, grace a leurs contractions, modifient la forme

du cristallin et permettent ainsi I'accommodation,

-le segment postérieur de I’eeil est rempli d'une substance gélatineuse transparente, le
corps vitré, ou humeur vitrée. Le corps vitré est formé de 95 % d'eau, il donne a I’ceil sa forme
et sa consistance. Il représente ainsi 90 % du volume de I’eil. Son rdle est de garantir la
rigidité du globe oculaire, et de maintenir la rétine en place contre la paroi de I’eil. Le corps
vitré constitue un des quatre dioptres de I'ceil. Par sa nature, il absorbe également une grande
partie du rayonnement ultraviolet, ce qui protége dans une certaine mesure la rétine contre les

expositions trop violentes,

-la rétine, qui est la tunique la plus interne, est le tissu nerveux de I’eil. La rétine est le
tissu neurosensoriel photosensible. Elle intégre le signal lumineux et le transforme en signal
électrique nerveux. La rétine est composée de deux feuillets. Le feuillet externe de la rétine
est constitué de I’épithélium pigmentaire rétinien (EPR) qui, entre autres fonctions, empéche
la lumiere de diffuser dans I'eil. Le feuillet interne de la rétine est une structure nerveuse,
composée de nombreux photorécepteurs (cones et batonnets) et de cellules traitant et
acheminant l'information visuelle vers le cerveau. Cette structure fait partie du systéeme
nerveux central, d’ou son nom de rétine neurale ou neuro-sensorielle. Les axones efférents des
cellules ganglionnaires de la rétine (CGR) forment le nerf optique.

Ce point de sortie de la rétine se nomme la papille optique, c’est-a-dire la naissance du
nerf optique. Cette zone est aussi appelée tache aveugle car ne pouvant capter aucun stimulus
lumineux, de par l'absence de photorécepteurs au niveau de la téte du nerf optique. A
proximité de cette tache aveugle, chez I’homme et les primates, se trouve la tache jaune ou

macula, comportant une fossette centrale, la fovéa centralis, qui est le point focal postérieur
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du systéeme optique avec la meilleure acuité visuelle. C'est au niveau de la fovéa que les
rayons lumineux arrivent directement, avec le plus d’incidence, et c'est la que la densité de
photorécepteurs est la plus importante. Ces photorécepteurs sont essentiellement de type
cones et sont responsables de la vision diurne.

B. Les cellules du feuillet externe de la rétine

Le feuillet externe de la rétine (ou rétine pigmentaire) est formé par un épithélium
simple, fait de cellules pavimenteuses, hexagonales, synthétisant de la mélanine. Leur noyau
est situé au pble basal de la cellule, les grains pigmentés au pOle apical. Ces cellules sont
rendues jointives par des systéemes de jonction inter-cellulaire (zonula occludens, zonula
adharens et parfois desmosomes). La face apicale de ces cellules présente des expansions qui
enveloppent le segment externe des photorécepteurs. La face basale repose sur la membrane
de Bruch. Il existe une mélanogénése active dans ces cellules tout au long de la vie. Cet
épithélium pigmentaire de la rétine se poursuit en avant de I’ceil au niveau de I’iris (Figure 3 ;
n°1).

Rétina

Sclére
Cristallin

Chambre
antérieure

Chambre
postérieure

Comnée

Figure 2 : Structure de I’eil humain et de la rétine.
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C. Les cellules du feuillet interne de la rétine neurale

I. Les différentes couches

Le feuillet interne de la rétine, partie qui constitue la rétine nerveuse ou neurale, est la
structure qui traite I’information lumineuse. Ce feuillet est composé de sept couches
successives adossées a I’épithélium pigmentaire. Ces couches sont numérotées de 2 a 9 sur la
Figure 3. La transduction du signal lumineux est initiée par les photorécepteurs.

e Lacouche la plus externe de la rétine visuelle est formée par les segments externes des
cellules photoréceptrices (cones et batonnets) (n°2 et 3).

e La couche sous-jacente (ou couche granulaire externe) représente les noyaux des
photorécepteurs (n°4).

e Dans la couche plexiforme externe (CPE), les cellules photoréceptrices réalisent des
synapses avec les cellules bipolaires (n°5).

e La couche nucléaire interne (CNI) est formée par les noyaux des cellules bipolaires,

des cellules horizontales et des cellules interplexiformes (n°6).

Le signal atteint les cellules ganglionnaires de la rétine (CGR) et la propagation se

poursuit le long du nerf optique.

e Les cellules bipolaires contractent des synapses avec les cellules ganglionnaires de la
rétine (CGR) dans la couche plexiforme interne (CPI) (n°7).

e La couche CGR est formée par les noyaux de ces cellules (n°8) et la majorité des
cellules amacrines se trouvent au niveau des somas des CGR.

e Enfin, la couche la plus interne est constituée, chez I’homme, par les prolongements
axonaux non myélinisés des CGR qui se dirigent vers la papille pour former le nerf
optique (n°9). C’est a partir de la lame criblée de la papille que les axones des CGR se

myélinisent pour former les fibres du nerf optique.

Par ailleurs, la rétine des mammiféres contient trois types de cellules gliales : les cellules
de Muller (CGM), les astrocytes, les cellules microgliales [26].
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Figure 3 : Structure et organisation des différentes couches de la rétine pigmentaire et
neurale. D’apres [27].
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li. Les cellules gliales de Miiller de la rétine

Les cellules gliales jouent un rdle central dans les fonctions du systéme nerveux : elles
fournissent un soutien métabolique direct par I’approvisionnement en nutriments, incluant le
cholestérol. Ces cellules régulent le microenvironnement neuronal et contribuent activement a
I’activité neuronale. Alors que leurs corps cellulaires se situent dans la CNI, les CGM
traversent les couches de la rétine interne de part en part.

Leurs prolongements vont entourer aussi bien les corps cellulaires que les
prolongements et les synapses des neurones de la rétine, permettant I’isolement électrique et
neurochimique de ces neurones (Figure 4). Ces prolongements vont également entourer les
vaisseaux sanguins, ce qui fait que les CGM participent a la barriere hémato-rétinienne
(BHR).

La membrane limitante externe est formeée par les extrémités distales des CGM autour
des photorécepteurs. Sur ce plan, les CGM communiquent entre elles par les jonctions de type
zonulae adherens chez les primates et par des jonctions Gap chez les vertébrés inférieurs [28].
Des extensions membranaires, les microvilli, sont émises par les CGM dans I’espace sous-

rétinien, permettant une facilitation du passage des ions et des métabolites.

L’extrémité proximale des CGM est appelée le « pied » (Figure 6). C’est a ce niveau
que les CGM arrivent au contact du vitré et qu’elles forment la couche limitante interne
(n°10) (Figure 3, Figure 4).

Les CGM sont les principales cellules gliales de la rétine. Elles s'étendent sur toute
I'épaisseur de la rétine d’ou leur qualificatif de cellules gliales radiales et leurs prolongements
dendritiques s’enveloppent fermement autour des neurones jusqu’aux axones des cellules

ganglionnaires de la rétine (CGR) (Figure 4).

Les CGM participent au maintien de I'noméostasie des zones intercellulaires. Ces
cellules entretiennent des relations symbiotiques (Figure 4) avec les neurones en fournissant
des substrats énergétiques [29]. Les CGM sont riches en mitochondries et en glycogene. Leur
fonction de support métabolique est hautement développée, aussi bien pour I’apport en

nutriments incluant le cholestérol que pour la détoxification de la rétine.
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Figure 4 : Représentation de I’intégration de la cellule gliale autour des neurones. A: cellule
amacrine; H: cellule horizontale; G: cellule ganglionnaire; B: cellule bipolaire; M: cellule
de Mdiller ; b: batonnets ; c: cones. D’apres [30].

Ainsi, les CGM détoxifient la rétine en éliminant le dioxyde de carbone, en recyclant le
glutamate, en rééquilibrant les concentrations en K* et en participant avec I’'EPR a la

phagocytose des neurones en voie de dégénérescence (Tableau 1).

Dans le Tableau 1 sont résumeés les différents processus physiologiques dans lesquels
sont impliquées les CGM. Les fonctions précises des CGM et les protéines entrant en jeu dans

ces processus sont indiquées.
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Tableau 1 : Fonctions physiologiques des cellules de Miiller. D’aprés [26, 31].

Processus Fonction des Protéine ou Références
physiologique cellules peptide
de Muller specifique
Support métabolique Distribution de lactate/ Lactate [32]
et nutrition des neurones Pyruvate deshydrogénase
Stockage de glycogéne  Glycogene 133, 34]
et Glycogénolyse phosphorylase '
Carboanhydrase
! [35]
Homéostasie K Tampon CO,. Canaux Kir4.1
etdel'eau Suppression des ions K* [36, 37]
(tampon spatial)
Déshydratation de la Canaux AQP4 [38]
rétine interne
Protection contre Elimination des Glutathion [39-41]
Le stress oxydatif radicaux libres
Contribution a la Consommation de Transporteur du 4945
signalisation neuronale neuromédiateurs glutamate [42-45]
Transporteur du GABA
Recyclage de
neuromédiateurs Glutamine synthétase
[46, 47]
Recyclage des photopigments  Transport et conversion CRALBP
des photopigments [48]
Relargage de substances Stockage et relargage
neuroactives de D-sérine, glutamate, i
ATP [49-51]
Relargage de substances Synthese et relargage
vasoactives de VEGF, PEGF, TGF-B [52-54]
Développement rétinien Chaperon d’orientation
pour cellules gliales [55]

radiales immatures

iii.  Modulation de I’activité neurale rétinienne par les cellules

de Miuller-Interactions physiologiques entre neurones et

CGM

La glie a une origine neurale. Il a été établi que les cellules gliales dérivent de la méme

lignée progénitrice que les neurones [56]. En effet, les cellules gliales occupent la plus grande

partie du SNC, ou les neurones s’accumulent. Dans cet environnement complexe, la glie

périsynaptique est essentielle a la transmission synaptique [57]. La transmission du signal via
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les synapses chimiques est spécifique a la substance neuro-active relarguée par le neurone
pré-synaptique qui arrive au neurone post-synaptique. Cette substance neuro-active agit

comme le stimulus qui induit la réponse synaptique.

Une fois que les CGM détectent une augmentation de I’activité neuronale, leurs voies
de signalisation (en particulier par des mouvements du Ca”*) peuvent cibler une variété de
réactions cellulaires qui peuvent alors moduler I’activité des neurones (Figure 5). En effet,
une petite variation de leurs nombreuses fonctions homéostatiques ou neuro-supportrices peut

affecter le fonctionnement neuronal.

La concentration de glutamate dans la fente synaptique peut étre modulée en fonction
de différents stimuli comme par exemple I’intensité du signal de lumineux. Elle est régulée
par trois facteurs : la libération, la recapture et la diffusion du neuromédiateur. Il s’avere que
les cellules gliales, et en particulier les CGM sont impliquées dans ces trois phénomenes. Ce

type de signalisation glie/neurones est appelé « relargage de gliomédiateurs » [58, 59].

La libération, comme la recapture des neuromeédiateurs sont dépendantes de I’apport
énergétique. Bien que la plupart neurones expriment un transporteur du glucose a leur surface,
leur permettant ainsi d’avoir une source d’énergie via la glycolyse, il a été montré que les
neurones (par exemple les cellules bipolaires, premiers neurones de la chaine visuelle), mais
aussi les photorécepteurs (qui sont des cellules différenciées), vont utiliser préférentiellement

le lactate liberé par les CGM comme source d’énergie [32].

Les CGM jouent un role trés actif dans le contrle de I’activité neuronale et de la
transmission synaptique [60]. En relarguant des « gliomédiateurs », particulierement le
glutamate ou I’ATP, les CGM activées engendrent des effets excitateurs ou inhibiteurs sur les
neurones avoisinants. L’excitation est médiée par le glutamate tandis que I’ATP entraine
I’inhibition de neurones [49, 61]. Les modulations de I’activité neuronale ont été observées
dans des préparations d’explants rétiniens de rats. Dans ces travaux, des vagues calciques sont
induites dans les cellules gliales rétiniennes par une stimulation mécanique. Ce calcium cause
un relargage de glutamate par les CGM qui active les interneurones inhibiteurs (probablement
par les cellules amacrines glycinergiques ou GABAergiques) via [I’activation de
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AMPA/kainate et des mGIluRs. Ceci a pour conséquence I’inhibition de la réponse a la
lumiere d’une population de CGR [50].

pyTuva ol :
I'l""'..‘ t:l E ]

glucose

Figure 5: Interactions physiologiques entre cellules de Mdiller et neurones dans la rétine
saine. (A): Clairance spatiale des ions K* et de I’eau. (B) Recyclage des médiateurs. (C)
Symbiose métabolique. (D) Piégeage des radicaux libres / métabolisme GSH. CA: anhydrase
carbonique; cyst: cystéine; GABA: acide gamma-aminobutyrique; glut: glutamate; GS:
glutamine synthétase; GSH, glutathion; LDH: lactate déhydrogénase; PK: pyruvate kinase;
R. : radicaux libres. D’apres [26, 62].

Les CGM sont aussi impliquées dans le recyclage des neuromédiateurs, glutamate et
GABA, libérés par les neurones lors de la transmission synaptique. Les CGM vont récupérer
le glutamate libéré via le transporteur spécifique GLAST, puis le convertir en glutamine via la
glutamine synthétase [63]. Les CGM peuvent egalement synthétiser du glutamate ou de la
glutamine. La glutamine va alors pouvoir étre relarguée dans I’espace extracellulaire afin
d’étre récupérée par les neurones via un transporteur des acides aminés. De son c6té, le
GABA peut étre récupéré par les cellules gliales via un transporteur dépendant des ions CI” et
Na’, avant d’étre converti via la GABA transaminase [64]. Les cellules gliales sont non
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seulement responsables de la régulation des concentrations en neuromédiateurs, mais aussi de

la régulation de I’homéostasie des ions.

De plus, I'un des réles principaux des CGM dans la rétine est de participer a la
clairance du K*, c’est-a-dire son transport depuis I’environnement synaptique, ou il est libéré
par les neurones lors de leur activation, vers la circulation sanguine ou le vitré [36, 37]. Ceci
permet de réguler la concentration du K*. L’une des protéines essentielles dans ce phénoméne
est le canal potassique appelé Kir4.1 (Figure 6) localisé dans la membrane limitante interne et
autour des vaisseaux sanguins, permettant ainsi la libération du K* vers le vitré et la

circulation sanguine [65].
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Figure 6 : Photo d’une cellule de Muller (d’apres [66]) suivie de son schéma fonctionnel.
EF (Endfoot) : pied. D aprés [67].

V. Les photorécepteurs

Qu’il s’agisse des cOnes ou des batonnets, les photorécepteurs ont une structure
analogue, allant de la périphérie vers le centre du globe oculaire :
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I’article externe est trés allongé et cylindrique pour les batonnets, plus court et
conique pour les cones. Il est fait de disques membranaires aplatis empilés
dans les batonnets. S’agissant des cones, ces disques sont constitués des replis
de la membrane plasmique. L’article externe contient les pigments visuels
(rhodopsine pour les batonnets ; iodopsine pour les cones) ;

le cil connecteur, reliant I’article externe a I’article interne sous-jacent ;
I’article interne, contenant le corpuscule basal d’ou nait le cil connecteur, un
centriole, de nombreuses mitochondries et un volumineux appareil de Golgi ;
le corps cellulaire avec en son centre le noyau ;

I’expansion interne, fine et plus ou moins longue, se terminant par un

renflement pré-synaptique qui s’articule avec les dendrites des cellules

bipolaires.
Batonnets Cone
— N
| shema photorecepteurs Ps
Segment 3 — Cytoplasme \
externe
- Segment
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; : Cil connecteur —==<¢ <
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synaptique synaptique jL synaplique

Figure 7 : Représentation schématique des cellules photoréceptrices a cones et a batonnets.

D’aprés www.lecerveaumcgill.ca.

La nutrition des couches périphériques de la rétine (épithélium pigmentaire et

photorécepteurs) est assuree par I’intermédiaire des capillaires de la choroide (couche de tissu
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conjonctif lache tres vascularisé située entre la face profonde de la sclérotique et la membrane
de Bruch). Celle des autres couches est assurée par des capillaires rétiniens issus des branches
de I'artere centrale de la rétine qui circulent dans I’épaisseur de la rétine, prés de sa face
profonde (Figure 3).

Chez I’lhomme, il existe 92 millions de batonnets répartis sur I’ensemble de la rétine.
Les batonnets sont sensibles aux basses intensités lumineuses et ont un mauvais pouvoir

séparateur (3/10¢). Ils sont responsables de la vision nocturne (Figure 7).

Environ 4,6 millions de cénes sont localisés autour de la fovéa. lls sont sensibles aux
fortes luminosités (100 fois moins sensibles que les batonnets). Ils sont responsables de la

vision diurne et de la vision des couleurs (Figure 7).

V. La réception du signal lumineux est assurée par les
pigments visuels

La transduction de I'énergie lumineuse en variation de potentiel de membrane des
photorécepteurs commence avec I’absorption de photons par un pigment photosensible appelé
opsine. Dans le cas des batonnets, il s’agit d’une protéine appelée rhodopsine, et dans le cas
des cbnes, des iodopsines. Un seul batonnet peut compter jusqu’a 100 millions de molécule de
rhodopsine sur les disques de son segment externe. La rhodopsine est constituée par
I’association de I’opsine, protéine a sept domaines transmembranaires, et d’un chromophore,

le 11-cis retinal (Figure 8).

Chez I’homme, il existe quatre pigments différents définis par quatre protéines
différentes associées au méme chromophore. Tous les photorécepteurs possédent un pigment
visuel qui absorbe certaines radiations du spectre et c'est cette absorption de photons qui est a
l'origine du message nerveux qu'ils initient. Les différences entre les pigments visuels portent
uniquement sur la protéine qui détermine les caractéristiques physiques de la lumiére percue.
Chaque photorécepteur ne synthétise qu'un seul type de pigment. La rhodopsine est
spécifiquement portée par les batonnets, elle a un maximum d'absorption a 496 nm. Par
contre, les cones possedent des pigments sensibles a des longueurs d’onde différentes et
permettent ainsi la vision des couleurs (Figure 9).
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Figure 8 : Interactions photons lumineux et photorécepteurs. Le cycle rétinoide dans I’EPR.

Chaque cbne n’exprime qu’un seul des trois pigments : il existe 3 types de coOnes,
chacun ayant une protéine (opsine) différente. Ces cones sont qualifiés de S, M et L d'aprés
les caractéristiques du spectre d'absorption de l'opsine qu'ils possédent. On connait un
pigment sensible au bleu (opsine S ou bleue : maximum d'absorption a 420 nm), au vert
(opsine M ou verte : maximum d'absorption a 530 nm), au rouge (opsine L ou rouge :
maximum d'absorption a 560 nm). Cette disposition est appelée vision trichromatique. Pour

un cone bleu, il y a 20 cones verts et 40 cones rouges (Figure 9).

426 ~ 530 560 nm

LONGUELR 0rONDE L
(EN NANOMETRES)

Sensibilité de 1’eeil

maximum = 560 nm

Figure 9 : Vision trichromatique des couleurs.
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Quand un photon arrive au niveau des photorécepteurs, il entraine I’isomérisation du
11-cis rétinal en tout-trans rétinal (Figure 8). L’opsine est ensuite activée et entraine
I’activation d’une autre protéine, la transducine, apparentée a la famille des protéines G. La
transducine a son tour active une phosphodiestérase (PDE) qui entraine I’hydrolyse du GMP
cyclique. La chute de la concentration intracellulaire de GMP cyclique conduit a la fermeture
des canaux sodiques, et par suite a une hyperpolarisation cellulaire (Figure 10).

Le résultat de cette hyperpolarisation est une diminution de la transmission synaptique
avec les cellules bipolaires (ceci est I’objet du paragraphe suivant). Le photon entraine donc

une inhibition de la transmission synaptique, c’est-a-dire un message négatif.

f

Rhodopsine

transducine

’/Rétinal Guanosine

ol monophosphate-
Eting 3", 5cyclique
-

Ge 5 aMmP

Lumiére Protéine Gs :

Canal Nat fermé

Figure 10 : La phototransduction des photorécepteurs.

La rétine n’est pas seulement un lieu de réception d’un signal extérieur, elle constitue

un véritable systeme nerveux assurant le pré-traitement du signal lumineux.

vi. Les circuits neuronaux

D’un point de vue schématique, il existe plusieurs circuits neuronaux au sein de la
rétine neuro-sensorielle. Le circuit principal conduit le message du photorécepteur a la cellule
bipolaire, puis a la cellule ganglionnaire qui le transmet via le nerf optique jusqu’au cerveau
(Figure 11).
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A I’instar des cones et des batonnets dont la structure et la fonction sont toutes entiéres
orientées vers la transformation de I’énergie lumineuse en influx nerveux, chaque type de
cellule de la rétine posséde une localisation et une connectivité visant a effectuer un premier
traitement de I’information. Les autres cellules nerveuses sont des interneurones qui ont un
role régulateur de ce circuit : cellules horizontales agissant au niveau de la synapse entre les
photorécepteurs et les cellules bipolaires, cellules amacrines au niveau de la synapse entre les
cellules bipolaires et les cellules ganglionnaires, cellules interplexiformes régulant les
interactions entre les deux synapses précédentes.

En fait, comme nous allons le voir, du moins en partie, ce systéeme est beaucoup plus
complexe. En effet, I’analyse des neuromédiateurs synthétisés par les cellules nerveuses de la
rétine a mis en évidence la grande diversité des cellules horizontales et amacrines et les études
neurophysiologiques ont montré la diversité de fonctionnement des cellules bipolaires et

ganglionnaires.
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Figure 11 : La transduction du signal depuis les photorécepteurs jusqu’aux cellules

ganglionnaires de la rétine. D’apres : www. lecerveaumcgill.ca.

La rétine n’utilise pas seulement la neurotransmission classique avec des synapses
chimiques pour transmettre I'information dans ses réseaux. La plus grosse partie de

I’information lumineuse se transmet rapidement par des synapses €lectriques, surtout dans les
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voies partant des batonnets. De plus, il existe des substances neuro-actives (le glutamate, par

exemple) diffusant a distance et qui influencent un grand nombre de neurones a la fois.

Les cellules bipolaires, comme tous les neurones de la rétine sauf les CGR,

transmettent I’influx nerveux non pas avec des potentiels d’action mais sous la forme de

simples potentiels gradués. On parle de réponse ON lorsqu’une dépolarisation ameéne une

augmentation de la concentration intersynaptique de neuromédiateurs (ex : glutamate) et de

réponse OFF quand une hyperpolarisation diminue la quantité de neuromédiateurs relargués

(Figure 12). La connexion reliant les photorécepteurs aux cellules bipolaires peut alors étre

de nature, excitatrice ou inhibitrice.

Dans le circuit neuronal rétinien, le champ récepteur des cellules neuronales

rétiniennes, depuis les photorécepteurs jusqu’aux CGR, est organisé selon un type

d’opposition centre-périphérie.
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Figure 12 : Organisation centre-périphérie des champs récepteurs des neurones de la rétine.

D’apreés : www. lecerveaumcgill.ca.
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Pour certaines cellules bipolaires dites a centre ON, I’éclairement du centre d’un
champ récepteur entraine d’abord une hyperpolarisation du photorécepteur, hyperpolarisation
qui se transforme en dépolarisation dans le neurone bipolaire a cause du caractere inhibiteur
de la synapse qui les relie. Le résultat sur La CGR qui suit est une excitation qui se traduit par
une augmentation de la fréquence des potentiels d’action qu’il émet (Figure 12).

Par ailleurs, la méme cellule bipolaire a centre ON subit une hyperpolarisation si la
lumiere atteint la périphérie de son champ récepteur. Et & I’inverse, d’autres neurones
bipolaires subissent une dépolarisation quand c’est une zone d’obscurité qui frappe le centre
de leur champ récepteur et une hyperpolarisation quand cette zone atteint la périphérie. On
parle alors de neurones bipolaires a centre OFF (Figure 12).

Cette organisation centre-périphérie des champs récepteurs des cellules bipolaires va
se transmettre aux CGR par des synapses situées dans la CPI.

Les CGR ont le méme type de champs récepteurs circulaire a opposition centre-
périphérie que les cellules bipolaires. Ainsi, des synapses relient les cellules bipolaires a
centre ON aux CGR a centre ON, et les cellules bipolaires a centre OFF aux CGR a centre
OFF (Figure 12).

Alors que les autres neurones de la rétine n’émettent que des potentiels électriques
gradués, les CGR sont les seules a transmettre le signal nerveux sous forme de potentiels
d’action. Ces potentiels d’action générés de facon spontanée et c’est leur fréquence de
décharge qui est amplifiée ou diminuée par I’apparition de lumiére dans leur champ récepteur
(Figure 12).

Notre vision dépend en grande partie de notre capacité a discerner les contrastes entre
un objet et le fond devant lequel il se trouve. L’établissement de voies de traitement de
I’information visuelle paralléles a partir de la rétine est un des moyens qui permet cette
discrimination.

Dans le traitement de I’information visuelle, trois voies indépendantes prennent en
charge chacune un aspect différent de la vision (forme, mouvement, couleur). Ces voies
impliquent I’intervention d’autres cellules neuronales, les cellules simples, complexes et
hypercomplexes. Elles activent différentes aires du cortex visuel occipital et aires associées.
Ainsi, la perception visuelle est la résultante de tous les phénoménes visuels et cognitifs qui

aboutissent, par exemple, a la reconnaissance d’une forme.

vii. Explorations de la rétine neurale
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La rétine neurale est essentiellement photosensible et est organisée en 2 systémes :
photopique et scotopique. Elle est capable de convertir les photons lumineux en influx visuels

transmis jusqu’aux différentes aires visuelles du cortex pour aboutir a la vision.

Le systéme photopique a pour origine les photorécepteurs de type cones qui codent les
stimulations de niveaux lumineux élevés ou photopiques. Le systéeme scotopique a pour
origine les photorécepteurs de type batonnets qui codent les stimulations de niveaux lumineux

faibles ou scotopiques.

La rétine neurale peut étre explorée par des tests fonctionnels d’électrophysiologie

visuelle, comme par exemple :

- I’électro-rétinographie (ERG) « plein champ » ou Ganzfeld, qui permet d’évaluer
I’intégralité de la réponse de la rétine aux stimuli lumineux. Ce type d’analyse permet
également de tester séparément les réponses du systéme photopique et scotopique des
différents strates (réceptoral ou post-réceptoral) et les réponses des voies ON et/ou OFF,

-le pattern-ERG (p-ERG) et les potentiels évoqués visuels (PEV) pour tester la réponse

des CGR et I’intégration centrale du signal visuel.

En complément des explorations fonctionnelles rétiniennes par électrophysiologie,
I’imagerie anatomique rétinienne par tomographie (OCT, Optical Coherence Tomography)
est de pratique courante surtout en clinique, et permet de mettre en paralléle les images
obtenues des différentes structures rétiniennes (récepteurs, couches nucléaires, EPR) avec les

atteintes fonctionnelles observées.

Le principe de I’ERG flash

Ainsi, il est possible de suivre et d’enregistrer les potentiels d’action produits dans la
rétine a la suite d’une stimulation lumineuse, sous la forme d’un électro-rétinogramme (ERG).
Il s’agit d’un test non invasif utilisé couramment en recherche fondamentale, mais aussi en
clinique afin d’étudier I’état fonctionnel de la rétine. La rétine est stimulée par un flash de
niveau lumineux donné délivré a toute la surface rétinienne : la stimulation est dite plein
champ, full field ou Ganzfeld, dans une ambiance lumineuse photopique (aprés adaptation a la

lumiére) ou scotopique (apres adaptation a I’obscurité). L’ERG flash correspond a la réponse
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globale de toute la surface de la neurorétine, par sommation des variations de polarisation des
différentes cellules excitables de la rétine a la suite d’un flash.

Selon les conditions initiales de stimulation, P'ERG flash se compose de plusieurs
ondes de polarités différentes qui se succedent dans le temps et dont I’origine est différente :

-I'onde a, qui est la premiére partie de la réponse, est négative et représente
essentiellement I’activité des photorécepteurs. Son amplitude est proportionnelle au nombre
de photorécepteurs qui répondent initialement,

-I’onde b est une réponse positive qui semble étre directement produite par les cellules
bipolaires, probablement sans intervention directe des CGM,

-les potentiels d’action sont des oscillations ayant lieu au cours de I’apparition de
I’onde b, et qui semblent correspondre a I’activité dans la CPI.

La Figure 13 montre le tracé type d’un ERG obtenu chez un animal de laboratoire.

PO:YTHE“HmHh

a 200 pVv

50 ms

Figure 13 : Trace typique d’un électro-rétinogramme obtenu chez un animal de laboratoire.
a, onde a ; b, onde b ; PO, potentiels oscillatoires.

L’ERG permet de détecter des altérations pathologiques de la fonctionnalité de la

rétine. Récemment, il a été montré, chez la souris, qu’une déficience en taurine, qui est un
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dérivé d'acide aminé soufré retrouvé en grande quantité dans le SNC, a des conséquences
dramatiques au niveau de la rétine. En effet, la taurine représente pratiquement la moitié du
contenu en acides aminés libres de la rétine [68]. La réponse I’'ERG est modifiée chez les
animaux déficients en taurine : les ondes-a et -b sont altérées, et les auteurs ont montré que
les cellules neuronales rétiniennes touchées par la déficience en taurine sont les
photorécepteurs et les CGR [69]. De plus, le voriconazole, un antifongique, couramment
utilisé médicalement, altére transitoirement le tracé de I’lERG simien par son action sur la

rétine interne, notamment sur les cellules bipolaires [70].

1. Le vieillissement de la rétine et ses
pathologies

A. Vieillissement et DMLA

En France, pres de 1,3 million de personnes sont atteintes de dégénérescence
maculaire liée a I'age (DMLA), cette pathologie est la premiére cause de malvoyance des plus
de 50 ans, provoquant un affaiblissement important des capacités visuelles, sans toutefois les

anéantir.

1. Epidémiologie de la dégénérescence maculaire liée a I'age

(DMLA)

La dégénérescence maculaire liée a I’age (DMLA) est une affection rétinienne
concernant la région maculaire, d’évolution progressive, débutant vers 55 ans ou plus tard,

liée a de nombreux facteurs environnementaux et génétiques.

La plupart des études publiées concernent des populations européennes, américaines
ou australiennes et mettent en avant I'importance des ethnies et des facteurs

environnementaux.

Deux études épidémiologiques européennes nous renseignent sur la prévalence de la
DMLA : I’étude POLA et I’étude EUREYE.

L’étude POLA [71] a été réalisée sur les résidents de la ville de Sete entre 1995 et

1997, ageés de 60 ans et plus, soient 2584 personnes. L’utilisation de critéres internationaux
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de classification de la DMLA (The international APM Epidemiological Study Group, 1995)
rendait possible la comparaison avec les autres grandes études épidémiologiques réalisées au
niveau mondial. La prévalence globale a été de 1,87% dans une population de 60 ans et plus.
I n’y avait pas de différences de prévalence entre hommes et femmes.

L’étude EUREYE [72] est une étude épidémiologique multicentrique incluant 7
centres dans toute I’Europe, le centre francais se situant a Créteil. Parmi les 703 sujets de
plus de 65 ans recrutés en France, 3,02% étaient atteints de DMLA. La forme néovasculaire
correspondait a 65% dans cas de DMLA, les 35% restants étant attribués a I’atrophie
géographique isolée. Parmi les 158 cas, 42% étaient bilatéraux. De maniere parallele a
I’étude POLA, la prévalence de la DMLA augmentait trés fortement avec I’age, jusqu’a
12,3% chez les sujets agés d’au moins 80 ans. De méme que dans I’étude POLA, il n’y avait

pas de différence significative entre hommes et femmes.

D’aprés une méta-analyse [73] incluant les six plus grandes études en population
réalisées a ce jour dans les populations blanches des pays industrialisés, la prévalence passe
de moins de 0,5% avant 65 ans a pres de 15% aprés 80 ans. Les taux de prévalence ne
montraient pas de différence statistiquement significative entre hommes et femmes. La
prévalence de DMLA néovasculaire (1,02%) était légérement plus élevée que celle de
I’atrophie géographique (0,81%), le nombre de cas représentant une combinaison des deux
formes n’étant pas précisé.

En France, en extrapolant les taux de prévalence de la méta-analyse a la population
francaise en 2005, on estime a 608 000 le nombre de patients atteint de DMLA,
correspondant globalement a 3% des 21 millions de personnes agées d’au moins 50 ans. La
prévalence de la DMLA augmente exponentiellement avec I’age, et atteint une personne sur

dix agée de 80 ans et plus.

Compte-tenu de I’augmentation de I’espérance de vie, les estimations prévoyaient
alors une augmentation de 50% dans les années a venir et de 100% dans les 30 ans, portant le

nombre de cas prévisibles de DMLA a 1,2 millions vers 2035, sur le seul territoire francais.

2. Signes cliniques de la DMLA

La DMLA est une maladie dégénérative progressive qui affecte la partie centrale de la

rétine appelé macula (Erreur! Source du renvoi introuvable.). La vision périphérique ou
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latérale reste intacte. La Société francaise d’ophtalmologie (SFO) définit la DMLA comme un
« ensemble des lésions de la région maculaire, dégénératives, non inflammatoires, acquises,
survenant sur un ceil auparavant normal, apparaissant aprés I’dge de cinquante ans et
entrainant une altération de la fonction maculaire et de la vision centrale ». Trés complexe, la
pathogénése de la DMLA est loin d’étre parfaitement élucidée. La Figure 14 montre
I’altération progressive de la vision d’un patient atteint de DMLA. On voit la tche noire

centrale. La vision périphérique est intacte.

Figure 14 : Vision évolutive d’un patient ayant une DMLA.

Lorsque la pathologie est dépistée aux stades précoces, elle est diagnostiquée comme
maculopathie liée a I’d&ge (MLA) par la présence de drusens séreux et d’anomalies
pigmentaires. Ce stade évolue ensuite vers une forme plus avancée, qui est la DMLA. Le
drusen est un dépdt rétinien constitué d’amas de petites tailles et visualisées sous forme de

taches jaunatres au fond d'eeil. 11 fait partie du processus normal du vieillissement oculaire.

Les lésions initiales dues a la DMLA semblent se trouver au niveau de I'épithélium
pigmentaire rétinien (EPR), ce qui va entrainer progressivement une altération définitive des
cellules visuelles & cones et a batonnets. Les stades précoces sont caractérises par une vision
normale et la présence de drusens et/ou d’altération de I’épithélium pigmentaire dans la
région maculaire, ils comportent un risque variable d’évolution vers un stade tardif. Les stades
tardifs sont caractérisés par une mauvaise acuité visuelle : on voit alors apparaitre des plages
d'atrophie, ce stade est appelé forme séche ou atrophique ; ou Il'apparition de néovaisseaux
choroidiens ou sous-rétiniens ou un décollement de I’EPR, ce stade est appelé forme
exsudative (Figure 15).
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Figure 15 : Images en fond d’ceil et grilles d’Amsler correspondantes représentant les deux
formes avancées de la DMLA : a) rétine saine et grille d’Amsler normale; b) forme seche ou
atrophique avec drusens séreux et anomalies pigmentaires et scotome central et grille
d’Amsler présentant un « trou » central; c) forme humide ou exsudative avec scotome central
et métamorphopsies et grille d’Amsler présentant une déformation centrale et périphérique.

Source des images en fond d’ceil : Service d’ophtalmologie, CHU de Dijon.

Chez les patients ayant développé une DMLA, les drusens sont notablement plus
abondants avec un phénomene inflammatoire conduisant a une destruction plus large de la
rétine. Cette derniére stimulerait la sécrétion d'une protéine, le facteur de croissance
endothélial vasculaire (VEGF, Vascular Endothelial Growth Factor), induisant la croissance
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de vaisseaux capillaires fragiles, phénomene appelé néovascularisation. Dans la forme
exsudative (Figure 15), la néovascularisation est a I’origine des complications contre
lesquelles les ophtalmologistes luttent : micro-hémorragies, cedéme rétinien, décollement de

rétine, d'exsudation de liquides pouvant conduire a une fibrose [74].

1. Facteurs de risque de DMLA

Les causes précises de cette pathologie sont inconnues, mais il est établi que les causes
sont multifactorielles (origine génétique et facteurs environnementaux). Aucun remede n'a
pour le moment été trouvé car I'implication individuelle de ces facteurs est difficile a faire
ressortir. Cependant, les traitements existants permettent de ralentir son évolution. Il existe

plusieurs facteurs de risque liés a la DMLA:

o I'age : le risque augmente de maniére significative a partir de 50 ans ;

o letabagisme ;

o I'hypertension artérielle : elle augmente le risque d'environ un cinquiéme ;

« I'exposition au soleil augmenterait sensiblement le risque, méme s’il demeure difficile
d’évaluer avec précision et de facon objective le niveau d’exposition réelle au soleil ;

« le surpoids est également un facteur de risque reconnu;

o lesexe: il n’y a pas d’évidence que les femmes soient plus atteintes que les hommes,
en revanche, leur longévité accrue explique le plus grand nombre de femmes vues en
consultation souffrant de DMLA. Il n’y a donc pas de risque accru chez les femmes.
Cependant, la BDES et I’AREDS constatent une prévalence accrue chez les femmes
pour les stades précoces de DMLA ;

o les antécédents familiaux et les facteurs génétiques : les études de jumeaux et de
parent au premier degré de sujets atteints mettent en évidence un risque accru certain
de développer la maladie, suggérant une prédisposition génétique. Si un frére ou une
sceur est atteint, le risque est multiplié par 4. Vingt pour cent des cas seraient
familiaux. Ces dix derniéres années, des progrés importants ont été réalisés pour
identifier des genes éventuellement impliqués dans le processus pathologique. De tres
nombreux génes candidats se sont révélés jouer un role dans le risque de transmission
ou de survenue d’une DMLA. Le gene codant la protéine ABCR (adenosine
triphosphate binding transporter protein) fut I’'un des premiers identifiés. Plusieurs
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mutations sont corrélées avec un risque accru de développer la maladie. Les
principales se situent sur les génes codant CFH (facteur H du complément),
LOC387715 (protéine polymorphique de susceptibilité a la DMLA). Une mutation sur
le gene codant la protéine C3 du complément [78] semble, par ailleurs, entrainer une
progression plus rapide de la maladie [76], de méme pour celui de la fraction C2 du
complément [79] ou sur le SERPING1 (protéine inhibant C1), codant également une
enzyme régulatrice du complément [80]. D'autres mutations ont été décrites, avec une
influence probablement moindre, comme celle sur le géne codant pour
I'apolipoprotéine E (ApoE), qui transporte les lipides et le cholestérol dans le systéeme
nerveux [81], il y a un effet protecteur de I’alléle €4 et un effet délétére du géne E2 de
I’ ApoE. D’autres travaux sont nécessaires pour clarifier le role de I’inflammation et de
la CFH dans la survenue d’une DMLA. Néanmoins, les données actuelles suggéerent
que les sujets ayant hérité d’un parent du géne CFH modifié auraient 2 a 4 fois plus de
risque de développer la pathologie, si les deux parents transmettent le géne modifié, le
risque est accru de 5 a 7 fois. Les modifications du géne CFH pourraient étre
responsables de 20 a 50 % du risque global de développer une DMLA. Une
identification des personnes a risque pourrait étre proposée dans les familles de sujets
atteints. Les études portant sur les aspects génétiques de la DMLA soulignent I’intérét
de définir avec précision les différents phénotypes de la maladie, le role des mutations
de certains genes et le role des facteurs environnementaux ;

la présence de radicaux libres et les facteurs nutritionnels: le corps produit
naturellement des substances appelées des radicaux libres qui peuvent se multiplier
anormalement en vieillissant ou en présence d’un systéme immunitaire affaibli.
Lorsqu’ils deviennent trop nombreux dans I’organisme, les radicaux libres peuvent
engendrer la DMLA. En effet, ils peuvent provoquer I’inflammation des cellules. Pour
contrer ces phénomenes d’oxydation et d’inflammation, certains nutriments peuvent
servir d’alliés : les antioxydants. En effet, les antioxydants ont la capacité de bloquer
plusieurs réactions d’oxydation. Deux antioxydants ont recus beaucoup d’attention
pour leur role bénefique sur la DMLA : la lutéine et la zéaxanthine. Un apport
alimentaire élevé d’aliments riches en ces antioxydants permettrait de ralentir la
progression de la maladie. Concrétement, ils diminuent les risques de passer d’un
stade modéré a un stade avancé de la DMLA. Toutefois, le réle de ces 2 antioxydants
dans la prévention de la DMLA demeure encore incertain. Ainsi, les antioxydants

(vitamine C, vitamine E et les caroténoides) interviendraient dans la survenue de la
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DMLA, en raison de leur réle physiologique et de leur présence dans la rétine. En
France, I’étude POLA (pathologies oculaires liées a I’age), conduite par le Dr Delcourt
a été I'une des premiéres a montrer une corrélation entre une faible concentration
plasmatique en antioxydants et en lutéine et zéaxanthine (caroténoides associées au
pigment maculaire) et la DMLA [82-84]. Ces résultats viennent d’étre confirmés par
I’étude PIMAVOSA qui a aussi montré que la densité du pigment maculaire était
significativement associée aux oméga-3 a longue chaine tels que [I’acide
docosohéxaénoique (DHA), acide docosapentaénoique (DPA) et [I’acide
eicosapentaénoique (EPA) [85]. De nombreuses études, comme I’étude Rotterdam ont
effectivement permis d’associer les oméga-3 au risque d’apparition de la DMLA, ces
derniers ralentiraient la progression de la pathologie [86, 87]. En effet, la
supplémentation en oméga-3 a des effets bien connus sur la distribution et la
composition des lipoprotéines, il est donc possible que les oméga-3 aient des effets sur
les transporteurs rétiniens de la lutéine et de la zéaxanthine [88]. Les minéraux a I’état
de trace, tels que le zinc, le sélénium, le cuivre et le manganese sont également
impliqués comme antioxydants dans la rétine. Les lésions des photorécepteurs
rétiniens pourraient étre dues a une photo-oxydation ou a peroxydation des lipides
induits par les radicaux libres. Une supplémentation en antioxydants et en zinc
diminue le risque de progression de la DMLA et de diminution de la vision selon
I’AREDS. L’étude ALIENOR (antioxydants, lipides essentiels, nutrition et maladies
oculaires) a permis de montrer I’association de ces facteurs nutritionnels avec les
maladies oculaires. Pour la DMLA au stade précoce, la prévalence était de 28,4% et
pour la DMLA au stade tardif, elle était de 5,6% [89].

La DMLA est une pathologie d’origine multifactorielle. Les stades précoces et les

stades tardifs de la DMLA doivent étre distingués, car leur retentissement fonctionnel est tres

différent. En effet, le risque d’évolution vers une forme tardive (exsudative ou atrophique)

n’est pas le méme pour tous les stades précoces. On ne sait pas pourquoi certains stades

précoces de DMLA évoluent rapidement et d’autres lentement. Trop souvent, les études

présentent des chiffres globaux, tous stades de DMLA confondus, non interprétables.

Certaines mesures préventives semblent efficaces (arrét du tabac, alimentation riche en

oméga-3 et en légumes), mais les thérapeutiques curatives sont balbutiantes. Les travaux en

cours sur I’origine génétique de cette pathologie associées a une définition précise des

phénotypes permettront vraisemblablement de mieux définir les populations a risque.
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B. Glaucome et gliose

Le glaucome est la deuxieme cause de cécité dans le monde apres la cataracte. On
estime que plus de 68 millions de personnes sont touchées par le glaucome et que plus de 7
millions de personnes présentent une cécité bilatérale causée par cette maladie [90]. Il est
actuellement prévu que 80 millions de personnes seront touchées par le glaucome en 2020
[90].

1. Epidémiologie des glaucomes

On estime en France & plus d’un million le nombre de personnes atteintes d’un
glaucome a angle ouvert (GAO) ; environ 2 % des Francais agés de plus de 40 ans, soit 650
000 patients, bénéficieraient d’un suivi ophtalmologique, et environ 400 000 ignoreraient
leur maladie en raison de I’absence de signes fonctionnels évocateurs avant un stade tres
tardif (source : Direction Générale de la Santé. Rapport du Groupe Technique National de
Définition des Objectifs : élaboration de la loi relative a la politique de santé publique.
Troubles de la vision). Plus récemment une enquéte téléphonique sur 5726 sujets a permis
d’évaluer le nombre de personnes traitées de facon durable par des solutions oculaires
hypotonisantes dans notre pays a 1,2 million [91].

La prévalence du glaucome, c’est-a-dire la proportion de personnes concernées par
cette pathologie dans une population donnée a un moment donné, augmente avec I’age. Elle
est variable chez les caucasiens selon les publications : de 1,8 % dans I’étude de Baltimore
réalisée chez des caucasiens de plus de 60 ans [92], a 3,4 % dans I’étude de Beaver Dam chez
des patients de plus de 65ans [93]. Pour une définition moins restrictive du glaucome
(glaucome défini ou probable), la prévalence passe a 4,2 % [92], et 7,0 % [93] dans ces
2 études.

Les données épidémiologiques sur le glaucome contribuent a une meilleure
connaissance de la maladie que ce soit pour la fréquence et la répartition de la maladie, la
recherche des facteurs de risque, I’identification des populations a risque, les causes de la
maladie, I’évaluation des procédures de dépistage et leur faisabilité, la comparaison des

traitements.

Les résultats de I’enquéte francaise « glaucome et hypertonie 1 jour » (EFGH1J), sont

parus en 2003 et cette étude, réalisée en partenariat avec le Comité de Lutte contre le
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Glaucome, les ophtalmologistes francais et le laboratoire Pfizer, témoigne de I’intérét d’une
meilleure connaissance épidémiologique du glaucome [94]. Il s’agissait d’une enquéte
descriptive transversale de type 1 jour donné, effectuée auprés de I’ensemble des
ophtalmologistes de France métropolitaine. Ceux-ci devaient inclure tous leurs patients agés
de 18 ans et plus, atteints d’un glaucome ou d’une hypertonie oculaire, examinés dans la
journée du 25 novembre 2003. Le taux de participation a été de 24,0 % (1173
ophtalmologistes). Parmi les 3919 patients inclus, 3896 (99,0 %) avaient des données
utilisables pour [I’analyse statistique. Lors de la promulgation des résultats, les
ophtalmologistes ont déclaré voir en moyenne 16 patients atteints d’hypertonie ou de
glaucome par semaine. Les patients étaient atteints pour 29,5 % d’une hypertonie oculaire,
61,7 % d’un glaucome a angle ouvert, 3,4 % d’un glaucome a pression normale et 5,5 % d’un
glaucome par fermeture de I’angle. L’ophtalmologiste a eu recours a la chirurgie ou au laser
dans 74,1 % des cas de glaucome par fermeture de I’angle, tandis que le traitement par des
solutions oculaires hypotonisantes utilisées seules a dominé pour les autres pathologies. Au
total, 87,0 % des patients étaient traités par un ou plusieurs solutions oculaires hypotonisantes,
principalement des bétabloquants (59,3 %), des prostaglandines (50,1 %), ou des inhibiteurs
de I’anhydrase carbonique (21,6 %) et des mydriatiques sympathomimétiques (6,3 %). En
conclusion de I’enquéte « EFGH1J », les caractéristiques du glaucome et de I’hypertonie
oculaire correspondaient a celles des autres populations occidentales. Les attitudes
thérapeutiques des ophtalmologistes francais correspondaient aux recommandations

internationales actuelles.

D’apreés Quigley [90] la répartition mondiale du glaucome a angle ouvert est identique
a celle du glaucome par fermeture de I’angle, avec environ 33 millions de patients atteints
pour chacun des deux états. Cependant, la répartition de ces deux types de glaucomes est
différente selon les ethnies. Pour les caucasiens, la répartition est de 1 patient atteint de
glaucome par fermeture de I’angle pour 11 atteints de glaucome a angle ouvert. Pour les
africains, la fréquence des glaucomes par fermeture de I’angle est d’environ 1 pour
150 glaucomes. Trois-quarts des chinois atteints de glaucome présentent un glaucome par
fermeture de I’angle [95]. Par contre, les japonais atteints de glaucome présentent surtout des
glaucomes a angle ouvert, avec pres de 70 % de glaucome a pression normale, alors qu’ils ne

présentent pas des cornées particulierement fines [96]. La proportion des glaucomes
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secondaires (traumatisme, inflammation, corticothérapie) serait de 20 % [90]. Parmi les
66 millions de patients atteints de glaucome pres de 10 % auraient une cécité bilatérale [90].

2. Facteurs de risque des glaucomes

Parmi les facteurs de risque majeurs de glaucome, I’age et une pression intraoculaire
(P1O) élevée sont reconnus et recherches a I’examen clinique. Les images en fond d’ceil
permettent de déterminer s’il y a atteinte du nerf optique (excavation ou atrophie de la papille
optique).

Des études épidémiologiques ont été lancées afin de déterminer quels facteurs de
risques peuvent étre associés au glaucome. L’étude ALIENOR (introduite dans le chapitre
DMLA) a permis de confirmer I’association des facteurs nutritionnels avec le glaucome a
angle ouvert (GAO) et I’hypertonie oculaire. La prévalence de ces facteurs de risque était de
4,8% et 10%, respectivement [89]. Une étude exploratoire a permis d’associer au glaucome
des facteurs de risque potentiels, c’est-a-dire la fumée de cigarette, les habitudes
alimentaires, le mode de vie et I’exposition aux pesticides. Dans cette étude récente, des cas
répertoriés de patients atteints de glaucomes primaires a angle ouvert (GPAO) (n=339) ont
été comparés a des patients atteints d’hypertonie oculaire, c’est-a-dire les controles

appariés afin de les discriminer [97].

L’ethnie et les antécédents familiaux de glaucome (glaucomes congénitaux) sont
également reconnus comme facteurs de risque. Cependant, I’existence d’antécédents
familiaux de glaucome ne semble pas étre un facteur de progression de la maladie. Différents
génes ont été identifiés, mais leur réle apparait complexe. Les mutations du géne de la
myociline sont plus fréquentes chez les patients atteints de glaucome (4,1 %) que chez les
sujets sains (0,8 %) [98]. Certaines combinaisons alléliques de cette mutation ont été reliées a

des formes plus séveres et plus résistantes au traitement [99].

L’épaisseur de la cornée est également un facteur d’apparition du glaucome [100].
L’étude OHTS (Ocular Hypertension Treatment group Study) a retrouvé un risque
d’apparition du glaucome augmenté avec la diminution de I’épaisseur cornéenne : par rapport
a un groupe de patients a I’épaisseur cornéenne supérieure a 588 um, les patients avec une

épaisseur cornéenne entre 555 et 588 um présentaient un risque d’apparition du glaucome
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multiplié par 1,7 ; et les patients dont I’épaisseur cornéenne était inférieure a 555 um, un
risque multiplié par 3,4 [101].

Au-dela de la pression oculaire elle-méme, d’autres facteurs vasculaires représentent
des facteurs de risque de glaucome. lls affectent en particulier la régulation de la pression
sanguine au niveau du disque optique [102]. Il s’agit alors bien plus de la pression de
perfusion que de la PIO elle-méme. Cette pression de perfusion se définit comme la
différence entre la pression artérielle au niveau de I’eeil et la P1O. Elle est associée au flux
sanguin au niveau de I’ceil, et en particulier au niveau de la lame criblée, c'est-a-dire la
structure riche en collagéne qui, a la facon d’un tamis, sépare les fibres des axones des
cellules ganglionnaires non myélinisées de leur partie myélinisée au sein du nerf optique.
Une pression elevée a ce niveau est susceptible de créer une ischémie des structures
vasculaires (veines et artéres) [103]. La fluidité des membranes des érythrocytes est
également un parametre qui est suspecté intervenir dans leur déformabilité, leur
aggrégabilité, et par voie de conséquence leur capacité a assurer le transport des éléments
nutritifs aux tissus. Une étude de notre laboratoire a ainsi décrit que la composition des
membranes des érythrocytes est modifiée chez des patients glaucomateux par rapport a des
sujets témoins. En particulier la teneur en plasmalogenes des globules rouges, qui est un
parametre qui modifie la fluidité des membranes, a été inversement associée a la severité des

altérations du champ visuel chez ces patients [104].

L’existence de chacun de ces facteurs pourrait déterminer un risque individuel de
développer un glaucome, mais ces facteurs n’en sont pas forcément la cause. Par exemple,
bien qu’une forte PI1O soit commune chez les patients atteints de GAO, seule une petite partie
de ces patients développeront un GAO [105].

Bien qu’une PIO élevée soit un risque majeur de la dégénérescence des CGR,
I’élévation de la PIO n’est pas significativement retrouvée dans les différents glaucomes. En
effet, il existe des glaucomes a pression normale pour lesquels il a été proposé d’autres
facteurs de risque conduisant a la mort des CGR par apoptose. La toxicité liée au glutamate et

a I’'acide nitrique (NO) [106, 107] en sont des exemples.

3. Signes cliniques des glaucomes
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L’hypertonie oculaire, le facteur de risque le mieux identifié pour les glaucomes, se
caractérise par une pression intra-oculaire supérieure a 21 mmHg. L hypertonie oculaire peut
étre primitive ou secondaire, et nécessite pour sa définition un champ visuel blanc/blanc
normal et une papille optique jugée normale. Les glaucomes sont caractérisés par une
neuropathie optique progressive, avec des altérations périmétriques et/ou des anomalies
glaucomateuses de la papille.

Plusieurs essais cliniques existent depuis quelques années, prennent en compte la P1O
et proposent des traitements médicaux dont la cible est de limiter la progression de la PIO. Le
glaucome doit étre traité tres précocement, car une fois qu’il est en progression, il est tres
difficile de le traiter. Les patients pour lesquels les tous premiers signes du glaucome
apparaissent sont a traiter differemment de ceux qui ont un glaucome déja installé et qui
progresse lentement. En effet la perte visuelle peut étre bien plus importante des les premieres
variations de pression ou étre moins avancée chez les patients qui ont déja une PIO élevée.

Dans la plupart des études prospectives, I'impact de I’élévation de la PIO est
difficilement évaluable puisque les patients sont sous traitement hypotonisant. On retrouve
dans ces études une relation faible entre le niveau moyen initial de P10 et la détérioration du
champ visuel. Deux exemples d’études prospectives sont désignés ci-dessous :

-EMGT (Early Manifest Glaucoma Trial) : cette étude a suivi deux groupes de
patients traités et non traités [108]. Cette étude montre d’une part que la P1O initiale est un
facteur de risque important d’aggravation avec un risque majoré de 70 % chez les patients
avec une PIO supérieure a 21 mmHg par rapport aux patients avec une PIO inférieure a 21
mmHg. D’autre part, elle confirme clairement I’efficacité du traitement par des solutions
hypotoniques sur le risque de progression avec une diminution de 10 % du risque de
détérioration du champ visuel par baisse d’unité de pression (mmHg). Néanmoins, chez
certains patients, une détérioration du champ visuel survient malgré un contrdle jugé
satisfaisant de la PIO mesurée a la consultation. Cette détérioration pourrait étre la
conséquence de variations nycthémérales de la PIO non mesurables pendant les heures de

visite ;

-CIGTS (Collaborative Initial Glaucoma Treatment Study) : cette étude a permis de
comparer I’efficacité d’une thérapie médicale standard versus intervention chirurgicale pour

traiter les patients chez qui un GPAO débutant a été diagnostiqué. Les résultats de I’étude ont
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montré qu’apres 5 ans de suivi, la P1O des deux groupes était diminuée. Dans le groupe traité
chirurgicalement, la PI1O était de 2 a 3 points plus faible que le groupe traité médicalement.

Mais les risques de cataractes sont plus élevés dans le groupe traité chirurgicalement [109].

Concernant les tests mono-oculaires, les deux yeux doivent avoir la méme P1O au
début des tests, et il ne doit pas y avoir d’influence du traitement sur I’ceil qui n’est pas traité.
Ces tests mono-oculaires sont prédictifs de la réponse de I’ceil qui n’est pas traité, mais il n’y
a pas de différence avec le fait de traiter les deux yeux indépendamment. En fait, plutdt que
I’élévation de PIO, les spécialistes se demandent s’il ne faut pas plutdt analyser les
fluctuations nycthémérales de P1O, et si ces derniéres ne seraient pas un facteur de risque.
Cependant les fluctuations diurnes et nocturnes de PIO ont deja été étudiées [110] et sont
étroitement liées a la P10 et a I’heure actuelle, elles ne sont pas considérées comme un facteur

de risque indépendant de la P10O.

Le champ visuel d’un patient glaucomateux est progressivement réduit jusqu’a la
cécité (Figure 16). La perte du champ visuel corréle avec la perte des cellules ganglionnaires
de la rétine (CGR) [111].

Glaucoma

Figure 16 : Vision d’un patient atteint de glaucome (a gauche). Le champ visuel est réduit.
Image en fond d’ceil d’un patient atteint de glaucome (a droite).

Les modifications de la papille peuvent étre considérées comme des facteurs
d’aggravation ou comme des signes annonciateurs d’une détérioration du nerf optique, mais

ils sont fortement prédictifs d’une altération future du champ visuel.
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Une caractéristigue commune a tous ces types de glaucomes est la mort des CGR. On

estime que la perte liée a I’age des CGR s’éléve de 0,25 a 0,75% de la population de CGR

totale par an ; cette valeur atteint 4 a 7% en condition de glaucome [112]. La perte des CGR et

de leurs axones est dépendante de I’age [112]. La perte axonale naturelle est de 2 500 axones

par an jusqu’a 50 ans, puis passe a 7 500 apres 50 ans. L’épaisseur de la couche des fibres du

nerf optique diminue aussi avec I’age [113] (Figure 17).

Au cours du GPAO, les connections entre les astrocytes et les capillaires sont

rompues. Le tissu connecteur est épaissi, et la densité capillaire (vasculaire) est réduite, ce qui

peut étre & I’origine de blessures « mécaniques ».

Les recherches sur le glaucome sont focalisées en tenant compte des aspects suivants :

-les photorécepteurs interagissent avec la couche de I'EPR,

-les axones meurent indépendamment du corps cellulaire,

-les CGR interagissent avec les cellules gliales.
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Figure 17 : Représentation graphique de la perte axonale et ganglionnaire en fonction de

I’age. D’aprés [112] et [113].
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4. La gliose des cellules de Miuller

I. Définitions et origine de la glie

Le terme « neuroglie » (du grec qui signifie « glue nerveuse ») a été introduit en 1858
par le pathologiste Rudolf VVirchow. Au cours de ses recherches sur le SNC, il a découvert des
cellules qui, apparemment, n’étaient pas des cellules nerveuses comme le sont les neurones, et
les a appelées « glie » ou « cellules gliales ». Ce nom peu attractif, ajouté au fait qu’il leur
attribuait un role trés mineur dans les fonctions du SNC, a contribué au fait que pendant une
centaine d’années ces cellules ont été négligées [56]. Des neuro-pathologistes, fascinés par la
sculpture complexe de I’appareil de Golgi des cellules gliales dans des coupes de cerveau, ont
réalisé que ces cellules étaient impliquées dans la quasi-totalité des altérations et pathologies
du cerveau [114].

Ces trente derniéres années, des méthodologies innovantes et avancées en
neurosciences ont montré qu’il n’y a pratiqguement aucun événement durant le développement
ontogénétique, fonctionnel (maturité) ou pathologique du SNC qui n’implique pas les cellules
gliales [114].

ili. La qgliose réactive des cellules de Muller

Les cellules gliales répondent aux stimuli de stress par un mécanisme appelé
« gliose ». La gliose représente une stratégie que le tissu ou I’organe va mettre en place dans
le but de protéger les tissus des lésions collatérales, et de promouvoir et inhiber
simultanément la réparation tissulaire et le remodelage cellulaire. Ceci permet d’achever la
régénération des fonctions cellulaires et le maintien de la constance fonctionnelle des circuits,
respectivement. Cependant, ces effets bénéfiques de la gliose réactive ne sont pas toujours
dominants. En effet, en réponse a toute altération pathologique de la rétine (incluant les
Iésions photopiques, les traumatismes rétiniens, I’ischémie, le décollement rétinien, le
glaucome, la rétinopathie diabétique, et la DMLA), les CGM deviennent activées [26, 115].
La glie réactive inclut des changements morphologiques, biochimiques et physiologiques des
CGM. Ces altérations varient avec le type et la sévérité du dommage ou de la pathologie. Les
bénéfices précoces de la gliose peuvent alors devenir nuisibles quand la lésion est prononcée
ou lors d’une pathologie chronigue comme cela se produit dans la plupart des

dégénérescences de la rétine, comme au cours du glaucome. En effet, des données indiquent
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que les CGM surexprimant la protéine gliale fibrillaire (GFAP) peuvent aggraver la mort
neuronale dans un état pathologique.

Ainsi, cette réactivité gliale peut avoir, a la fois, des effets cytoprotecteurs et cytotoxiques
sur les neurones de la rétine [31, 115].

Ii.a. Effets protecteurs de la gliose des cellules de Miller

La gliose est une stratégie cellulaire permettant de limiter I’expansion des lésions
collatérales. Aux temps précoces, en particulier, la gliose est neuroprotectrice.

Les réponses des CGM impliquent un grand nombre de mécanismes différents
incluant la clairance des niveaux élevés de potassium [26], Iutilisation du glutamate en exces
qui est neurotoxique en particulier pour la rétine interne [116, 117], le relargage d’anti-
oxydants [26, 115, 118] et la production de facteurs neurotrophiques, facteurs de croissance,
cytokines et erythropoiétine qui protégent les photorécepteurs et les neurones de la mort
cellulaire [119-122].

Dans le modéle de dégénérescence rétinienne induite par des injections intra-
vitréennes de récepteur ionotrope N-méthyl-D-aspartate (NMDA), une dégénérescence des
cellules ganglionnaires de la rétine (CGR) et des cellules de la CNI est observée [123].
L’invalidation du géne codant la protéine ERK1 (kinase régulant le signal extracellulaire, type
1) chez les souris entraine une apoptose plus importante dans les deux populations (5 fois plus
dans les CGR et 2 fois plus dans la CNI), suggérant un effet neuroprotecteur de I’activation de
la protéine de signalisation ERK1 contre la neurotoxicité liée au NMDA.

En conditions hypoxiques, la sécrétion du facteur de croissance endothélial vasculaire
(VEGF) par les CGM en culture est associée a une inhibition de I’apoptose des cellules
endothéliales vasculaires rétiniennes bovines [124].

De plus, I’application de VEGF et d’erythropoiétine sur des explants de rétine de rats
favorise la croissance axonale des CGR [125].

Le traitement de neurones corticaux de rat avec du VEGF entraine une augmentation
de la survie de ces neurones [126]. Cette augmentation de la survie est associée a une
augmentation dose-dépendante de I’expression du facteur anti-apoptotique Bcl-2, et a une
diminution de I’activation de la caspase-3 dans ces neurones. Dans cette étude, le VEGF
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induit une diminution dose-dépendante de la libération du peptide neurotoxique amyloide-3
par les neurones corticaux.

Ces données suggérent que le VEGF peut également avoir un effet trophique sur la
survie des cellules de la rétine.

La gliose des CGM viserait avant tout a préserver I’homéostasie de la rétine.

De récentes recherches ont montré qu'en présence de glutamate, les CGM peuvent se
multiplier et se différencier en cellules souches pour produire d'autres cellules rétiniennes.

Ceci pourrait étre un axe de recherche prometteur pour les rétinopathies dégénératives.

Ii.b. Effets délétéres de la gliose des cellules de Muller

Des altérations gliotiques impliquent la rupture des mécanismes homéostatiques
normalement maintenus par les CGM et peuvent contribuer a des effets cytotoxiques directs
ou indirects. De plus, une altération des fonctions de support des CGM pourrait avoir des
effets additionnels sur le dysfonctionnement et la perte neuronale en augmentant la
susceptibilité aux stimuli de stress de la rétine pathologique [26].

En effet, une diminution de I’expression des protéines impliquées dans des fonctions
spécifiques (résumées dans le Tableau 1, partie I.C. paragraphe ii : les cellules de Miller)
telles que: le recyclage des neuromédiateurs (par la glutamine synthétase (GS)), la
détoxification de I’ammoniaque (NH4"), le recyclage des photopigments (CRALBP),
I’osmohoméostasie (Kir4.1, AQP4) a un impact sur les CGM. On peut supposer que la
dérégulation des fonctions assurées par ces protéines rompt I’interaction neurone-glie et
contribue au développement d’cedémes rétiniens, a I’hyper-excitation neuronale et a la
toxicité par le glutamate, qui est une cause majeure de la neurodégénérescence de la rétine
[116].

Les effets cytotoxiques directs des CGM sont observés par le relargage de facteurs

solubles tels que les cytokines pro-inflammatoires comme le facteur de nécrose des tumeurs

(TNF-a). Ceci exacerbe I’inflammation locale. Cette action cytotoxique des CGM contribue a
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la dégénérescence rétinienne dans de nombreuses rétinopathies telles que la rétinopathie
diabétique ou le glaucome.

La production excessive d’oxyde nitrique (NO) par les CGM et la formation de
radicaux libres entraine la nitrosylation des protéines, ce qui a pour conséquence des effets

toxiques sur les neurones avoisinants.

Dans un modeéle d’excitotoxicité di a I’excés de glutamate, il est montré que les CGM
causent la mort des CGR selon un mécanisme cellulaire non autonome. Le glutamate entraine
I’activation des récepteurs au NMDA, puis active la voie NF-kB (facteur nucléaire kappaB),
d’ou la sécrétion de TNF-o qui augmente la susceptibilité des CGR par activation des
récepteurs AMPA (récepteur ionotrope au glutamate induisant la perméablilié au Ca?*) [127].
Les vagues calciques induisent le stress des organelles (RE, mitochondries) et I’activation des
voies pro-apoptotiques. Le processus excitotoxique se propage et prend le dessus sur les
facteurs neurotrophiques. Les CGM sont responsables de la récupération du glutamate en
exces via les transporteurs au glutamate et a I’aspartate (GLAST), et un déficit dans leur
fonction de transport contribue aux Iésions des CGR (Figure 18).

Dans un modele de dégénérescence des photorécepteurs au cours du décollement
rétinien, I’invalidation des génes codant la GFAP et la vimentine est associée a une
diminution de I’activation des CGM (démontrée par une diminution de la phosphorylation de
ERK1/2) [123]. Dans ce modeéle, MCP-1 (protéine chimio-attractive des monocytes) promeut
I’infiltration des cellules immunes, ce qui entraine I’apoptose des photorécepteurs. Or, la
diminution de I’activation des CGM est aussi associée a une diminution de la sécrétion de
MCP-1 et a une inhibition de I’infiltration des cellules microgliales dans I’espace sous-
rétinien. Ceci démontre le lien entre la gliose des CGM et I’inflammation dans la rétine [123].

La formation d’une cicatrice gliale apres une atteinte de la rétine peut contribuer a la
dégénérescence rétinienne et entraver la régénération du tissu rétinien. Ainsi, dans un modele
de décollement rétinien chez le chat, les prolongements des CGM activées forment un tissu
fibreux et contractile induisant de facon mécanique la dégénérescence des segments externes

des photorécepteurs [128].
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cellule

Figure 18 : le modele classique du processus excitotoxique di a I’exces de glutamate.
D’apres [129].

Le Tableau 2 récapitule I'implication de différents mécanismes mettant en jeu les
CGM au cours de diverses pathologies rétiniennes.
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Tableau 2 : Caractéristiques des CGM au cours de diverses pathologies. D’apreés [26, 31].

Décollement Rétinopathies Rétinopathies :(SChérTie‘ T e e
rétinien prolifératives ~ diabétiques eperiusion

i A i A 0

nd nd nd nd nd

Expressionde:
0 GFAP

. Glutamine Synthétase

nd nd nd nd nd

. facteurs de transcription
nd

. Phosphorylation d’ERK nd
Conductance K+

nd \ \ 2R

nd nd nd nd

Potentiel de membrane

Réponses P2Y médiées
par Ca2+

nd ® ® P nd

Dislocation des canaux
Kird.1

2 4 > €« « > > €« >
é
<«
<«
<«
-

nd @) ) nd nd

Relargage de facteurs
angiogéniques

nd
Apoptose nd nd o nd nd
Expression : 1‘ ¢
nd : non déterminée augmentée diminuée + modifiée @ pas de modification

Le glutamate relargué par les CGM suite a I’exposition au VEGF peut activer
directement les récepteurs AMPA/kainate dans les CGR, ce qui a pour conséquence le

gonflement osmotique des corps cellulaires neuronaux [130] (Figure 19).

De plus, le relargage calcium-dépendant du glutamate des CGM peut avoir un impact
fonctionnel en conditions pathologiques, lorsque la réponse au calcium sous I’activation de
récepteurs purinergiques (récepteurs a P2Y;) est augmentée, par exemple lors d’un
décollement de la rétine ou dans les rétinopathies prolifératives (Tableau 2).

Ii.c. Le gonflement osmotigue des CGM

Le gonflement osmotique est un procédé cellulaire employé par les CGM pour

maintenir I’osmohoméostasie cellulaire (Figure 19). C’est par ce procédé que les CGM
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détoxifient I’environnement cellulaire, notamment, par exemple, suite au relarguage massif de

glutamate par les neurones.

Cependant, ce mécanisme est utilisé également par les CGM en conditions

pathologiques. En effet, les CGM utilisent I’acide arachidonique, afin de pouvoir inhiber des

vagues calciques (Ca**) libérées lors d’un stimulus de stress, et cela passe par le mécanisme

de gonflement osmotique [131].

Le mécanisme du gonflement osmotique illustré sur les images de la Figure 19 est

expliqué ci-dessous :

En (A) : Dans la rétine saine, les CGM déshydratent le tissu rétinien sous la
dépendance de I’activité neuronale. Pour cela, les neurones activés relarguent
le K+ dans I’espace extracellulaire, ce K™ est récupéré par les CGM via les
canaux K+ exprimés dans leur membrane plasmique. Ce K* est aussi relargué
dans la circulation sanguine a travers les canaux Kird.1 exprimés par les
prolongements périvasculaires des CGM. Les courants K* trans-gliaux sont
osmotiquement couplés, ce qui permet a I’eau de circuler a travers les corps
cellulaires des CGM depuis le parenchyme rétinien jusqu’a la circulation
sanguine. Le transport trans-glial de I’eau est facilité par les canaux
aquaporine-4 exprimés dans la membrane plasmique des CGM.

En (B) : Les CGM des rétines inflammées, ischémiques ou diabétiques sous-
expriment les canaux Kir4.1 qui sont normalement exprimés dans les feuillets
plasmiques périvasculaires, ce qui résulte dans I’inhibition du relargage de K
dans la circulation et I’interruption des courants K™ déshydratants au travers
des CGM, tandis que les cellules continuent a puiser le K™ depuis les canaux
K" (Kir2.1) exprimés dans les domaines membranaires des CGM qui jouxtent
les neurones rétiniens. Ce mécanisme augmente la pression osmotique dans les
cellules, ce qui entraine une différence de pression a I’interface glio-vasculaire
qui est favorable a I’entrée de I’eau dans la cellule & travers les canaux
aquaporine-4 (AQP-4) qui sont toujours exprimés. En plus de cela, le stress
osmotique de la membrane périvasculaire active la phospholipase A, et la
production d’acide arachidonique, et de ses dérivés tels que les prostaglandines
(PG) et des leucotriénes (LT). Ceci entraine un flux important de Na* dans la
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cellule qui va forcer I’entrée de I’eau dans la cellule, d’ou le gonflement
osmotique des CGM. Puisque la déshydratation de la rétine par les CGM est
dérégulée dans la rétine pathologique, ceci pourrait aussi exacerber

I”accumulation extracellulaire des fluides dérivés des vaisseaux éclatés.
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Figure 19 : Gonflement osmotique des cellules de Miller dans la rétine saine et
pathologique. D’apres [132, 133].

En (C) : Le relargage de glutamate par les neurones rétiniens passe par une
cascade purinergique qui inhibe le gonflement osmotique des CGM. Cette voie
implique le relargage d’ATP endogéne et d’adénosine, et I’activation
consécutive des récepteurs a P2Y; et a I’adénosine Al. L’activation du
récepteur Al entraine I’ouverture des canaux K" (appelés canaux TASK) [134]
des prolongements périvasculaires membranaires des CGM. Ceci permet le
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relargage d’ions K* dans la circulation sanguine et la déshydratation de la
rétine, ce qui va inhiber le gonflement cellulaire.

e En (D) : Exemple de gonflement osmotique des CGM dans une coupe mince
(10pm) de rétine ischémique chez le rat. Le soma cellulaire a été observé avant
(1), pendant (2) et apres (3) I’application d’une solution hypotonique a 60%
d’osmolarité [132, 133].

5. Glaucome et gliose

L’élévation de la P10 entraine des changements délétéres des astrocytes au niveau de
la téte du nerf optique. L’activation des astrocytes pourrait représenter un événement initial
primaire ayant pour but de limiter I’extension des Iésions neuronales et de promouvoir la
réparation tissulaire, mais les astrocytes réactifs peuvent aussi avoir des effets nocifs sur les
axones du nerf optique en créant un dommage mécanique et en changeant le
microenvironnement neuronal, résultant dans I’activation de I’auto-destruction autonome des
axones des CGR et la mort par apoptose du soma des CGR [135]. Les CGR qui dégénérent
peuvent de maniere adverse affecter les cellules avoisinantes dans une vague de
dégénérescence secondaire impliquant I’exposition au glutamate [135]. Ces altérations sont
associées avec des lésions collatérales au niveau des capillaires dans la couche du nerf
optique, suggérant que I’ischémie est un facteur pathogénique secondaire (et tardif) au cours
du glaucome [136]. La perte de CGR et de fibres nerveuses (nerfs optiques) est remplacée par
les prolongements des CGM qui forment une cicatrice gliale [135, 136].

Les CGM réactives exercent des effets a la fois protecteurs et déléteres sur les CGR en
détresse. Dans les yeux de patients glaucomateux, les CGM montrent une activation
persistante comme indiqué par leur morphologie hypertrophiée, une expression croissante de
GFAP et de S-100, une augmentation de la phosphorylation de ERK 1/2 et de I’expression de
la capsase-3 [137-139]. Chez les patients glaucomateux, I’activation des astrocytes de la
rétine est corrélée a la dérégulation vasculaire, et est en rapport avec le stade d’avancement du
glaucome [140].
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6. Glaucome, gliose, stress oxydatif et inflammation

Les CGM peuvent moduler la seconde vague de mort des CGR en protégeant ces
derniers de la toxicité due au glutamate et du stress oxydatif ou NO [141]. Cette toxicité
conduit a la privation cellulaire de BNDF, et a I’apoptose des CGR (Figure 20).

Dysfonctionnement

T 510 vasculaire
/ \ Ischémie
Compression des \ o B i
P ——— T Libération de glutamate

| |

Transport rétrograde de BDNF Activation des récepteurs au NMDA
Manque de BDNF Ca* intracellulaire

au corps cellulaire / \

\ T Radicaux libres T NO synthase

Apoptose des cellules ganglionnaires

Figure 20 : Mécanismes conduisant a la mort des cellules ganglionnaires apres élévation de
la PIO. BDNF : facteur neurotrophique dérivé du cerveau. NMDA : récepteur ionotrope N-
méthyl-D-aspartate. D’aprées [138].

Ceci pourrait particulierement étre conduit par le recyclage du glutamate, le relargage
d’anti-oxydants comme le glutathion ou la céruloplasmine ferroxidase, ou encore par un
mécanisme protecteur de contact contre I’activité NO [115]. Les CGM sont les sources
principales d’erythropoiétine de la rétine [120]. L’erythropoiétine vient & la rescousse des
CGR apres I’hypertonie chronique oculaire [120]. Dans les yeux glaucomateux, les astrocytes
et CGM augmentent I’expression d’éphrine B1 tandis que les CGR augmentent I’expression
du récepteur a I’éphrine B1 [142]. L’activation de la voie Eph/éphrine pourrait jouer un réle
protecteur en limitant le dommage axonal et ganglionnaire et en limitant également I’invasion

de cellules inflammatoires [142].
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Dans les yeux glaucomateux, les CGM présentent un niveau élevé de glutamine,
reflétant la nécessité de détoxifier le niveau élevé de glutamate qui en résulte [143]. Les
désordres fonctionnels liés a la consommation de glutamate des CGM pourraient étre une des
étiologies de la seconde vague de mort des CGR au cours du glaucome, particulierement chez
des patients avec un contrle satisfaisant de la PIO [106, 141]. Puisque les CGM expriment la
protéine GLAST-5 (transporteur glial du glutamate), particulierement dans les processus
impliquant les CGR [144, 145], une diminution de I’expression et de I’activité de la glutamine
synthétase (GS) par les CGM entraine une efficacité moindre du recyclage de glutamate. Ceci
exacerbe le dommage excitotoxique neuronal [146, 147]. Il a été montré que les diminutions
de la consommation de glutamate et de I’activité de la GS précédaient les altérations
fonctionnelles et histologiques induites par I’hypertonie oculaire, ce qui suggere que les
altérations du cycle glutamate/glutamine apportées par les CGM contribuent a la mort des
CGR au cours du glaucome [148]. La diminution de I’activité de GLAST lors d’un glaucome
expérimental coincide avec I’entrée en hypoxie de cellules de la rétine interne, induisant alors
des lésions histologiques [149]. En effet, I'inhibition de I’activité de GLAST provoque
I’entrée de glutamate dans les CGR [149]. Les souris knock-out pour GLAST démontrent une
dégénérescence spontanée des CGR et du nerf optique sans élévation de la PIO, et une
diminution du niveau de glutathion dans les CGM [147]. Le stress oxydatif stimule la
présentation antigénique des cellules gliales de la rétine par le biais de I’augmentation des
molécules du complexe majeur d’histocompatibilité de classe 11 (CMH I1). En conséquence,
les cellules gliales rétiniennes médient I’activation du systeme immunitaire qui accompagne la

dégénérescence associée au glaucome [150].

Dans les yeux glaucomateux, les CGM sur-expriment un composant du complément
(Clqg). Cette surexpression a lieu bien avant que les Iésions infligées aux CGR ne se
propagent, suggérant que certains facteurs du complément exprimés par les CGM jouent un
role dans la pathogénése du glaucome [151]. En réponse a I’élévation de la pression
hydrostatique, les CGM produisent I’oxyde nitrique (NO) et le facteur de nécrose des tumeurs
(TNF-a) qui également contribuent a la mort par apoptose des CGR [152].

La balance homeéostatique de la rétine est influencée par des signaux positifs
(neuroprotecteurs) ou négatifs (neurotoxiques), par exemple :
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-des travaux montrent que chez les souris TNF”, la perte neuronale est
significativement moins importante [153]. Cependant, il peut y avoir un effet positif de la
neurotoxicité du TNF-o puisqu’il peut indirectement promouvoir des voies de survie
cellulaire. En effet, la voie de signalisation TNF-a/ TNFR1 est une voie trés complexe. Cette
voie implique la surexpression de nombreuses molécules de signalisation et protéines
régulatrices. L’équipe de Tezel a présenté un travail réalisé a partir de rétines de donneurs
humains (glaucomateux ou sains) sur la régulation négative de TNF-a et de la voie NF-kB par
le TNFAIP3 (tumor necrosis factor alpha induced protein 3) qui est aussi appelé « protéine a
doigt zinc A20 ». Le rble de cette protéine régulatrice a été déterminé par une étude
bioinformatique et protéomique [154]. TNFAIP3 est soumis a des variations épigénétiques.
En effet, la méthylation des cytosines dans la région du promoteur du gene codant TNFAIP3

révele une tres grande variabilité parmi les patients glaucomateux,

-les récepteurs a activité thréonine kinase (Trk) jouent un role dans le maintien et la
survie des CGR (Figure 18). Leur surexpression n’entraine pas la mort des CGR puisque
I’activation des récepteurs TrkA serait protectrice pour les CGR. En effet, la co-expression de
TrkA et p75(NTR) par les CGM augmente la liaison du facteur de croissance NGF (nerve
growth factor) au récepteur TrkA [155], ce qui promeut la survie des CGR. Cependant,
lorsque le rapport TrkA/p75(NTR) est faible, c’est-a-dire lorsqu’il y a une forte activation des
récepteurs a p75(NTR), ceci est un signal que la glie percoit comme négatif [156]. Au cours
du glaucome, la surexpression d’a-2 macroglobuline (a-2M) par les cellules gliales positives
pour p75(NTR) cause la mort des CGR. Le TNF-a est co-localisé avec a-2M dans les cellules
gliales. En conditions normales, a-2M est un médiateur de mort cellulaire pour les CGR
dépendantes de p75(NTR). Dans I’humeur aqueuse des patients glaucomateux, 1I’a-2M soluble
est retrouvée a des taux plus importants que chez les patients opérés pour une cataracte. L’a-
2M pourrait étre utilisée comme biomarqueur du glaucome.

Ces travaux meénent a des stratégies pharmacologiques neuroprotectrices pour passer
outre la neurotoxicité : trouver des agonistes spécifiques de TrkA qui ne se lient pas a
p75(NTR) ou qui ne sont pas neutralisés par I’a-2M [157, 158].
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. Cholestérol, oxystérols et enzymes a
cytochrome P450

A. Meétabolisme du cholestérol

1. Fonctions et métabolisme général du cholestérol

Le cholestérol est le stérol le plus important chez I’homme et les animaux. C’est une
molécule multi-fonctionnelle. C'est un composant majeur et un élément critique des
membranes cellulaires qui contribue & leur stabilité et au maintien de leurs structures en
s'intercalant entre les phospholipides qui forment la bicouche de la membrane. Les
interactions du cholestérol avec les membranes dépendent de la nature de ces phospholipides
[159]. Le cholestérol ordonne les membranes, ce qui a pour effet de rigidifier la paroi
membranaire. Le desmostérol et le 7-déhydrocholestérol (7-DHC) sont des précurseurs directs
du cholestérol, et leur capacité a former des régions ordonnées dans une bicouche lipidique
saturée en phospholipides a été observée. L’ordre relatif a cette capacité est : cholestérol >7-
DHC>desmostérol. Ceci démontre I’importance du réle du cholestérol dans un environnement
membranaire saturé [159]. L’enrichissement en cholestérol de la membrane diminue la
perméabilité membranaire aux molécules hydrosolubles [160]. De plus, le cholestérol a un
role de "tampon thermique" puisqu’a 37°C, il limite le mouvement des phospholipides et par
conséquent diminue la fluidité membranaire. Cette capacité d’organisation membranaire
permet également au cholestérol d’augmenter la résistance mécanique et de diminuer la
diffusion des gaz [159].

Dans les zones riches en cholestérol de la membrane, il permet la formation de
cavéoles et de radeaux lipidiques autrement appelés rafts. Ces zones essentielles a l'ancrage de
protéines fonctionnelles sont impliquées dans des processus semblables a I’endocytose, a la

présentation de protéines, au trafic membranaire et a la transduction du signal [161].

Le cholestérol a également une influence sur les nombreuses protéines présentes dans
les membranes. Il module I’activité de ces protéines soit de maniére spécifique en influencant
la dynamique membranaire, soit de maniére spécifique en interagissant directement avec les

protéines et/ou les ligands de ces protéines pour modifier leur structure tridimensionnelle
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[162]. Ces propriétés sont spécifiques du cholestérol et de sa structure tridimensionnelle
puisque son remplacement par le desmostérol (différencié par une seule double liaison en
position 24/25) modifie de maniére drastique la structure membranaire et I’activation des
protéines [163, 164].

Outre ses nombreuses fonctions membranaires, le cholestérol agit également comme
un précurseur des hormones stéroides. Il est éliminé de la circulation sous forme de sels

biliaires.

2. Synthese et régulation du cholestérol chez I’homme

Un adulte normal et en bonne santé synthétise approximativement 1g / jour de
cholestérol. Dans le cas d'une alimentation équilibrée, la proportion de cholestérol d'origine
endogéne est estimée entre 50 % et 80 %(environ 700 mg/j), le reste du cholestérol étant
d'origine alimentaire, soit entre 50 % et 20 % (Figure 21). La consommation de cholestérol
s’éleve a0,4a0,5 g/ jour [165].
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Figure 21 : Origines exogene et endogéne du cholestérol.

I. Synthése, absorption du cholestérol et réqulation de la
prise alimentaire
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Figure 22 : La synthése du cholestérol par la voie de I'nydroxy-méthyl-coenzyme A réductase.
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1- condensation de trois unités d’acétate pour former une molécule intermédiaire a six
carbones, le mévalonate,

2- conversion du mévalonate en unités activées d’isopenténes (ou isoprenes),

3- polymérisation des unités isoprénes a cingq carbones pour former les molécules de
squalene,

4- cyclisation du squalene pour former les quatre anneaux du noyau stéroide suivie par
des séries d’oxydations / réductions et la perte des groupes méthyles menant a la

formation du cholestérol.

Le cholestérol nouvellement synthétisé est utilisé dans la formation des membranes
cellulaires, dans la synthese d’hormones stéroides, de cholécalciférol (précurseur de la
vitamine D3) et d’acides biliaires [165] (Figure 23).
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Figure 23 : Vue d’ensemble du métabolisme du cholestérol.

Dans le plasma humain, le cholestérol est maintenu & un niveau constant de 1,5 a 2 g/
L™ (soit 4 8 5 mM). Le taux du cholestérol est trés régulé et dépend a la fois de sa synthése,
du contrle de sa propre synthése, de son transport mais aussi de son métabolisme et de son

catabolisme :
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sa synthese est controlée par ’THMGCR, enzyme-clé de la voie de synthése du
cholestérol a partir de I’acétate et son absorption digestive est dépendante des
acides gras et des sels biliaires présents dans le tube digestif ;

son transport est assuré par les lipoprotéines : les LDL qui le transportent dans
le sang vers les cellules des tissus périphériques, mais aussi les HDL qui le
recaptent au niveau de ces cellules pour le conduire au foie;

son catabolisme est contrdlé par la cholestérol-7a-hydroxylase (CYP7AL) et la
cholestérol-27-hydroxylase (CYP27A1), enzymes-clés de la transformation du
cholestérol en acides biliaires et par le taux de réabsorption des sels biliaires
par le cycle entérohépatique. L’activation de la transcription des genes codant
les transporteurs ABCG5 et ABCG8 par le récepteur nucléaire du foie (LXR)
augmente I’excrétion de cholestérol sous forme de sels biliaires [166].

Une partie du cholestérol peut étre éliminée lors de la digestion. Par exemple, une

bactérie intestinale présente chez I'nomme transforme le cholestérol en coprostanol. Cette

molécule stable et non absorbable est éliminée dans les selles [167].

Quant a la fraction de cholestérol absorbée ou produite par I'organisme, il existe trois

niveaux de régulation du cholestérol, le but étant de diminuer le taux de cholestérol de la

cellule quand il est en exces :

le cholestérol libre dans la cellule inhibe la transcription du géne codant le récepteur
aux LDL (LDL-R), récepteur qui permet la reconnaissance de I’apolipoprotéine B100
(ApoB100) presente sur les LDL et favorise I’entrée du contenu des LDL dans les
cellules. Le cholestérol libre inhibe 'HMGCR, ce qui limite la synthese du
cholestérol, enfin, le cholestérol libre stimule I’acyl-transférase (ACAT), enzyme
catalysant son estérification en esters de cholestérol. Ceci participe a limiter les
teneurs en cholestérol libre, les esters de cholestérol (CE) pouvant étre considérés
comme une forme de stockage du cholestérol (Figure 24).
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Figure 24 : Formation d’esters de cholestérol.

Comme mentionné précédemment, la synthese de mévalonate, deuxiéme étape de la
synthése du cholestérol, est tres régulée par le métabolisme. L'activité de ’THMGCR, enzyme
catalysant cette synthése, est diminuée lorsque l'apport alimentaire en cholestérol est élevé ou
par des médicaments de la famille des statines [167]. L'augmentation des apports en
cholestérol d'origine alimentaire inhibe la synthese du cholestérol d'origine endogene. Ainsi,

le cholestérol provenant de la prise alimentaire influe trés peu sur la cholestérolémie.

Les inhibiteurs de I'HMGCR, les régimes alimentaires (aliments pauvres en
cholestérol, riches en fibres), le taux de lipoprotéines responsables du transport « reverse »
(via les HDL contenant I’ApoA-1 ou lipoparticules LpA-1), les activateurs de la synthese des
acides biliaires et les inhibiteurs de la réabsorption des sels biliaires ont tous, et surtout

ensemble, un effet hypocholestérolémiant.

Ii. Reégulation endogene du cholestérol cellulaire par les
protéines liant les éléments régulateurs des stérols

(SREBPs)

Les protéines liant les facteurs régulant les stérols (sterol regulatory element factor

binding proteins, SREBPs) sont une famille de facteurs de transcription qui régulent le
cholestérol cellulaire et I’homéostasie des acides gras en répondant aux niveaux cellulaires de
cholestérol libre.

Les SREBPs se lient sous forme de diméres aux protéines régulant les stérols (SREs,
sterol regulatory elements) dans la région du promoteur d’un large nombre de genes pour en

augmenter la transcription. Il existe trois isoformes des SREBPs : SREBP-1a, -1c et -2,
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Il est actuellement admis que SREBP-1a et -1c sont impliquées dans la biosynthese
des acides gras, tandis que SREBP-2 régulerait principalement les genes impliqués dans la
synthése du cholestérol. Seule SREBP-1a activerait ces deux processus. SREBP-2 activerait
sa propre transcription en combinaison avec le facteur nucléaire Y [168, 169].

Dans la régulation de la synthése du cholestérol, les SREBPs interagissent avec deux
autres protéines : la protéine induite par I’insuline (INSIG) et la protéine clivant les SREBPS,
appelée (SCAP, pour SREBP-cleavage activating protein). SCAP est une protéine
membranaire ayant un domaine stérol-senseur similaire a celui de HMGCR. En présence de
fortes concentrations de stérols les SREBPs restent liés au RE au moyen d’un complexe
INSIG-1/ SCAP (Figure 25).
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Figure 25 : Mécanismes d’action et conséquences du clivage du complexe
SREBP/SCAP/INSIG.

La diminution des niveaux de cholestérol méne a un changement conformationnel de
SCAP, libérant INSIG-1 (Figure 25). Ceci est la conséquence enzymatique du clivage
protéique du complexe SCAP / SREBP-2 par un processus en deux étapes initié par deux
protéases membranaires : protéase du site 1 et protéase du site 2. Le domaine actif N-(amino)-
terminal de SREBP-2 ainsi relargué se déplace jusqu’au noyau ou il se fixe aux promoteurs
contenant les SREs [170-173] (Figure 25).
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L’HMGCR peut aussi étre régulée par des étapes de phosphorylation ou
déphosphorylation. L’enzyme est plus active sous sa forme non modifiée et la
phosphorylation fait diminuer son activité. L’HMGCR est phosphorylée par I’adénosine
monophosphate kinase activée (AMPK). L’activité de 'THMGCR est aussi contrdlée par la
voie de signalisation adénosine monophosphate cyclique (AMPc). L’augmentation d’AMPc
meéne a I’activation de la protéine kinase dépendante de I’AMPc (Figure 26). Puisque les
niveaux intracellulaires d’AMPc dépendent des stimuli hormonaux, la régulation de la voie de
biosynthese du cholestérol est trés largement contrdlée par les hormones [174].
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Figure 26 : Régulation de ’'HMGCR par les voies de signalisation AMPk et AMPc.

La capacité de I’insuline a stimuler et celle du glucagon a inhiber ’THMGCR est en
rapport avec les effets de ces hormones sur I’activation d’autres voies métaboliques. En effet,
I’THMGCR est active lorsque le taux de glucose dans le sang est élevé. Les fonctions basiques

du glucagon et de I’insuline sont de maintenir I’noméostasie du glucose. Ainsi, en contrélant
77



les taux sanguin de sucre, ils affectent indirectement I’activit¢é de 'HMGCR. Or, une
diminution de I’activité de I’enzyme est causée par une protéine kinase dépendante de
I’AMPc, qui répond par une augmentation de la concentration en AMPc et en leptine. La
leptine est I’hormone peptidique qui régule les réserves de graisses dans l'organisme et
module I'appétit en contrdlant la sensation de satiété.

Le contrble a long terme de I’activité de ’THMGCR est exercé essentiellement a travers
la synthése et la dégradation de I’enzyme. Un sujet controversé est que des niveaux réduits de
cholestérol activent I’expression du géne. L’insuline régule aussi le métabolisme du
cholestérol en augmentant le niveau de synthese de ’THMGCR. L’THMGCR est localisée dans
le réticulum endoplasmique (RE) et contient un domaine stérol-senseur, comme SCAP. Des
niveaux €levés de stérols conduisent a la fixation de la protéine INSIG sur le domaine stérol-
senseur de ’THMGCR (Figure 25 et Figure 27).

Une ligase ubiquitinée (gp78) est recrutée au niveau du RE et ubiquitinise 'THMGCR
afin de permettre la dégradation protéique de cette enzyme par le protéasome [175] (Figure
27).

Protéines
INSIG
Liaison a SCAP Liaison a HMGCR
Complexe (Golgi) Ubiquitination /
SCAP/SREBP dégradation de
l HMGCR 1
Transcription des v
geénes srebp Mévalonate
l v
Synthése de cholestérol, d’acides Synthése de
gras, phospholipides cholestérol
et triglycérides

Figure 27 : Mécanismes d’action de la protéine INSIG. D’apres [176].
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Le stérol a I’origine de la dégradation de ’'HMGCR semble étre le cholestérol lui-
méme. En effet, lorsque les niveaux de cholestérol libre augmentent dans les cellules, le taux

de dégradation de ’THMGCR augmente.

3. Transport du cholestérol par les lipoprotéines

I. Les différentes voies métaboligues empruntées par les
lipoprotéines

Les lipides constituent une famille hétérogene de molécules hydrophobes, insolubles
dans les milieux biologiques aqueux. lls sont véhiculés a travers les divers compartiments
extracellulaires de I’organisme (plasma, lymphe et liquide interstitiel) au sein d’édifices
macromoléculaires complexes : les lipoprotéines.

Dans la circulation sanguine, le cholestérol est transporté sous forme libre ou estérifié
par les lipoprotéines. Comme nous I’avons vu précédemment, le cholestérol circulant est
indispensable pour de nombreuses cellules qui le captent et I'utilisent pour la synthése de
leurs membranes. Le cholestérol issu des lipoprotéines est aussi le substrat de la synthese des
hormones stéroides dans les glandes endocrines ou de la vitamine D dans la peau.

Les apolipoprotéines, les enzymes lipolytiques, les protéines de transfert et les récepteurs
cellulaires (récepteurs éboueurs ou "scavenger") vont agir de concert afin de permettre le
transport et la distribution des lipides au sein de I’organisme. Les lipoprotéines subissent des
remaniements constants durant leur transit dans I’espace intravasculaire. Elles forment trois

classes principales correspondant a trois voies métaboliques essentielles :

o la voie entéro-hépatique, permettant le transport des lipides exogenes (issus des
graisses alimentaires) de I’intestin vers le foie et le tissu adipeux ;

« la voie d’apport ou voie endogene (Figure 23) qui représente le transport centrifuge
des lipides du foie vers les tissus périphériques (contrdle du transport des lipides
hépatiques vers les tissus périphériques) ;

o et la voie de retour dite du transport inverse, permettant le transport centripéte du
cholestérol (c'est-a-dire I’épuration du cholestérol) des tissus périphériques vers le foie

et son excrétion biliaire.
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li. Transport du cholestérol dans la circulation
sanguine par les lipoprotéines

En tant que composé hydrophobe, le cholestérol n’est pas soluble dans le sang. Le
cholestérol requiert donc un moyen de transport spécial afin d’étre correctement délivré aux
tissus par la circulation. Les lipoprotéines sont des molécules hydrosolubles qui assurent le
transport de lipides, dont le cholestérol et ses dérivés oxydés, dans le compartiment
plasmatique. Ce sont des macromolécules de taille et de composition variable (Tableaux 3 ;
AcetB).

Les diamétres moyens des lipoprotéines diminuent en relation inverse avec la densité
(Tableau 3; B). Mais dans chaque zone de densité, la taille des lipoprotéines est tres
hétérogéne. Les lipoprotéines peuvent étre isolées par ultracentrifugation. En effet,
I’ultracentrifugation permet de séparer les lipoprotéines en fonction de leur densité. Ainsi,
dans un sérum normal a jeun les lipoprotéines se répartissent dans un gradient de
concentration saline en quatre zones de densité. L’électrophorese sur gel d’agarose separe les
lipoprotéines en fonction de leur charge électrique (o, prép et B). D’ou la classification des

lipoprotéines selon leur mobilité électrophorétique (Tableau 3 ; B).

Le transport du cholestérol est assuré par quatre types de lipoprotéines, décrites ci-
dessous par ordre croissant de taille et décroissant de densité: HDL, LDL, VLDL,
chylomicrons :

e les lipoprotéines de haute densité ou HDL (High Density Lipoproteins) : elles
représentent 30 % des lipoprotéines du plasma a jeun. Les HDL déchargent les artéres
et les tissus extra-hépatiques du cholestérol libre (et de ses dérivés oxydés) et le
ramenent vers le foie ou il est dégradé. A des fins de vulgarisation, on parle souvent de
« bon » cholestérol. Les HDL possédent trés peu de lipides neutres surtout des esters
de cholestérol, et leurs composants de surface sont importants (phospholipides,
cholestérol libre et apolipoprotéines) (Tableau 3 ; A). Elles sont constituées d’un
corps lipidique hydrophobe fait de triglycérides et d’esters de cholestérol enrobés
d’une monocouche polaire de phospholipides et de cholestérol libre (Tableau 3 ; A).

Les HDL sont subdivisées en trois zones d’importance inégale :

-les HDL1 les plus légeres représentent une fraction mineure contenant

une entité lipoprotéinique appelée Lp(a),
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Tableaux 3 (A) et (B) : Principales classes de lipoprotéines plasmatiques.

e gl X Mobilité Diametre e 1T
Classe Densité (g/1) électrophorétique (am) Masse 10°Da
chylomicrons 0,93 Origine 75-1 200 > 150
VLDL 0,93-1,006 prép 30-80 5-130
IDL 1,006-1,019 pré B 25-35 4
LDL 1,019-1,063 B 18-25 3
HDL, 1,063-1,125 o 9-12 10
HDL, 1,125-1,21 o 59 8
Lp(a) 1,055-1,12 pré-f 25-30 25
Complexe Protéines (%) Apolipoprotéines % TG % PL % CE % CL
y S 4 acquiérent I'apoE et I'apoC des HDL en leur ®
Chylomicron ny- cédant leur apoAl / apoB-48 / apoC / apoE gSese - S x
VLDL 7-10 apoB-100 / apoC / apoE 50 -55 18 - 20 12-15 8-10
IDL 10-12 apoB-100 / apoE 25-30 25-27 32-35 8-10
LDL 20-22 apoB-100 / vitamine E et caroténoides 10 - 15 20 - 28 37 -48 8-10
HDL2 33-35 5-15 32-43 20-30 5-10
apoA / apoC / apoE
HDL3 55-57 3-13 26 - 46 15-30 2-6

(B)

(A)
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-les HDL2 plus denses ont une concentration variable. Cette
fraction est habituellement beaucoup plus importante chez I’enfant et la femme
que chez I’lhomme,

-les HDL3 représentent la fraction la plus dense et
quantitativement la plus importante des HDL, de concentration a peu pres
identique dans les deux sexes.

e les lipoprotéines de basse densité ou LDL (Low Density Lipoproteins) : elles
représentent 55 % des lipoprotéines du plasma a jeun. Les LDL transportent le
cholestérol des lieux de sécrétion vers les cellules de I’organisme. Les LDL
sont des VLDL maturés qui permettent de transporter diverses substances
(triglycérides, cholestérol, vitamines liposolubles) jusqu'aux organes
périphériques. Le cholestérol transporté par les LDL sera recapté par la suite
par les HDL maturés. Des taux importants de LDL conduiraient au dépot de
cholestérol sur les parois des artéres. En effet, les LDL sont susceptibles d'étre
modifiées : oxydées (ox-LDL) ou glycosylées. Ce phénomene se produit au
niveau d'un endothélium vasculaire préalablement lésé, présentant un tissu
sous endothélial. Du fait d’une oxydation ou d’une dégradation liée a la fumée
de cigarette ou & d’autres facteurs, la reconnaissance des LDL par les LDL-R
est perturbée. Les ox-LDL ne sont plus reconnus par les récepteurs aux LDL
(LDL-R), mais par les récepteurs éboueurs (“scavenger"). Ces derniers sont
présents a la surface des macrophages et des cellules musculaires lisses. Ils ne
sont pas régulés par le contenu intracellulaire en cholestérol, donc ils peuvent
se surcharger si le phénoméne pathologique perdure (exces de sucres,
pollution, tabagisme, etc..). L'accumulation de LDL dans les macrophages
conduirait a des cellules spumeuses, caractéristiques de la plaque d'athérome.
Ce phénomeéne accroit le risque de maladies cardiovasculaires et a contribué au
nom de « mauvais » cholestérol donné aux LDL. Les LDL contiennent peu de
composants moléculaires de surface et beaucoup de lipides neutres comme le

cholestérol et les esters de cholestérol ;

Une zone de faible amplitude appelée IDL (Intermediate Density Lipoproteins)

représente une sous-fraction de densité intermédiaire entre celle des LDL et
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des VLDL quantitativement mineure a jeun. Les IDL contiennent surtout des

triglycérides,

e les lipoprotéines de trés basse densité ou VLDL (Very Low Density
Lipoproteins) : elles représentent moins de 15 % des lipoprotéines du plasma a
jeun. Les VLDL transportent le cholestérol du foie aux tissus extra-hépatiques
(en effet, le cholestérol peut étre converti en sels biliaires ou bien secrété aux
tissus extra-hépatiques sous forme de VLDL). Les VLDL contiennent surtout

des triglycérides ;

e les chylomicrons s’isolent a une densité inférieure a celle des VLDL. lls
existent chez le sujet normal pendant les périodes post-prandiales expliquant la
turbidité du sérum. Les chylomicrons sont produits par les entérocytes et sont
constitués a 90 % de triglycérides d’origine alimentaire. Ce sont les
lipoprotéines assurant le transport des lipides (cholestérol inclus) de I’intestin

vers les autres tissus, et en particulier le foie.

lii. Les protéines de transfert du cholestérol

Dans le compartiment sanguin, les lipides des lipoprotéines sont échangés entre les
différentes lipoprotéines. Des protéines de transfert assurent ces échanges.

La protéine de transfert du cholestérol estérifié (CETP) assure un transfert de
cholestérol estérifié des HDL vers les VLDL. CETP assure aussi un échange réciproque de
triglycérides des VLDL vers les HDL. Cette protéine est transportée dans le plasma par les
HDL, permet un remodelage permanent des lipoprotéines circulantes et pourrait participer
ainsi a la voie de retour du cholestérol [177, 178]. La synthése de CETP a lieu principalement
au niveau hépatique mais également dans I’intestin, le tissu adipeux et les surrénales. La
CETP est surtout associée aux HDL dont elle modifie la composition en réduisant le rapport
cholestérol/triglycérides. Au cours de ce processus certaines HDL peuvent étre déstabilisées
et perdre une molécule d’ApoA-I, ce qui forme une HDL naissante [179]. In vivo, l'activité de
CETP entraine une diminution du cholestérol lié aux HDL et un enrichissement en cholestérol

estérifié des lipoprotéines contenant de I'ApoB. La CETP est ainsi susceptible de jouer un rle
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dans I’athérosclérose puisqu’elle contribue & redistribuer le cholestérol des lipoprotéines
associées avec une protection vis-a-vis de I’athérosclérose (les HDL) vers les lipoprotéines
athérogenes contenant de I’ApoB en modifiant la composition et donc la structure des
lipoprotéines. Différents travaux suggérent que l'effet de la CETP est d'autant plus marqué
qu'il existe une accumulation des lipoprotéines acceptrices (situation d'hypertriglycéridémie)
et, dans ces conditions, la CETP contribuerait & réduire le cholestérol lie aux HDL. Les
inhibiteurs de la CETP sont des médicaments hypolipémiants en cours de développement. lls
augmentent le taux de HDL. Chez I'homme, la concentration et l'activit¢ de CETP sont
corrélées positivement avec le cholestérol des VLDL et des LDL.

La PLTP (protéine de transfert des phospholipides) assure le transfert rapide et
spécifique des phospholipides entre les lipoprotéines. Son expression est ubiquitaire suggérant
des fonctions dans de nombreuses voies métaboliques. La CETP participe en conjonction avec
la PLTP, au remodelage permanent des lipoprotéines circulantes.

Contrairement a la CETP et a la PLTP qui sont présentes dans le compartiment
sanguin, la protéine microsomiale de transfert des triglycérides (MTP) est une protéine
intracellulaire. Elle assure, dans le foie et I’intestin, la formation intracellulaire des
lipoprotéines. Elle catalyse la formation des VLDL en réunissant I’ApoB sécrétée par le RE,
les triglycérides endogénes et les esters de cholestérol [180]. Dans les déficits congénitaux de
cette protéine (abetalipoprotéinémie), les concentrations plasmatiques de VLDL, de LDL et
d’ApoB s’effondrent [181].

Iv. Les récepteurs membranaires aux lipoprotéines

Plusieurs récepteurs membranaires interviennent dans le métabolisme des

lipoprotéines.

Le LDL-récepteur (ou récepteur B/E ou LDL-R) est synthétisé dans la cellule et aprés
une glycosylation, il migre au niveau membranaire dans des zones spécialisées appelées
“puits recouverts”. Le LDL-R reconnait I’ApoB100 et I’ApoE des LDL et IDL. L’ApoB48
n’est pas reconnue par ce récepteur. L’interaction du récepteur avec une lipoprotéine stimule
I’internalisation du complexe ainsi formé. Les lipoprotéines captées par le récepteur sont

dégradées et leurs différents composants sont recyclés. Les esters de cholestérol ainsi libérés
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sont hydrolysés en cholestérol libre dont le niveau intracellulaire provoque une série de
réaction de régulation. Le LDL-R bloque I’activité de ’THMGCR, il active I’ACAT permettant
ainsi de stocker I’exces de cholestérol libre sous forme d’esters de cholestérol et il réprime
I’expression du géne Idlr. L’ensemble de ces mécanismes assure I’homéostasie du cholestérol
intracellulaire. Les mutations du geéne Idlr sont responsables de I’hypercholestérolémie
familiale [182, 183].

Les récepteurs €boueurs ou récepteurs “scavenger” de classe A par exemple (CD36)
sont essentiellement présents sur les macrophages. Il en existe différents types qui peuvent
capter les LDL essentiellement lorsqu’elles sont modifiées par des phénoménes d’oxydation
(ox-LDL). Ces récepteurs présentent la particularité, contrairement aux LDL-R, de ne pas étre
régulés par le contenu intracellulaire de cholestérol. Ils sont ainsi toujours présents et
fonctionnels a la surface des cellules, ce qui peut conduire & un excés d’accumulation

lipidique a I’origine des cellules spumeuses, point de départ de I’athérosclérose ;

Les lipoprotéines résultant du catabolisme des chylomicrons et des VLDL par la
lipoprotéine lipase (les “remnants”) sont rapidement captées par le foie par I’intermédiaire de
I’ ApoE et de récepteurs cellulaires spécifiques. Le LRP-1 (LDL-Receptor Related Protein-1)
qui reconnait I’ApoE mais pas I’ApoB100 contribue a cette épuration. En revanche, les réles
physiologiques du LDL-R et du récepteur aux VLDL dans ce processus ne sont pas

clairement établis.

Un récepteur permet aux HDL naissantes de capter le cholestérol libre des cellules des
parois artérielles et des macrophages. Il s’agit du récepteur ABCA1 qui est un transporteur
transmembranaire dépendant de I’ATP. Deux récepteurs de la méme classe ont été décrits
récemment, ABCG5 et ABCG8 au niveau des entérocytes. Dans les modeles expérimentaux,
I’altération d’ABCAL inhibe les mécanismes d’efflux cellulaire de cholestérol.

Enfin, un autre récepteur intervient dans le métabolisme des HDL. Il s’agit d’un
récepteur “scavenger” de classe B et de type 1 (SR-B1) qui contr6le I’épuration sélective des
HDL au niveau hépatique. Il permet essentiellement le transfert des esters de cholestérol dans
la cellule hépatique sans nécessité I’internalistion des HDL et de I’ApoA-1. L’HDL dépourvue
d’ester de cholestérol est remise en circulation.
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v. Les apolipoprotéines

Des protéines spécifiques, les apolipoprotéines (Apos) sont les protéines constitutives
des lipoprotéines, structures chargées de transporter des molécules hydrophobes
(triglycérides, cholestérol) dans le sang et le milieu aqueux. Les Apos (Tableau 3 (A) et
Figure 28) assurent, a la surface des lipoprotéines, la cohésion du complexe lipidique et
contrélent son développement ainsi que le métabolisme des lipoprotéines. Les Apos ont un
role dans la régulation métabolique puisqu’elles agissent comme cofacteurs ou activateurs de
nombreuses enzymes plasmatiques, servent de ligands aux protéoglycanes endothéliaux et aux

récepteurs cellulaires spécifiques.

Selon les lipoprotéines, les Apos ne sont pas les mémes. Ainsi en fonction des Apos
présentes a leur surface, les lipoprotéines seront captées par des cellules différentes (possédant
des différents récepteurs aux Apos). Leurs caractéristiques sont résumées dans le Tableau 4.

L’ApoB100 est la principale apolipoprotéine des VLDL, IDL et des LDL. Dans
I’hépatocyte, elle est secrétée par le RE rugueux et s’associe aux lipides endogénes pour
former une VLDL. Chaque molécule de VLDL contient un seul exemplaire de I’ApoB100.
L’ApoB100 fait partie intégrante de la lipoprotéine secrétée par I’hépatocyte (VLDL) jusqu’a
son catabolisme final. Des techniques de précipitation permettent de fractionner les

lipoprotéines contenant ou non de I’ApoB100.

L’ApoB48 est la principale apolipoprotéine des chylomicrons. Elle est synthétisée
dans I’entérocyte. Elle est constituée des 2152 premiers acides aminés (aa), soit 48% des aa de

I’ApoB100. Chaque molécule de chylomicron contient une seule molécule d’ ApoB48.

Ainsi, le transport inverse de cholestérol, par lequel les cellules des différents organes
éliminent I’exces de cholestérol est médié par les HDL. La fonction de I’ApoA-I1 n’est pas

bien connue.

Contrairement aux ApoBs et a I’ApoA-I, I’ApoE et les ApoCs sont des protéines
transférables entre les lipoprotéines. Elles sont secrétées par le foie et I’intestin, probablement

sous forme libre. Dans le compartiment plasmatique, elles s’associent aux VLDL et aux HDL.
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Figure 28 : Structure d’une lipoprotéine.

L’ApoE a un role essentiel dans la clairance des chylomicrons et des VLDL. Elle
assure I’ancrage des protéoglycanes endothéliaux. Apres I’hydrolyse des triglycérides, les
lipoprotéines se lient aux récepteurs cellulaires par I’intermédiaire de I’ ApoE. L’ApoE est une
protéine multifonctionnelle jouant notamment un rdle-clé dans I’apparition des maladies

cardiovasculaires [184].

Le gene apoe est polymorphe avec 3 alleles principaux : E2, E3 et E4 et un alléle E1
trés rare. La présence de I’allele E2 du gene apoe permet de confirmer un diagnostic
d’hyperlipoprotéinémie de type 3 (HPL I11) [185]. L’allele E3 est majoritaire, tandis que les
alleles E2 et E4 peuvent étre associés a des pathologies. Des tests génétiques permettent la
détection qualitative des alléles E2, E3 et E4 du gene apoe [186, 187].

L’ApoC-11 est le cofacteur de la lipoprotéine lipase. L’ApoC-I11 a un réle inhibiteur
de la lipolyse des triglycérides des VLDL et des chylomicrons.
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Tableau 4 : Identité, expression tissulaire, distribution plasmatique et fonction des

principales apolipoprotéines humaines.

NOM TISSU DISTRIBUTION FONCTION
Apo Al foie, intestin chylomicrons, Structurelle ; activateur
HDL physiologique de la LCAT;
efflux de cholestérol
Apo All foie (intestin) HDL Structurelle ; activateur/ inhibiteur
de la HL ; efflux de cholestérol
Apo AlV foie, intestin chylomicrons, Transport reverse du cholestérol;
HDL activateur de la LCAT;
métabolisme des lipoprotéines
riches en triglycérides
Apo AV foie Métabolisme des lipoprotéines
riches en triglycérides
Apo B100 foie VLDL, IDL, LDL Structurelle ; synthése et sécrétion
des VLDL ; ligand du récepteur LDLR
Apo B48 intestin chylomicrons Structurelle ; synthése et sécrétion
des chylomicrons ; ligand du
récepteur B48R
Apo Cl foie (intestin) chylomicrons, Inhibiteur physiologique de la CETP;
VLDL, HDL activateur de la LCAT ; inhibiteur de
la liaison aux LDLR LRP et VLDLR
Apo ClI foie (intestin) chylomicrons, Activateur physiologique de la LPL
VLDL, HDL
Apo CllI foie (intestin) chylo, VLDL, Inhibiteur physiologique de la LPL;
HDL inhibiteur de la captation hépatique
des lipoprotéines riches en
triglycérides
ApoD foie, intestin, rate, HDL, LDL, VLDL | Transport reverse du cholestérol (?)
(apo Alll) pancréas,
cerveau, surrénales, rein
ApoE foie, macrophage, cerveau chylo, VLDL, Ligand des récepteurs LDLR et LRP
IDL, HDL
ApoF foie LDL (VLDL, Inhibiteur de la CETP
HDL)
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vi. Les enzymes du métabolisme des lipoprotéines

Trois enzymes ont un r6le central dans le métabolisme des lipoprotéines
plasmatiques : la lipoprotéine lipase (LPL), la lipase hépatique (LH) et la lécithine-
cholestérol-acyl-transférase (LCAT). Les principales caractéristiques de ces enzymes sont
résumées dans le Tableau 5.

Tableau 5 : Principales enzymes du métabolisme des lipoprotéines.

Enzyme Masse Origine Substrats
(kDa)
Triglycérides et
Lipoprotéine lipase (LPL) S0 Tissu adipeux, phospholipides des
—pe chylomicrons et
VLDL
Triglycérides et
Lipoprotéine hépatique 53 Foie phospholipides des
(LH) petites VLDL, IDL et
HDL2
Lécithine cholestérol Cholestérol et
acyl tranférase (LCAT) a7 Foie phosphatidyl-

choline des HDL

La LPL est une enzyme plasmatique. Elle est abondante a la surface des épithéliums
vasculaires. Cette enzyme est synthétisée au niveau du muscle strié squelettique et surtout au
niveau du tissu adipeux. Elle sort des cellules et se fixe sur les cellules endothéliales des
capillaires qui irriguent les tissus qui utilisent les acides gras libres comme nutriments. Sa
principale fonction est d’hydrolyser les triglycérides du core des VLDL et des chylomicrons
pour former des résidus de chylomicrons pauvres en triglycérides appelés remnants de VLDL
(ou de chylomicrons) (Figure 29).

Les acides gras libérés par I’hydrolyse des triglycérides sont captés pour étre
meétabolisés ou stockes. La sérumalbumine fixe les acides gras libérés par la LPL et permet

leur transport jusqu'aux cellules qui les utilisent (cellules musculaires ou adipocytes).

Les altérations moléculaires de la LPL conduisent & I’accumulation de chylomicrons

riches en triglycérides, dans la circulation, qui se traduisent par une hyperchylomicronémie.
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Figure 29 : Schéma de la voie métabolique du transport des lipides alimentaires dans le

plasma : voie des chylomicrons.

Dans le foie, les VLDL sont modulés par I’action de la LPL. L’étape finale du

processus résulte dans la formation des LDL qui apportent le cholestérol aux tissus

périphériques (Figure 30). L’absorption cellulaire de LDL est étroitement régulée via le

LDL-R et I’ApoB100 (Figure 30).

apo C-Il apo C-lll
apo E Lipoprotéine Lipase
Apo B 100
Production d’apo B 100
Récepteur LRP St ®
< remnant B 100
Lipase hépatique

Récepteur LDL

apo B 100
Lipoprotéine Lipase

Figure 30 : Schéma de la voie métabolique du transport endogéne des lipides : voie des
lipoprotéines contenant de I’ApoB100 (VLDL, IDL et LDL) dans le plasma.
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La LH a une structure semblable a la LPL. Elle est synthétisée par le foie dans les
capillaires hépatiques ou elle exerce son action. La LH assure I’hydrolyse des IDL en LDL et
celle des HDL2 en HDL3 et/ou pré-p1 (Figure 31).

Tissu Périphérique
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Lipase hépatique &/ PLTP /-
DL? ([ viDL

Apo A-l

Figure 31 : Schéma de la voie métabolique du transport inverse du cholestérol : voie des
HDL.

Dans le compartiment sanguin, la LCAT est associée aux LDL. Elle est synthétisée par
le foie. Cette enzyme estérifie le cholestérol libre des HDL (capté a la surface des cellules
provenant des tissus périphériques) en transférant un acide gras en position 2 de la
phosphatidyl-choline sur le cholestérol. Les ApoA-1, A-1V et C-l activent cette reaction.
L’ester de cholestérol (CE) formeé est incorporé dans le corps de I’HDL, contribuant ainsi a sa

maturation.
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La Figure 32 schématise, de facon générale, le transport des lipoprotéines dans le

sang et les tissus.
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Figure 32 : Schéma général du transport des lipoprotéines dans le sang et les tissus.
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B. Les oxysteérols et les CYPs P450

1. Définition, structure et origine des principaux oxystérols

Les oxystérols sont des dérivés oxydés du cholestérol, possédant comme lui 27 atomes
de carbone et une structure a quatre noyaux appelée cycloperhydrophénatréne. L'oxydation
peut avoir lieu sur le noyau stérol et plus particulierement sur les positions 4, 5, 6 et 7 qui sont
les plus sensibles a l'oxydation. Les oxydations peuvent également se produire sur les
positions 24, 25 et 27 de la chaine latérale ce qui conduit a une grande diversité de molécules
créant ainsi la famille des oxystérols (que nous verrons plus loin, sur la Figure 35,

paragraphe B.1. : La voie de synthése enzymatique des oxystérols).

Parmi ces composés, plusieurs sont détectables dans le sang et la bile et dans des
organes comme le foie, les poumons ou le cerveau ou leur présence pourrait induire bon

nombre d'effets biologiques.

Dans la littérature, les oxystérols peuvent étre désignés sous différents noms. Le

Tableau 6 présente la nomenclature de certains oxystérols.

Les oxystérols plasmatiques présents chez les mammiféres peuvent avoir deux
origines différentes : une origine exogéne par un apport alimentaire [188, 189] et une origine
endogéne en étant générés in vivo par voie enzymatique et chimique par auto-oxydation [190]
(Figure 33).

I.  Origine exogéne des oxystérols circulants

Les produits d’auto-oxydation du cholestérol peuvent étre présents dans les aliments
riches en cholestérol (par exemple, les ceufs et la poudre d’ceuf séchée [191], les produits
laitiers et la poudre de lait présente dans la composition de produits pour enfants [192]).

Tous les produits contenant du cholestérol sont sujets a I’oxydation, spécialement ceux
qui sont déshydratés, sujets a des radiations ou a des hautes températures et ceux qui sont
cuisinés en présence d’oxygeéne [193, 194]. Sous ces conditions, les aliments sont exposés a

des especes réactives de I’oxygene (ERO): O,, H,O, (peroxyde d’oxygene), HO" (radical

hydroxyle), Os; (ozone). Le stockage sur de longues périodes, peut aussi favoriser la
production d’oxystérols par les mémes effets décrits précédemment [193].
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Figure 33 : Représentation schématique de I’origine des oxystérols circulants.

INTESTIN

Les oxystérols les plus communément détectés sont oxydés en position 7 tels que les
7-cétocholestérol (7-KC), 7a-hydroxycholestérol (7a-OH), 7B-hydroxycholestérol (73-OH),
et ceux oxydés en position 5,6 tels que les Sa, 6a-époxycholestérol, 58, 6B- époxycholestérol,
cholestan-3p, 5a, 6p-triol. On trouve également, en petite quantité, des oxystérols oxydés en
position 25, 19 et 200, ainsi que le 3B-hydroxy-5a-cholestan-6-one et le 3B, 5a-
dihydroxycholestan-6-one [193, 195].

Les oxystérols d’origine alimentaire sont principalement absorbés sous forme d’esters
au niveau du tractus intestinal supérieur et transportés ensuite dans le plasma a I’intérieur de
chylomicrons. Le 7-KC est I’oxystérol le moins absorbé alors que le 7p-OH est celui qui I’est
le plus. Ensuite, ils sont transportés par les lipoprotéines dans le plasma. Tous les types de
lipoprotéines (LDL, VLDL, HDL) peuvent véhiculer des oxystérols.

La majeure partie des oxystérols se trouve dans les LDLs [196]. Différentes études ont
démontré que les oxystérols non-estérifiés peuvent également étre transportés dans le plasma,
liés a I’albumine [196]. Des études in vivo démontrent également que comparés avec le
cholestérol, les oxystérols sont absorbés plus rapidement et plus complétement au niveau de
I’intestin et possédent une clairance plasmatique plus rapide [197]. Ils sont ensuite rapidement

captés par les tissus et les organes [197].
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Tableau 6 : Nomenclature de certains oxystérols. D’apres [195].

MNom trivial

Nom Systématique

4o-hydroxycholastérol
4B-hvdroxveholestérol
&p-hvdroxveholestérol
Ta-hy droperoxy cholestérol
7 B-hydroperox veholasté ol
7 orhvdroxycholestérol
7B-hydroxycholestérol
Fcéocholestérol
Cholestérol- 5o to-epoxidz
Cholestérol-53,60-epoxide
Chol estanetriol
20y drox e holesigrol
22-hydroxycholestérol
(245 hvdroxvcholastérol
Cholestérol-( 2453, 2 5-epox ida
25-hvdroxycholestérol
27-hyidrox ycholestérol
Tiog 27 -dihydroxyeholesiérol

Tog 24-dihydroxycholesiérol

Cholast-5-an- 3B, 4o-diol
Cholest-5-2en-3p, 4 diol
Cholest-5-2n-3p, 6f-diol
AP-hy droxycholest-5-2n-7 o-hydroperoxide
3p-hydroxy cholest-5-en-7 B-hydrope roxide
Cholest-5-en-3 B, To-diol
Cholest-5-2n- 34,7 B-diol
IB-hydroxvcholest-5-en-7-one
5,60- Epoxy- So-cholestan-3p-ol
5,6B-Epoxy-5B-cholestan- 3f-ol
So-Cholestan-3[,5 63-trial
Cholest-5-en-3 [, 200-diol
Cholast-5-2n-3B,22E-diol
(248 Cholast-5-2n- 3, 24-diol
(245, 25-Epoxy- Soi-cholastan- 3p-ol
Cholest-5-en-33,25-diol
{25R -Cholest-5-en-3p, 26-diol
(2SR -Cholest-5-an- 3P, 7 o, 26- triol

(248 - Cholest-3-en-3[3, 7o, 2d-triol

Origine endogéne des oxystérols circulants

Dans des conditions physiologiques, la grande majorité des oxystérols circulants

provient de la transformation du cholestérol en oxystérols sous I'action d'enzymes de type

cytochrome P450 présentes dans différents organes :

-le 27-OH provient des cellules endothéliales, des macrophages, de I’intestin, des

reins, des muscles, de I’utérus, des poumons ;

-le 24S-OH provient du cerveau, des glandes surrénales et de la rétine ;

-le 7a-OH et le 4B-OH proviennent essentiellement du foie.
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Ainsi, les oxystérols ont une origine hépatique et extra-hépatique. Les oxystérols
circulants sont transportés par les lipoprotéines a l'exception de l'acide 3R-OH-5-
cholesténoique qui est véhiculé principalement par l'albumine. lls sont alors rapidement

épurés par le foie pour étre ensuite essentiellement transformés en acides biliaires.

Tout ce processus contribue & maintenir I'noméostasie du cholestérol dans I'organisme
en facilitant son élimination lorsqu'il se trouve en exces. Les oxystérols pourraient également
jouer un réle important dans la régulation de certaines voies du métabolisme lipidique,
incluant la régulation d’expression des génes, la synthése d’acides biliaires dans le foie, et le
transport d’un tissu a I’autre (Figure 34).

Cholesterol

|

Oxystérols

Régulation Sels biliaires  Transport

Figure 34 : Roles des oxystérols dans la régulation des voies du métabolisme lipidique.

Parmi les oxystérols produits in vivo et que l'on retrouve au niveau plasmatique de
maniere significative, il y a ceux synthétises exclusivement par voie enzymatique comme le
27-OH, l'acide 3-OH-5-cholesténoique, le 7a-OH, le 24S-OH et le 4R3-OH. D'autres, comme
le 25-hydroxycholestérol (25-OH), peuvent étre produits a la fois par voie enzymatique et par
auto-oxydation du cholestérol. D'autres enfin, comme le 7-KC et le 78-OH sont produits

presque exclusive par auto-oxydation (Figure 35).

Ainsi, la synthese endogene des oxystérols par auto-oxydation du cholestérol fait
intervenir les radicaux libres d’origine physiologique. Les radicaux libres secrétés par
différents types cellulaires (macrophages, cellules endothéliales Iésées, cellules musculaires

lisses) induisent I’oxydation des LDL, ainsi que celle du cholestérol qu’elles contiennent.
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Figure 35 : Structure et origine de quelques oxystérols. Les oxystérols dérivés de la voie
enzymatique sont indiqués en vert, les produits de I’auto-oxydation du cholestérol sont
indiqués en rouge, et les especes dérivées d’un aiguillage de la biosynthése du cholestérol
sont indiqués en bleu. Nb : le 25-hydroxycholestérol (ici en vert) est produit a la fois par voie
enzymatique et par auto-oxydation du cholestérol. D’apres [198].
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Les principaux oxystérols formés sont également ceux oxydés en position 7 (comme
ceux produits par synthese exogene). L’oxydation in vivo est provoquée via les formes
radicalaires actives par le contact entre les LDLs, certaines cellules vasculaires
(monocytes/macrophages et cellules endothéliales) et des composants sanguins comme la
myoglobine. Ces réactions d’oxydation peuvent avoir lieu dans les différents tissus.

Le paragraphe suivant détaille les mécanismes de la voie de synthése enzymatique des
oxystérols.

2. La voie de synthése enzymatigque des oxystérols

I.  Origine et role des enzymes a cytochrome
P450

L’histoire des cytochromes P450 (CYP P450) [199] commence en 1955 par la
découverte d’un pigment jaune orangé (le « P ») capable de fixer une molécule d’oxyde de
carbone dans les microsomes de foie de rat. Cette fixation entraine la modification du spectre
d’absorption de la molécule a 450 nm, d’ou sa dénomination actuelle de P450 [200, 201]. A

cette longueur d’onde, le fer de I’héme, a I’état réduit, est complexé au monoxyde de carbone.

Les CYPs P450 ne sont pas en réalité des cytochromes, mais leur nom persiste encore
aujourd’hui. Le comité de nomenclature leur préfére le terme de « protéine hémo-thiolate »
[202]. Les CYPs sont une importante famille d'enzymes dont la principale fonction est de
catalyser I'oxydation d'un grand nombre de composés organiques (hormones stéroidiennes,
acides gras, vitamines D, prostanoides, alcaloides, terpenes...). Leurs substrats peuvent étre
des métabolites intermédiaires, des médicaments, des drogues ou des composés chimiques

provenant de lI'environnement.

Ces hémoprotéines [203] sont des mono-oxygénases. Elles catalysent une mono-
oxygénation a partir du dioxygeéne O,, un atome d'oxygéene étant transféré au substrat (RH) et
l'autre étant réduit en eau : RH+ O, + 2H"+ 2 — ROH+H0.

Une hémoprotéine, ou protéine a heme, est une protéine contenant un héme du groupe
prosthétique, soit en lien covalent, soit non-covalent a la protéine elle-méme. Le fer dans
I'héme est capable de subir oxydation et réduction (aboutissant & Fe*? et Fe*®), quoique les

composés ferryl stabilisés [Fe™] sont bien connus dans les peroxydases) (Figure 36).
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Les hémoprotéines peuvent intervenir dans le transport ou la fixation d'oxygene
(hémoglobine, myoglobine, neuroglobine, cytoglobine et leghémoglobine), des catalyses
(peroxydases), comme membranes de transport active (cytochromes) ou lors du transfert
d'électrons (cytochrome c).

Chez les vertébrés, les cytochromes P450 sont principalement exprimés au niveau du
foie. Les composés qu'ils oxydent deviennent plus polaires et peuvent étre ainsi éliminés, en
particulier au niveau des reins. Il existe plusieurs cytochromes P450, qui ont une importance
particuliere en pharmacologie. En effet, ces hémoprotéines sont tres impliquées dans la
dégradation des molécules exogenes (xénobiotiques), en particulier des médicaments en
catalysant la premiére étape de leur biotransformation. Les CYPs sont ainsi appelés enzymes
de phase 1. Plus les cytochromes P450s sont actifs, et plus les médicaments sont rapidement
meétabolisés. Cela supprime l'activité de médicaments directement actifs, mais cela peut aussi
augmenter leur transformation en métabolites actifs (comme pour la codéine avec le CYP2D6

par exemple).

A la fin de I’année 2006, 3000 séquences de génes de P450s, tous regnes confondus,
ont été identifiés, appartenant a toutes les espéces. Chez I’lhomme, 57 génes et 47 pseudo-
génes ont été sequencés (http://drnelson.utmem.edu/P450lect.html). Ils sont répertories et

désignés selon une nomenclature basée uniquement sur le pourcentage d’homologie entre les
séquences en acides aminés. 1l existe des centaines de cytochromes différents, répartis dans
trois familles (CYP1, CYP2 et CYP3). On distingue également des sous-familles (CYP1A,
CYP2D, etc.) et des isoenzymes distinctes (CYP3A4, CYP2D6, etc.).

Ii. Cycle catalytigue et réactions catalysées
par les enzymes a cytochrome P450 (CYPs)

L’insertion d’un atome d’oxygene dans un substrat est I’aboutissement de la réaction
d’hydroxylation catalysée par le cytochrome P450. La séquence d’événements qui conduit a
cette réaction peut s’écrire suivant le bilan global: RH + NADPH + H" + O, = ROH +
NADP * + H,0.

La Figure 36 schématise les réactions du cycle catalytique des CYPs et le détail des

événements du cycle réactionnel est détaillé ci-dessous :

99



Fixation du substrat sur le site actif de I’enzyme dont le fer hémique est sous la
forme ferrique avec expulsion des molécules d’eau présentes dans le site actif
et rupture de la liaison fer-H,0O,

Réduction du fer ferrique (Fe**) en fer ferreux (Fe?*) par transfert d’un électron
de la NADPH-P450 réductase sur le fer ferrique,

Fixation de I’oxygéne moléculaire sur la sixieme liaison du fer hémique,
Incorporation d’un électron supplémentaire provenant soit du cytochrome b5
soit directement de la NADPH-P450 réductase, et réduction du dioxygéne
ferreux en complexe activité capable de réagir avec le substrat. A ce stade, on
peut avoir production de peroxyde d’hydrogene suivant la réaction :

(Fe?* -0,)(RH) +2H" = (Fe*")(RH) +H,0,

Premiere protonation nécessaire a la libération d’H,O de I’étape suivante,
Libération d’une molécule d’eau aprés une deuxiéme protonisation et clivage
hétérolytique de la liaison dioxygeéne,

Transfert de proton du substrat vers I’oxygéne et formation d’intermédiaires

radicalaires OH et R,

nou Feo* ) n®
= R

3. 3e
Fe™™ ROH Fe™ RH L ADPH-PASO reductase™
1o @
NADPH-P450 reductase®™
FeOH?* R.

@) T Fe?* RH

iy [or®

Fe-OOH Fe?*-0, RH

R S
H\ 2 ) /1.' red
@S Fe?*-0; RH ® by
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NADPH-P450 reductase™ NADPH-P450 reductase®”

Figure 36 : Cycle calatytique du cytochrome P450.
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8- Addition du radical hydroxyle (OH) sur le radical R. A ce stade, il peut y avoir
libération de radicaux libres dans la cellule, pouvant générer un stress oxydant,

9- Libération du produit.

L’ensemble du processus catalytique se déroule selon une cascade d’événements
conduisant a la libération du produit et a la régénération de I’enzyme.

Chaque type de cytochrome P450 a une fonction différente. Les différents types de
réactions pouvant é&tre catalysées par les enzymes a cytochrome P450 sont des
activités monooxygénases (incluant I’hydroxylation, I’époxydation, la N-hydroxylation, la O-

déalkylation), oxydase, réductase, péroxydase [204].

NADP* R-H+O,

j ' \__y R-OH+H,0

Cytosol

Membrane du

réticulum
% %, endoplasmique
Lumiére

Figure 37 : Représentation du complexe monooxygénasique dans la membrane du RE.

La transformation d’un composé chimique par les enzymes a cytochrome P450 a lieu
sur la face externe du RE ou est ancrée I’enzyme, a son extrémité extrémité N-terminale [205]
(Figure 37). Certaines reactions sont toutefois localisées dans la face interne des
mitochondries ou dans les microsomes (Figure 37). Le site actif du cytochrome P450 contient
un atome de fer fixé par des liaisons de coordinances. Deux électrons, provenant d’une
molécule de NADPH, sont transférés a I’hémoprotéine par une flavoprotéine (FAD-FMN) en

présence d’une molécule organique (R-H) et d’un atome d’oxygéne. Le composé organique
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est oxydé et un atome d’oxygéne moléculaire est incorporé au produit chimique (R-OH). Le
radical R peut étre un xénobiotique (médicament, polluant, drogue) ou bien un acide gras, un
stéroide ou le cholestérol (Figure 37).

Le Tableau 7 montre la distribution, la localisation cellulaire et le métabolite formé
par I’action de quelques enzymes des CYPs P450. Chaque enzyme possede une fonction

différente, et I’oxystérol synthétisé lui est propre.

Tableau 7 24S-OH: 24S-
hydroxycholestérol; 25-OH: 25-hydroxycholestérol; 27-OH: 27-hydroxycholestérol; 7a-OH:
7a-hydroxycholestérol; 45-OH: 4p-hydroxycholestérol; 75-OH: 4-hydroxycholestérol.

Enzymes impliquées dans la synthése d’oxystérols.

Enzyme Distribution Localisation Oxysteérol Références
cellulaire subcellulaire formé
24S-hydroxylase neurones, rétine RE 24S-OH [18, 195]
(CYP46A1) neurale, hépatocytes,
surrénales
25-hydroxylase hépatocytes RE, Golgi 25-OH [195, 206]
macrophages
27-hydroxylase hépatocytes, mitochondries 27-OH [195]
(CYP27A1) macrophages
cellules endothéliales
7a-hydroxylase hépatocytes, RE 7a-OH [195]
(CYP7A1) cellules ovariennes
CYP3A4 hépatocytes microsomes 4p-OH [195]
11B- 7- [195, 207]
hydroxystéroide hépatocytes microsomes | kétocholestérol,
déshydrogénase 7B-OH

ii. Fonctions métaboliques des cytochromes
P450

Les CYPs sont impliqués dans la détoxication de xénobiotiques, mais également dans
celui de molécules endogénes. Le Tableau 8 montre les voies empruntées par les CYPs
catalysant les molécules endogénes. De nombreuses interrelations entre le métabolisme des
molécules endogénes et celui des xénobiotiques existent, notamment au cours de la
stéroidogénése.

Certains CYPs métabolisent I’acide arachidonique. Au moins 14 CYPs appartenant a
plusieurs familles participent directement ou secondairement a ce métabolisme. Les
prostaglandines D, -E, -F, éicosanoides (EET, HETE), leucotrienes (LT) et thromboxane A;

ainsi générés jouent un rble dans de nombreux processus biologiques : vasoconstriction et
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vasodilatation, réponse allergique, agrégation plaquettaire, transport ionique, hyperthermie
[208-210].

Ce sont essentiellement les mono-oxygénases a CYPs P450 des familles 4 a 51 qui
présentent des fonctions de biotransformation de molécules endogeénes, telles que la
biosynthése des hormones stéroidiennes, des stérols, des prostaglandines, des acides gras et de
la vitamine D3 [211]. Les familles 1 a 3 participent au catabolisme de ces substances

endogénes (Tableau 8).

Tableau 8 : Fonctions métaboliques des cytochromes P450.

Cytochrome P450 Fonctions métaboliques
CYP1 Métabolisme des xénobiotiques et des stéroides
CYP2 Métabolisme des xénobiotiques et des stéroides
CYP3 Métabolisme des xénobiotiques et des stéroides
CYP4 Métabolisme des acides gras, eicosanoides,
acide arachidonique et médicaments
CYP5 Thromboxane A2 synthase
CYP7 Synthése des acides biliaires
CYP8 Synthése des acides biliaires,
prostacycline synthase
CYP11 Stéroidogenése
CYP17 Stéroide 17-alpha hydroxylase
CYP19 Aromatase (synthése des cestrogénes)
CYP21 Stéroidogenése, stéroide 21-hydroxylase
CYP24 Dégradation de la vitamine D,
vitamine D-24 hydroxylase
CYP26 Hydroxylation de l'acide rétinoique
CYP27 Synthése des acides biliaires,
hydroxylations de la vitamine D3
CYP39 7a-hydroxylation du 24S-hydroxycholestérol
CYP46 Cholestérol 24S-hydroxylase
CYP51 Lanostérol 14-alpha déméthylase
(biosynthése du cholestérol)

Les cytochromes P450 sont des enzymes inductibles par différentes molécules
endogénes ou exogenes. L’induction des CYPs peut étre dle a une régulation
transcriptionnelle, post-transcriptionnelle (stabilisation de I’ARNm) ou post-traductionnelle
(stabilisation de la protéine). Dans la plupart des cas, ces inducteurs sont également substrats

de ces enzymes.
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Cette inductibilité est régulée par I’intervention de récepteurs nucléaires qui activent la
transcription des génes codant les CYPs P450.

Ces récepteurs sont des régulateurs de CYPs et jouent également le réle de
transporteurs membranaires régulant la détoxication des acides biliaires. Ces récepteurs
peuvent étre des PPAR-a ou -y (pour les acides gras poly-insaturés), PXR, FXR ou LXR.
LXR est notamment un ligand pour CYP46A1 (nous reverrons ce point plus loin, dans le
chapitre IV « Cholestérol et SNC »).

C’est a partir de I’utilisation de souris dont les génes endogénes ont été invalidés, ainsi
que celles de souris « humanisees », c’est-a-dire dont le géne a été remplacé par la forme
humaine, qu’ont été identifiées les cibles moléculaires de ces récepteurs nucléaires et leurs
ligands agonistes endogenes ou exogenes (xénobiotiques). Les effets de ces ligands sur les
animaux « humanisés » peuvent donc étre étudiés avant d’envisager leur utilisation en

thérapeutique humaine.

Les cytochromes P450 sont parmi les enzymes les plus étudiées sur le plan génétique
car il existe une forte variabilité¢ individuelle des activités basales et induites. Le
polymorphisme est défini comme une variabilité génétique présente dans plus de 1% de la
population. Dans certains cas, ces variations génétiques (génotype) peuvent étre associées a
des modifications de I’activité enzymatique (phénotype).

Il existe deux types de polymorphismes des CYPs :

- le polymorphisme d’activité. Dans ce cas, I’expression du gene et la quantité de
protéines sont inchangées, seule I’activité enzymatique est modifiée : il peut y avoir une
augmentation ou une diminution de I’activité. Ces modifications d’activité vont altérer la
biodisponibilité des médicaments en augmentant ou diminuant leur métabolisme dépendant
des CYPs.

-le polymorphisme de régulation. L’action des facteurs de transcription sur la
régulation transcriptionelle des génes étant dépendante de la séquence d’ADN dans les
promoteurs, on peut concevoir que des mutations et/ou polymorphismes géniques de ces
régions puisent entrainer des modifications de leur régulation. En retour, le niveau des
protéines peut étre affecté.

Certaines pathologies sont associées a un polymorphisme génétique ou une mutation
de CYP P450. Ceci est dii & des modifications de séquences.

Par exemple, un polymorphisme du gene codant :
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- CYP1BL1 est a I’origine du glaucome [212],
- CYP7AL induit I’hypercholestérolémie [213] ,
- CYP27A1 est a I’origine de la xanthomatose cérébro-tendineuse [214].

li.a. Oxystérols et CYPs P450 : les voies d’élimination du cholestérol
en exces

Le métabolisme du cholestérol et la biosyntheése des acides biliaires sont fortement
dépendants d’enzymes a cytochrome P450. Le CYP51A joue un role-clé dans la synthese du
cholestérol et est I’'un des CYPs P450 les mieux conservés de I’évolution.

La synthése des acides biliaires a partir du cholestérol est la principale voie
catabolique conduisant & I’élimination du cholestérol de I’organisme. Cette transformation
métabolique est catalysée par au moins sept cytochromes P450 différents, dont les membres
des familles CYP3, CYP7, CYP8, CYP27, CYP39 et CYP46 [215].

Le 27-hydroxycholestérol (27-OH) et l'acide cholesténoique sont synthétisés in vivo
par voie enzymatique (Figure 35). En effet, plusieurs équipes [216, 217] ont observé la
formation de 27-OH en incubant du cholestérol marqué au carbone 14 avec des mitochondries
hépatiques. L’équipe de Bjorkhem a mis au point une méthode sous atmosphére enrichie en
180, permettant d’analyser in vivo la formation d’oxystérols dans le plasma et le foie [190].
Ceci a permis de discriminer la formation in vivo d’oxystérols de celle produite par auto-
oxydation du cholestérol et d’éviter les artéfacts. En effet, le niveau d’oxystérols mesuré in

vivo est de 1000 a 10000 plus faible que les teneurs en cholestérol.

L'enzyme qui permet I'hydroxylation en position 27 du cholestérol est la cholestérol
27-hydroxylase (CYP27A1) [188, 189]. CYP27A1 est localisee dans la membrane interne des
mitochondries. Cette enzyme est présente chez tous les mammiferes et dans la plupart des
tissus [218]. Elle contribue & un mécanisme d'élimination ou de détoxification du cholestérol

pour les cellules qui contiennent ce composé en exces.

Les acides biliaires jouent un role important dans la formation de micelles avec les
lipides alimentaires dans la lumiére intestinale, paramétre qui permettra leur hydrolyse et leur
absorption par I’entérocyte. Les sels biliaires ont une fonction de détergent, en favorisant la
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solubilisation des triglycérides et du cholestérol, des vitamines liposolubles et des certaines
drogues lipophiles. Il y a deux voies majeures pour la synthese d’acides biliaires : la voie
centrale est initiée par I’enzyme limitante de la synthese du cholestérol, la cholestérol7-a-
hydroxylase (CYP7AL) tandis que la voie alternative (ou acide) est initiée par la cholestérol-
27-hydroxylase (CYP27Al). Approximativement 1g de cholestérol est éliminé du corps
humain chaque jour, et la moitié environ est excrétée dans les selles aprés avoir été converti

en acides biliaires.

En conditions normales, chez I’lhnomme adulte en bonne santé, la voie centrale domine
[219]. Le pool d’acides biliaires est constitué de la bile primaire, I’acide cholique (CA),
hydrophile et d’acide chenodéoxycholiqgue (CDCA), hydrophobe et aussi des acides
secondaires, acides déoxycholiqgue (DCA) et lithocholique. L’acide cholique (CA) est
considérée comme un produit de la voie classique tandis que CDCA est le principal produit
final de la voie alternative (Figure 38). Dans I'hépatocyte, CYP27ALl joue un rdle clef dans le
métabolisme des acides biliaires, en transformant le cholestérol en composés intermédiaires

de ce métabolisme, le 27-OH et l'acide cholesténoique.

cholestérol

Cholique
(C)
Chénodésoxycholique
(CDC)

Acides biliaire

Excrétion

Figure 38 : Représentation schématique des deux voies de la biosynthése des acides biliaires.

Recemment, il a été montré que cette enzyme participe aussi au métabolisme extra-
hépatique des acides biliaires puisque les poumons, l'endothélium vasculaire et les

macrophages synthétisent ces oxysterols. Ils sont transportés essentiellement dans le sang par
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les HDL pour le 27-OH et par l'albumine pour l'acide 3R-hydroxy-5-cholesténoique. Ces
oxystérols plus hydrophiles que le cholestérol vont étre plus rapidement captés par le foie
pour y étre métabolisés en acides biliaires.

La colestyramine, un médicament utilisé pour traiter I'nypercholestérolémie, diminue
I'absorption intestinale des acides biliaires, et par conséquent leur concentration dans les
cellules hépatiques. Ceci entraine une activation de CYP7A1 favorisant la dégradation du
cholestérol.

Outre son réle dans le métabolisme des acides biliaires, il a été montré que le 27-OH a
des propriétés hormonales. Il se comporte comme un antagoniste de l'cestradiol au niveau des
récepteurs des estrogenes de la paroi artérielle. Il empéche notamment l'cestradiol d'induire la
libération de NO qui exerce, entre autres, un effet vasodilatateur. Sur d'autres types de
récepteurs aux estrogénes, le 27-hydroxycholestérol peut avoir un effet pro-estrogénique, ce
qui fait qu'on le classe parmi les SERM (Selective Estrogen Receptor Modulator) [220].

lii.b. La cholestérol 24S-hydroxylase ou CYP46A1

Le 24S-hydroxycholestérol (24S-OH) est synthétisé in vivo par voie enzymatique
(Figure 35). L'enzyme qui permet cette conversion, la cholestérol 24S-hydroxylase appartient
a la famille des enzymes a cytochrome P450 [221] d'ou son appellation abrégée, CYP46AL1.
CYP46AL est localisée dans le réticulum endoplasmique et est constitué d’environ 500 acides
aminés (~56kDa). L activité monooxygénase de CYP46A1 permet I'nydroxylation en position
24S du cholestérol. CYP46Al a éte détectée chez I'nomme mais également chez le
mammiferes comme la souris [221] ou le rat [18]. CYP46A1 contient un groupement heme
positionné entre deux hélices o et lié a la cystéine 437 de la protéine [222]. Cette enzyme
réalise la réaction d’oxydo-réduction suivante en utilisant le complexe monooxygénasique

intracellulaire (Figure 37) :
Cholestérol + NADPH + H* + O, - 24S-hydroxycholestérol + NADP * + H,O
Cette réaction est permise par le groupement héme contenant un atome de fer qui est

réduit (Fe ** + e = Fe 2*) (Figure 36). Des données montrent que I’hydratation du site actif du
substrat de CYP46A1 est dépendante de la liaison de partenaires redox [223].
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Il existe des mutations du gene CYP46A1 humain conduisant a la présence d’un autre
acide aminé en position 437 : la cystéine devient une glycine. Dans ce cas, la liaison a I’héme
n’est plus possible, ce qui inactive complétement I’enzyme. Elle ne peut alors plus se lier au
cholestérol, ni le métaboliser. Ceci a permis I’établissement de modeles animaux, notamment
pour la recherche sur la maladie d’Alzheimer (MA). Par exemple, I’équipe de Russell a mis

au point la souche murine transgénique B6;129S7-Cyp46altm1Rus/J [224].

CYP46Al est exprimée essentiellement dans les neurones du cerveau et les cellules
ganglionnaires de la rétine [18]. L’induction d’expression de CYP46ALl par les cellules gliales
a été montrée chez des patients atteints de MA [22]. Cependant, I’hydroxylation en position
24 de la chaine carbonée du cholestérol semble ne pas avoir lieu exclusivement au niveau

cérébral. En effet, CYP46A1 est décelée également au niveau hépatique [225].

Le contrble de I’expression de CYP46A1 passe par une régulation épigénétique. Outre
I’héritage génétique, ce mécanisme est sous I’influence des facteurs environnementaux. Dans
ce type de régulation, la variabilité tissulaire de I’expression génique peut venir de
modifications de la structure de la chromatine. L'état de la chromatine est dicté par les
modifications post-traductionnelles des protéines histones liées a 'ADN. Pour cyp46al, la
régulation épigénétique a lieu par I’acétylation des histones [225]. Ce processus permet
I’ouverture de la chromatine et donc la transcription. Si les effets de cette régulation
épigénétique de cyp46al montrent une augmentation de son activité, sa réalité physiologique

et ses conséquences restent pour I’instant inconnues.

La concentration plasmatique de 24S-OH est considérée comme le reflet a la fois de la
capacité du cerveau a le synthétiser et de I’activité du foie a le métaboliser [226]. Le 24S-OH
est transporté au niveau plasmatique par les HDL et les LDL puis rapidement épuré par le
foie. Il entre ensuite dans la biosynthése des acides biliaires grace a l'action d'une 7o-
hydroxylase spécifique, la 24S-hydroxycholestérol 7a-hydroxylase ou CYP39A1 [218]. La
moitié du 24S-OH hépatique se retrouve dans la bile et la moitié sera excrétée sous forme
d’acides biliaires. De petites quantités d’esters de 24S-OH, 3-sulfate et 3-glucuronide sont
détectés dans les selles, I'urine et le plasma, ce qui suggére que la sulfation et la
glucuronidation pourraient représenter d’autres voies du catabolisme du 24S-OH [227].
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3. Les oxystérols dans I’inflammation et I’immunité

I. Cytotoxicité des oxystérols

De nombreux travaux effectués essentiellement in vitro sur différentes lignées
cellulaires ont fait la démonstration de la cytotoxicité de certains oxystérols. 1l s’avere que les
oxystérols qui présentent la plus grande toxicité sont essentiellement produits par voie d’auto-
oxydation du cholestérol. Ainsi, les 5-,6-epoxycholestérols, le 7B-OH, le 7-KC sont
cytotoxiques pour les cellules endothéliales de I’aorte de différentes espéces animales [228-
230]. De méme, le 25-OH est toxique pour les cellules endothéliales d’aorte bovines [229] et
les cellules musculaires lisses d’aorte humaines, conduisant a la mort de ces dernieres [231].
Cependant, des études effectuées in vivo chez I’animal ont montré que le 25-OH [232] ou le
27-OH [189] ajoutés dans I’alimentation ne sont pas toxiques aux doses utilisées et sont
capables de jouer un rdle important dans la régulation du métabolisme hépatique et intestinal
du cholestérol.

La cytotoxicité des oxystérols vis-a-vis des cellules nerveuses a également été décrite
dans des expérimentations utilisant des concentrations €levées et non physiologiques de ces
composés. Ainsi le 24S-OH et le 25-OH peuvent étre toxiques pour les cellules neuronales en
culture [233-235]. De méme, le 7B-OH, le 7-KC, et le 22-OH sont néfastes pour les cellules
neuronales de rat [236].

La cytotoxicité de certains oxystérols peut provoquer la mort de plusieurs types
cellulaires. 1l semble que deux processus différents soient mis en cause : I’apoptose ou la
nécrose. Ainsi le 78-OH et le 7-KC induisent I’apoptose de cellules endothéliales de cordon
ombilical humain et de cellules musculaires lisses d’artéres humaines alors qu’ils provoquent
la nécrose des fibroblastes [237]. Cette toxicité sur les cellules de la paroi vasculaire suggere
que certains oxystérols et plus particulierement ceux synthétisés par voie chimique
interviennent dans le processus de I’athérosclérose.

Les détails des mécanismes responsables de la cytotoxicité ne sont pas connus, mais il
semble que I’incorporation d’oxystérols dans la membrane plasmique des cellules puisse
initier I’apoptose. Cependant il est reconnu que certains oxystérols augmentent la
fragmentation de I’ADN et diminuent I’expression des protéines de la famille Bcl-2 qui sont
des facteurs anti-apoptotiques. D’autres études ont suggéré I’activation du systeme Fas/Fas
ligand et la voie des MAPK (voie des protéines kinases activées par les mitogenes) dans

I’induction de I’apoptose par les oxystérols. Toutes les observations qui ont été citées ci-

109



dessus proviennent essentiellement d’études in vitro. Il est a remarquer que pour toutes ces
données, la nature chimique de I’oxystérol, la dose utilisée et le type cellulaire impliqué
constituent autant d’éléments déterminants des effets observés. Des travaux in vivo sont
nécessaires et essentiels pour repérer, parmi tous les oxystérols, ceux qui présentent une réelle

toxicité et ceux qui sont utiles comme molécules régulatrices dans différents métabolismes.

En plus de leur action cytotoxique, les oxystérols apparaissent aussi capables de jouer
un role dans les processus inflammatoires. De nombreuses études menées in vitro sur des
cellules de la paroi vasculaire ou les cellules de I’EPR ont prouvé que les oxystérols
augmentant la production de facteurs pro-inflammatoires [21, 237-239]. Dans des cas
pathologiques, les oxystérols apparaissent comme des molécules permissives ou aggravantes
dans le développement de la lithiase biliaire cholestérolique ou de I’athérosclérose. La
formation d’oxystérols dans le cristallin est associée aux processus oxydatifs qui participent

au développement de la cataracte [240].

. Les oxystérols, modulateurs immuns dans
les processus inflammatoires

En 2002, Rosklint et al. [241] ont montré que le 25-OH stimule la production d’IL1
par les macrophages humains en culture et amplifie leur réponse au LPS. Précédemment, la
méme équipe avait observé un effet inverse pour le TNF-a et IL-1p [242]. Suite a ces données
obtenues in vitro, il était difficile de conclure sur les effets pro- ou anti-inflammatoires des
oxystérols. Peu de temps aprés, une étude in vivo a clairement montré que le 22R-OH et le 25-
OH qui activent le récepteur LXR-B réduisent I’inflammation dans un modéle animal de

dermatite, en diminuant la production des cytokines pro-inflammatoires [243].

De nombreuses études ont démontré la capacité de certains oxystérols administrés de
maniére exogeéne, principalement le 7-KC, le 7p-OH et le 25-OH a augmenter I’expression
des médiateurs inflammatoires tels que IL-8 , TNF-a ou MCP-1 (protéine chimio-attractive
des monocytes) par les macrophages et d’autres types cellulaires n’appartenant pas a des

cellules immunes spécialisées [244].

De maniere intéressante, il a été suggéré que le 25-OH endogéne était secrété par les
cellules dentritiques et les macrophages en réponse a I’activation des récepteurs Toll-like,

I’expression du gene de la cholesterol 25-hydroxylase étant régulée par les interférons de type
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| via la signalisation du récepteur a I’interféron-a et par la voie JAK/STAT]1 (Janus activated
kinase / signal transducer and activator of transcription). Par ailleurs, dans cette étude, il a
été montré que le 25-OH secrété supprimait la commutation de classe des lymphocytes B en
IgA, ce qui démontre une fonction cruciale du 25-OH dans le contréle de I’immunité [245].
Dans la méme optique, deux études récentes ont identifié le récepteur orphelin de la
protéine G couplée de I’EBI2 (virus induit par le gene 2 d’Epstein-Barr) comme un récepteur
membranaire aux oxystérols. Ce récepteur est fortement exprimé dans la rate et guide la
migration des lymphocytes B [246]. Récemment, le 7a,25-OH généré par le 25-OH par la 70-
hydroxylase (CYP7B1) a été identifié comme le ligand le plus actif de ce récepteur [247].

Ces données montrent le potentiel des oxystérols endogénes comme modulateurs
immuns et soulévent I’idée que les analogues aux oxystérols pourraient offrir des bénéfices
thérapeutiques lorsqu’ils sont utilisés comme adjuvants des modulateurs immuns dans le
traitement de I’inflammation et des maladies auto-immunes. Par exemple le 24S-OH a été
proposé dans le traitement de I’encéphalomyélite autoimmune. La formation d’auto-anticorps
ciblant les épitopes contenus dans les particules lipoprotéiques est étudiée dans la recherche
de traitements contre le lupus erythomateux, qui est une conséquence de I’athérosclérose
prémature [248, 249].

4. Les récepteurs nucléaires aux oxystérols

I Récepteurs cellulaires au foie (LXR)

Les récepteurs LXR (Liver X receptors) sont des facteurs de transcription qui forment
des hétérodimeéres fonctionnels avec RXR (Retinoid X Receptor) et activent ou répriment
I'expression de genes cibles dans le noyau des cellules. Cette régulation transcriptionnelle
varie en réponse a différents ligands [250]. Ce complexe LXR/RXR est appelé hétérodimére
permissif car il peut étre activé ou inhibé par les ligands de LXR ou de RXR. Les sous-types
de LXR sont d’importants composants d’un systéme régulatoire complexe qui anticipent les
niveaux de cholestérol et modifient en conséquence I’expression des génes [251]. Les
isoformes LXR-a et - ont été identifiées et sont connues pour étre activées in vitro par les
oxysterols. LXR-a possede une expression restreinte aux organes viscéraux, intestin, foie,
rein, rate mais également dans les macrophages. Contrairement a LXR-a, LXR-3 est exprimé

de maniere ubiquitaire a des niveaux faibles dans tous les tissus. Les hétérodimeres LXR-
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a/RXR-a et LXR-B/RXR-a se lient a une séquence LXRE qui est une variante de la séquence
idéale AGGTCA NNNN AGGTCA. Les oxystérols sont les principaux ligands de LXR. Ils se
lient aux LXR. Les ligands les plus efficaces de I’isoforme o sont ceux oxydés sur la chaine
latérale tels que le 22R-OH, le 20S-OH, le 24S,25-epoxycholestérol, le 24S-OH, le 25-OH,
ainsi que le 27-OH [252, 253]. Quant au 7-KC, au 70-OH, et au 7B-OH ce sont des ligands
moins efficaces des LXR [252].

Les différents oxystérols activent les LXR a des concentrations physiologiques
similaires a celles rencontrées dans les tissus [254]. Il existe également des agonistes capables
de lier les LXR, tels que le glucose [255]. De plus, les acides gras insaturés, tels que I’acide
arachidonique peuvent agir comme antagonistes des récepteurs LXR et inhiber I’activation de
geénes cibles.

Ainsi les LXRs liés a des oxystérols endogenes sont capables de diminuer leur
cytotoxicité. En effet, il a été montré que l'activation des récepteurs LXR dans les
macrophages permet de diminuer la réponse inflammatoire due a I’athérosclérose en inhibant
I’expression des genes liés a I’inflammation, tel que les interleukines et la cyclo-oxygénase-2
[256].

Il a aussi été montré récemment que dans les macrophages, des agonistes de LXR tels
que le 22R-OH induisent la liaison de la protéine activatrice-1 (AP-1) a des séquences de
reconnaissance présentes dans les régions régulatrices des genes apoe et abcal. AP-1 est un
facteur de transcription-clé régulé par la INK (protéine Janus kinase). Ceci révele un nouveau
role de LXR dans la régulation de I’expression de genes-clés impliqués dans I’athérosclérose,
et implique I’activation des voies de signalisation JNK et PISBK/AKT (phosphadityl-inositol-3
kinase / protéine kinase B) [257].

D’autres pathologies sont liées a une diminution ou a une augmentation de I'expression
des LXR dans l'organisme. Les LXR seraient impliqués dans les maladies cardiovasculaires,
les hypercholestérolémies [258], les dyslipidémies, l'infarctus du myocarde [258], I'obésité,
l'inflammation [256]. De nouvelles recherches sur les LXR suggérent qu’un
dysfonctionnement des récepteurs LXR pourrait causer une insulino-résistance et les diabétes
de type 1 et 2 [259-262].

De plus, les génes cibles des LXR codent des protéines qui ont des réles critiques en
régulant le catabolisme du cholestérol en acides biliaires (CYP7A1), la synthése des acides
gras a partir de précurseurs (SREBP1c, acide gras synthétase), le métabolisme des
lipoprotéines plasmatiques (CETP, LPL), le transport transmembranaire des phospholipides
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(PLTP) et/ou des stérols (ABCAL, ABCG1, ABCG5, ABCG8 (ATP-Binding Cassette)), et
I’inflammation (NO synthase inductible, IL-1p, IL-6, COX-2 (cyclo-oxygénase 2), MMP-9
(métallo-protéinase 9) [250, 253, 263].

Dans les macrophages, les LXR sont responsables, entre autres, du transport reverse
du cholestérol [256] (Figure 39). Le transporteur cellulaire ABCA1, exprimé par les
macrophages, transporte le cholestérol en excés en dehors de la cellule. ABCAL est un
transporteur monomérique qui se trouve dans la membrane plasmique des tissus incluant le
foie, I’intestin, le placenta, le tissu adipeux, la rate et le cerveau. ABCA1 transporte les
phospholipides et le cholestérol, tandis que ABCG1 a été impliqué dans le trafic
intracellulaire des stérols dans les macrophages [166]. Ce transport est effectué par les pré-p-
HDL via I’ApoA-I (Figure 39). Ce cholestérol en exces est transporté des tissus périphériques

vers le foie ou il est transformé en acides biliaires.

L’ApoE permet également de favoriser I’efflux du cholestérol stockeé dans les
macrophages vers le foie [264, 265].

Puisque les oxystérols cellulaires (provenant des macrophages) générés a partir du
cholestérol libre sont des ligands endogénes des LXR, ils promeuvent également la
transcription de abcal. La transcription du gene abcal est médiée par ApoE, et est régulée
par le complexe LXR/RXR [264, 266, 267]. Les macrophages sont donc capables eux-mémes
d’éliminer leur propre cholestérol en exces. La transcription des genes LXR est aussi
influencée par les récepteurs aux péroxysomes PPAR-a [266] et PPAR-y [268, 269].

Macrophage

Figure 39 : Régulation de I’efflux de cholestérol dans les macrophages.
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Ii.  Autres récepteurs aux oxystérols

De nouveaux récepteurs aux oxystérols ont été identifiés et ouvrent de nouvelles pistes
pour la recherche biomédicale. Les principales actions et les différentes voies empruntées par
ces récepteurs (impliqués dans le métabolisme du cholestérol ou dans la signalisation ou
I’inflammation) sont résumées dans la Figure 40 (d’aprés la revue de V. M. Olkkonen

« Oxysterols and their cellular effectors », Biomolecules, 2012, référence non disponible).

Parmi eux:

- les OSBP (protéines liant les oxystérols) et ORPs (protéines apparentées aux
oxystérols). Ces récepteurs cytoplasmiques jouent un role dans la régulation de I’homéostasie
des lipides, du transport vésiculaire et la signalisation cellulaire [270-272],

- INSIG: C’est un récepteur impliqué dans la maturation des SREBP, dans la
biosynthése des acides gras et I’expression des récepteurs aux LDL [273, 274],

- StarD5: récepteur impliqué dans le métabolisme et le transport du cholestérol
cellulaire. StardD5 est sur-exprimé en conditions de stress du RE [275, 276],

- NPC1 : récepteur Niemann-Pick type 1, impliqué dans la sortie du cholestérol des
vésicules d’endocytose hors des compartiments endocytiques tardifs [277, 278],

- RORa, RORy: récepteurs a I’acide rétinoique impliqués dans la régulation
transcriptionnelle des génes impliqués dans le développement, le métabolisme et I'immunité.
Régulé par le 24S-OH et oxytérols oxydés en position 7 [279, 280].

- EBI2/GPR183 : récepteurs impliqués dans le controle de la migration des
lymphocytes B [246, 281],

- Smoothened : oncoprotéine impliquée dans la signalisation Hedgehog (SHH) [282].

5. Oxystérols et pathologies (autres gue SNC)

La présence des oxystérols a été rapportée en conditions pathologiques. Les effets
cytotoxiques et pro-apoptotiques des oxystérols sont supposés jouer un rble dans ces
processus pathologiques. Aucune donnée ne permet actuellement de déterminer si les
modifications de teneur en oxystérols dans différents tissus pathologiques sont une cause ou
une consequence de I’apparition d’une pathologie. En effet, I’implication directe des

oxystérols dans la survenue de maladies n’a jamais encore été démontrée.
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Par contre, un ensemble d’observations suggére un lien potentiel entre oxystérols et

lithiase biliaire [283] et entre oxystérols, macrophages et athérosclérose [284, 285].

En conclusion de ce chapitre dédié aux oxystérols, la Figure 40 résume les principales

fonctions des oxystérols.
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Figure 40 : Représentation schématique résumant les fonctions majeures des oxystérols.
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Iv. Cholestérol et systeme nerveux
central

1. Les différentes fonctions du cholestérol cérébral

Le cerveau représente 2 a 3% du poids corporel mais correspond a environ 25% de la
quantité totale de cholestérol (et de ses dérivés) présente chez I’lhomme et les animaux.

Le cholestérol cérébral est principalement retrouvé sous forme estérifiée dans la
myéline (70 & 80%), c’est un elément crucial de la formation de la gaine myélinique. La
myéline, constituée essentiellement de lipides (sphigomyélines, glygosphingolipides,
cholestérol) est essentielle pour isoler et protéger les fibres nerveuses. Grace a la conductivité
saltatoire et aux nceuds de Ranvier, la gaine de myéline permet la transmission de I’influx
nerveux. Celle-ci améliore les propriétés électriques de Il'axone et permet une vitesse de
conduction plus élevée du signal (jusqu'a 120 m/s). Au cours de I’évolution, I’adaptation de la
membrane plasmique riche en cholestérol pour former la myéline compacte, I’a rendue
capable de connecter le cerveau sous la forme d’une structure tres condensée sous un diametre
axonal étroit [286]. Due a un déficit en sphingomyélinase acide lysosomiale, la maladie de
Niemann-Pick (type A ou B) aboutit a 'accumulation de sphingomyéline, puis de cholestérol
dans les monocytes, voire dans le cerveau [287]. Dietschy et al. ont calculé que la quantité de
cholestérol cérébral augmentait de 1,5 a 10,6 mg quelques semaines apres la naissance chez la
souris, et de 6 a 23 mg chez I’lhomme [288]. Cette augmentation est due au processus de

myélinisation qui a lieu aprés la naissance.

La teneur en cholestérol du cerveau est indépendante de la prise alimentaire et de la
synthése hépatique. Ce cholestérol cérébral est produit in situ et donc non puisé dans la
circulation. Comme nous I’avons vu précédemment, la voie endogéne de synthese cellulaire
du cholestérol requiert plus d’une vingtaine d’enzymes (Figure 22, chapitre 111.A.2.). Le pool
de cholestérol du cerveau lui est spécifique. En effet, le cholestérol cérébral est isolé des
autres pools de cholestérol circulant par la barriere hémato-encéphalique (BHE) [288-290].
Cette barriere est constituée de cellules endothéliales étroitement serrées qui jouxtent les
cellules vasculaires des tissus qui se trouvent entre elles.

Plusieurs études montrent que le cholestérol du cerveau ne provient pas du cholestérol
plasmatique par le transfert des HDL ou LDL a travers la BHE. En particulier, I’invalidation
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des récepteurs HDL ou ABCAL chez la souris n’altére pas la concentration, ni la synthése du
cholestérol dans le cerveau [291, 292]. Moins de 1% du cholestérol radiomarqué périphérique
entre dans le cerveau [227]. Ces résultats montrent que les lipoprotéines sont peu, voire pas
capables de traverser la BHE, et ne sont pas la source de cholestérol dans le cerveau (Figure
41). Trés peu d’échanges ont lieu entre le cholestérol périphérique et le cholestérol du
cerveau.

La synthése de cholestérol durant le développement du systeme nerveux central est
relativement importante, mais elle décline jusqu’a atteindre des niveaux tres faibles a I’age
adulte [288]. Ceci est probablement di a I’efficacité de recyclage du cholestérol cérébral.
Consécutivement a cela, et aussi du fait que la myéline soit presque exclue du métabolisme
général, le cholestérol cérébral a une durée de vie extrémement longue [289]. Le
renouvellement du cholestérol du cerveau est trés faible, de I’ordre d’une demi-année dans le
cerveau de rat [293]. Malgré ce mécanisme de réutilisation du cholestérol cérébral, il existe
des voies spécifiques pour I’élimination du cholestérol du cerveau (paragraphe suivant sur
CYP46Al). En effet, un exces de synthese du cholestérol dans le cerveau entraine une

augmentation de son efflux vers le plasma sous forme de 24S-OH.
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Le cholestérol est aussi important pour le développement normal du cerveau et est un
élément critique pour activer le facteur morphogénique Sonic hedgehog (SHH). SHH est une
oncoprotéine impliquée dans le développement de cancers [294], mais aussi dans le
développement embryonnaire, dans le maintien des cellules souches [295] et dans la
régénération tissulaire a I’age adulte. SHH permet I’expansion de la plus grande population de
neurones du cerveau. L’inhibition de SHH conduit a un développement anormal du cerveau
[296]. Au cours du développement embryonnaire, SHH fait partie des facteurs qui sont
recyclés par I’embryon dans le guidage axonal le long de I’axe longitudinal du cordon spinal.
SHH permet de réguler la mise en place de la connectivité du systéme nerveux.

La voie de signalisation SHH est impliquée dans le métabolisme du cholestérol. Le
cholestérol réalise un clivage protéolytique de SHH, libérant la partie N-terminale qui est
impliquée dans la signalisation et est couplée de maniére covalente au cholestérol (Figure
42 ; A) [297]. Les deux récepteurs membranaires de SHH, Smoothened (Smo) et Patched
(Ptc) ont éte identifiés. La cavéoline-1 présente dans les microdomaines riches en cholestérol
de la membrane plasmique est régulée par le complexe SHH. La cavéoline-1 est associée a
Ptc [298]. La production et la purification de Smo et Ptc en systeme levure (Saccharomyces
cerevisiae) a permis de mieux caractériser leurs interactions avec la membrane plasmique et le
cholestérol [299, 300].

Smo est responsable de la transmission du signal SHH a l'intérieur de la cellule
réceptrice. Il est admis que Smo est constitutivement inhibée par Ptc en I'absence de SHH et
que la liaison du ligand SHH sur son récepteur Ptc engendre l'activation de Smo qui a son tour
va activer des facteurs de transcription a doigts de zinc, appelés facteurs Gli (Figure 42 ; B).

Ptc est une protéine membranaire qui traverse 12 fois la membrane et interagit avec
SHH au niveau des deux larges boucles extracellulaires. Il a été montré qu'une augmentation
de la concentration en cholestérol intracellulaire peut activer le récepteur Smo et la voie
SHH. Ptc, connu comme répresseur de la voie SHH et comme récepteur de la protéine SHH,
interagit avec le cholestérol et permet I'efflux de cholestérol (Figure 42 ; B). Sous l'influence
de Ptc, le cholestérol intracellulaire est transporté a I'extérieur de la cellule.

Smo et Ptc peuvent étre a I’origine de dysfonctionnements de la voie de signalisation
SHH [301, 302]. En effet :
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-I’interaction du complexe SHH/cholestérol avec Ptc inhibe la liaison de Ptc au
cholestérol. Ptc pourrait contribuer a I’efflux de cholestérol des cellules et étre un modulateur
de la concentration intracellulaire de cholestérol. En effet, I’laugmentation de cholestérol
intracellulaire est responsable de I’enrichissement de Smo dans la membrane plasmique. Or,
la surexpression de Smo est une étape importante de I’activation de la voie SHH [301] ;

-Smo appartient a la famille des récepteurs couplés a la protéine G et est responsable
de la transduction du signal Hedgehog aux effecteurs intracellulaires de la voie de
signalisation SHH. La dérégulation de Smo est impliquée dans de nombreux cancers mais
aussi dans les désordres neurodégénératifs (syndrome de Gorlin, holoprosencéphalie) [303].
De plus, comme nous I’avons vu dans le chapitre précédent, Smo serait également un

récepteur aux oxystérols [282].
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Figure 42 : (A) et (B): La voie de signalisation SHH. D’aprés [304].

D’autres éléments mettent en évidence les différences entre le métabolisme du
cholestérol circulant et cérébral. En effet, les lipoprotéines circulantes different de celles du
cerveau. L’estérification du cholestérol cérébral est essentiellement identique a celle décrite
dans le foie excepté sur deux points : d’une part la tres faible proportion de cholestérol
estérifié dans le cerveau, qui représente seulement 0,5 a 1 % du cholestérol total [289], et
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d’autre part, I’isoforme majoritaire de I’ACAT dans le cerveau, qui est ’ACAT-1 et non
I’ACAT-2 [305, 306].

De plus, de nombreuses molécules impliquées dans le transport du cholestérol dans les
tissus extra-cérébraux sont également exprimées dans le cerveau. C’est par exemple le cas du
LDL-R, du SR-BI, des ABCAL et G1 et des ApoE et A-l1 [307]. D’autres molécules sont
exprimées en particulier dans le cerveau comme ABCG4 et ABCA2 [289]. Ainsi, les
éléments pour un transport du cholestérol via les lipoprotéines sont réunis. C’est a ceci pres

que les lipoprotéines cérébrales sont distinctes de celles de la circulation générale [308].

L’ApoE est la lipoprotéine cérébrale majeure. C’est un élément important du
métabolisme du cholestérol cérébral de par son implication dans la maladie d’Alzheimer
(MA). En effet, la possession de I’allele E4 de I’ApoE est considérée comme un facteur de
risque pour les pathologies neurodégénératives comme la MA. En effet, I’allele E4 est moins
efficace que les alléles E2 et E3 dans certains processus physiologiques comme le transport de
cholestérol, la plasticité et la réparation synaptiques [309]. L’ ApoE est une glycoprotéine de
34kDa qui est trés importante dans le métabolisme cérébral des lipoprotéines. Jusqu’a présent,
on pensait que I’origine de la synthése d’ApoE provenait de la production hépatique. En effet,
comme I’ApoE est détectée dans la circulation et le cerveau, on pensait que la part d’ApoE
retrouvée dans le cerveau ou le LCR était importée depuis la circulation. Ceci impliquait donc
que I’ ApoE pouvait passer la BHE pour étre prise en charge par les cellules du cerveau. Trés
récemment, Liu et al. ont montré que finalement I’ApoE du LCR n’est pas dérivée du pool
plasmatique, mais est synthétisée in situ dans le cerveau et ne passe pas la BHE [310].

Le cholestérol et I’ApoE sont des éléments cruciaux impliqués dans la formation de
synapses et le contrble de la fonction synaptique [289]. Un cycle normal de biosynthese, de
transport et de turn-over du cholestérol est requis pour la formation normale, la stabilisation,
la fonction et la plasticité des synapses. Nous allons maintenant voir comment est maintenue

I’lhoméostasie du cholestérol dans le cerveau.

2. Les interactions neurones-astrocytes dans le maintien de
I’homéostasie du cholestérol

Dans le SNC, le cholestérol est présent sous forme de deux pools majeurs: le
cholestérol myélinique qui est produit par les oligodendrocytes (un type de cellules gliales) et
celui qui est présent dans les membranes plasmiques des neurones et des astrocytes. Les
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astrocytes sont responsables de la plus grosse partie de la synthése de novo du cholestérol
requise par les neurones. En effet, il a été montré que les astrocytes en culture secretent deux a
trois fois plus de cholestérol que les neurones [311].

La dépendance neuronale en cholestérol extérieur varie en fonction des régions
cérébrales considérées et des différents types de neurones. Cet apport permet aux neurones de
croitre [312] et de développer leurs réseaux synaptiques [313].

Puisque la synthese des stérols dans le cerveau mature requiert un co(t énergétique
élevé d0 a I'implication d’une batterie enzymatique (Figure 22, chapitre 111.A.2.), les
neurones sous-expriment leur propre synthése de cholestérol afin de se consacrer a leur
activité synaptique.

Ainsi les cellules neuronales sont dépendantes d’un flux de cholestérol qu’elles
importent a partir de celui qui est synthétisé par les astrocytes [15]. En effet, les cellules
gliales expriment HMGCR, I’enzyme limitante de la voie de biosynthese du cholestérol.
L’expression gliale de HMGCR est régulée par I’inhibition du rétro-controle de HMGCR via
les SREBPs qui se lient a SRE-1 sur le géne hmgcr.

On distingue les pseudo-LDLs localisées dans le fluide cérébro-spinal des pseudo-
HDLs synthétisées par les astrocytes. Les pseudo-HDLs sont synthétisées par les astrocytes
selon un processus similaire a celui mis en jeu dans le foie. Les astrocytes synthétisent et
sécrétent I’ApoE qui permet de transporter le cholestérol via les lipoprotéines [314]. Le
complexe cholestérol-ApoE est associé grace a I’action d’ABCAL (Figure 43), puis est
relargué dans le milieu extracellulaire sous forme de particules lipoprotéiques sphériques et
discoidales contenant I’'HDL, semblables a celles retrouvées dans la circulation. Ces
lipoprotéines sont ensuite captées par les neurones (ou d’autres cellules) via le LDL-R ou le
SR-BI ainsi que d’autres récepteurs aux lipoprotéines.

Dans les neurones, ces récepteurs aux lipoprotéines cérébrales (et, en particulier, le
LDL-R) permettent donc I’apport du cholestérol, mais ils jouent également d’autres roles. En
particulier, ils modulent la transduction du signal (par exemple, lors de la liaison de I’ApoE
avec HDL ou LDL), le développement cérébral, la croissance neuronale ou encore la
régulation de la plasticité synaptique [315].

Une fois dans le neurone, le cholestérol passe la voie des lysosomes (post-), et le
systeme endosomique tardif via les protéines de Niemann-Pick type C type 1 (NPC1) et 2
(NPC2). NPC1 est une large protéine membranaire se trouvant dans I’endosome, et NPC2 est

une petite protéine luminale qui se fixe au cholestérol avec une haute affinité. Le cholestérol
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peut alors étre transporté a la membrane plasmique par les vésicules de transport ou bien
distribué aux organelles [316]. Ensuite, le neurone peut utiliser ce cholestérol pour la
formation des radeaux lipidiques a la membrane plasmique. L’APP, la B-sécrétase et la y-
sécrétase sont localisés dans les radeaux lipidiques [317, 318] (Figure 43).

Enfin, I’excés de cholestérol est transformé en 24S-OH qui est excrété des neurones
via ABCGL1 et ABCG4 vers les molécules d’ ApoE ou vers le LCS [319]. Ce flux de 24S-OH
peut étre recapté par les astrocytes ou il régule la synthése de cholestérol et celle d’ ApoE via
LXR [15, 319]. L’ApoE est alors secreté des astrocytes via ABCAL. Puis le cycle
recommence. Quant au 24S-OH en exces, qui n’est pas recapté, il passe la BHE pour étre

élimine dans la circulation [320] (Figure 41, Figure 43).
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Les deux isoformes de LXR, LXR-a et LXR-B sont exprimées dans le SNC, et elles
sont impliquées dans le métabolisme du cholestérol cérébral. Les niveaux de LXR-f sont de 2
a 5 fois plus importants dans le cerveau par rapport aux niveaux retrouvés dans le foie. Les
niveaux de LXR dans les neurones en culture et la glie sont de 2% et 17% respectivement,
comparés au foie, tandis que les niveaux de LXR-p sont de 110% et 380% respectivement
[321]. Les genes cibles de LXR incluent abcal, abcgl et srebpl. Or, le 24S-OH et les autres
oxystérols sont des ligands pour LXR. Ces récepteurs nucléaires [251] transmigrent vers le
noyau et peuvent induire a la fois I’expression des génes apoe et abcal dans les astrocytes
[319] (Figure 44).
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Figure 44 : Interactions neurones-astrocytes. D’apres [322] avec modifications.

Cependant, si les faibles niveaux de 24S-OH retrouvés au niveau du foie témoignent
d’un métabolisme efficace du 24S-OH via LXR, cela ne semble pas étre le cas au niveau
cérébral. En effet, bien qu’il ait été montré in vitro [319] une régulation de LXR par 24S-OH
dans les astrocytes, le 24S-OH ne semble pas étre, in vivo, le régulateur majeur de LXR au
niveau cérébral [323]. Cette voie reste a explorer.

3. CYP46A1, une enzyme-clé de I’lhoméostasie cérébrale et rétinienne du
cholestérol

Le cerveau est isolé de la circulation sanguine par la BHE et est donc privé d’une voie
d’élimination rapide du cholestérol. Or un excés de cholestérol peut s’avérer cytotoxique.
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Ainsi, dans le cerveau adulte, la concentration intra-neuronale en cholestérol doit étre
finement régulée. Le cholestérol en excés dans le cerveau ne peut étre directement excrété, car
il ne passe pas la BHE. Il doit étre d’abord métabolisé en 24S-OH [16].

Comme nous I’avons vu dans le chapitre précédent, cette étape-clé est catalysée par la
cholestérol-24S-hydroxylase (CYP46Al), (Figure 45) appartenant a la famille des
cytochromes P450, et exprimé essentiellement par les neurones [324], mais aussi par les
cellules ganglionnaires de la rétine (CGR) [18].

Cholesterol
24-hydroxylase OH
0,
HO HO
NADPH + H* NADP*
Cholesterol 24S-hydroxycholesterol

Figure 45 : Conversion enzymatique du cholestérol en 24S-hydroxycholestérol.

Comme nous I’avons vu dans le chapitre précédent sur les oxystérols et CYP P450
(111.B.2.iii), le 24S-OH est une molécule monooxygénée. Elle est plus hydrophile et est
capable de passer cette barriere qu’est la BHE, constituée d’une membrane hautement
lipophile [289, 325]. L hydroxylation du cholestérol permet donc d’augmenter son flux hors
de la BHE (Figure 46, Figure 47).

Le cholestérol natif est orienté parallelement aux phospholipides, de telle sorte que le
groupement OH en position 3 interagit avec la téte polaire des phospholipides. Le groupement
OH en position 24 du 24S-OH induit une réorganisation de la chaine latérale des
phospholipides, créant ainsi un ‘canal’ par lequel le 24S-OH peut transiter jusqu’au feuillet
oppose d’ou il peut étre facilement extrait par un accepteur qui est une lipoprotéine.
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Figure 46 : Modélisation du passage du 24S-OH a travers une membrane. D’apres [289].

Cholesterol

Le sens du flux a travers la membrane est probablement déterminé par le gradient de

concentration du 24S-OH [289]. Le 24S-OH traverse les membranes lipidiques beaucoup plus

facilement et rapidement que le cholestérol. En effet, I’ajout du groupement hydroxyle au

bout de la chaine aliphatique permet une interaction beaucoup plus favorable avec les

phospholipides membranaires. De plus, I’intervention du transporteur OATP2 (organic anion

transporting polypeptide 2) comme molécule ‘cargo’ dans le passage du 24S-OH a travers la

BHE a été démontrée chez le rat [326].
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La formation de 24S-OH permettrait d’éviter I’accumulation de cholestérol dans le
cerveau, accumulation qui a été associée a des désordres neurodégénératifs incluant la
maladie d’Alzheimer (MA) [289]. Il a été montré que I’élimination du cholestérol du cerveau
des rats [16] et des souris [327] correspond a environ 2/3 de la synthese de cholestérol de cet
organe (Figure 48). Chez, la souris, il est estimé que, pour un turn-over normal du liquide
céphalo-rachidien (LCR), 1 a 2 mg de cholestérol pourraient étre éliminés du cerveau chaque
jour via le LCR sous forme de lipoprotéines (HDL ou LDL) contenant I’ApoE [288, 327].
64% du cholestérol cérébral éliminé est soumis a I’action de la CYP46A1 [328]. Le 24S-OH
ainsi relargué dans la circulation générale est ensuite capté par le foie pour étre intégré dans la
biosynthése des acides biliaires.

Dés 1995, le développement des mesures du 24S-OH plasmatique en spectrométrie de
masse, réalisées avec du 24S-OH déutéré utilisé comme standard interne ont été mises en
place [329]. Chez I’homme, le flux de 24S-OH est de 6mg/jour (0,09mg/jour/kg). La
clairance hépatique du 24S-OH est de 7,6mg/jour, ce qui est pratiquement égal a celui qui est
mesuré dans le cerveau [330]. De plus, Bretillon et al. (2000) ont comparé les niveaux
physiologiques du 24S-OH plasmatique aux volumes estimés du foie et du cerveau. Ces
travaux ont montré que le flux du 24S-OH plasmatique était inversement proportionnel a la
surface corporelle de I’individu [226]. Chez I’homme, les niveaux plasmatiques de 24S-OH
refletent la balance entre sa production cérébrale et son métabolisme hépatique. Ainsi, le
rapport entre le poids du cerveau et le volume du foie est un bon marqueur des variations du
24S-OH au cours de la vie. La corréelation est établie en déterminant si les variations des
teneurs en 24S-OH en fonction de I’age suivent les variations du rapport de la taille du foie et
du poids du cerveau calculé chez les sujets [226].

Le role de CYP46A1 dans la régulation du métabolisme intracérébral du cholestérol
est confirmé par I’existence de séveres défauts d’apprentissage spatial, associatif et moteur
chez des souris KO pour le géne [331]. Dans une expérience de thérapie génique chez la
souris, ou des injections cérébrales de vecteur viral contenant CYP46A1, ont été effectuées, il
a été montré que la surexpression de CYP46AL1 réduisait la pathologie due a I’'accumulation
de peptides d’amyloide  [332].
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Figure 48 : Quantité de cholestérol cérébral produite et éliminée sous forme de 24S-OH chez
la souris sauvage et knockout pour CYP46A. D’apres [288, 327].

En conditions pathologiques, une étude réalisée chez des patients atteints de la maladie
d’Alzheimer (MA) a montré I’induction d’expression de CYP46Al1 par les cellules
astrogliales [22, 333]. De plus, il a été montré que la surexpression de CYP46A1 dans les
astrocytes réduit I’utilisation du glutamate (en dissociant EAAT?2 (transporteur du glutamate
exprimé a la surface des cellules gliales) des rafts lipidiques [334], ce qui amplifie
I’excitotoxicité du glutamate. Le stress oxydatif est un élément puissant qui augmente
I’expression des ARNm de CYP46A1 [335].

La suppression de CYP46Al diminue le 24S-OH de 75% dans le sérum et de 98%
dans le cerveau. La synthese de cholestérol diminue de 40% alors que le taux de cholestérol
cérébral n’est pas altéré [327]. CYP46A1 est donc responsable de 40% du renouvellement du
cholestérol. Des mutations du géne codant CYP46A1 peuvent faire varier la concentration en
24S-0OH [336].

Le 24S-OH représente la piece maitresse d’un mécanisme favorisant I’élimination du
cholestérol cérébral [25]. Cependant, en trop grande quantité, il peut s’avérer neurotoxique
comme cela est suggéré dans des études in vitro [337, 338]. En effet, le 24S-OH peut
augmenter les dép6ts de peptides d’amyloide p dans les neurones, et potentialise les effets
apoptotiques de I’lamyloide B [339].

Cependant, le flux de 24S-OH du cerveau vers la circulation sanguine n’est pas le seul
meécanisme de détoxification de stérols cérébraux par les enzymes du métabolisme du
cholestérol. En effet, d’autres mouvements d’oxystérols a travers la BHE ont été identifiés.

Un flux « entrant » (de la circulation vers le cerveau) de 27-OH, ainsi qu’un flux « sortant »
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d’acide 7-hydroxy-3oxo-4-cholesténoique ont été mesurés par I’équipe de Bjorkhem [227,
340]. Celui-ci est formé a partir du 27-OH par I’enzyme qui catalyse cette réaction,
CYP27AL. Il ne semble pas y avoir de flux de 27-OH du cerveau vers le sang. Les roles
exacts du 27-OH dans le cerveau ne sont pas bien connus. Cependant, le 27-OH pourrait
influencer la syntheése de cholestérol, par exemple en activant LXR-B [341]. Le 27-OH
semble aussi étre impliqué dans des mécanismes cognitifs, ce qui fait un lien entre la MA et
I’hypercholestérolémie qui en est un de ses risques avérés [342]. Cependant, la production de
27-OH cérébrale est faible : elle représente moins de 10% du taux de 24S-OH [343]. Puisque
le 27-OH n'est pas formé exclusivement dans le cerveau mais dans le foie, il est donc
probable que le 27-OH soit prioritairement transformé par CYP7B1 au niveau du foie. Pour
cela, CYP7B1 catalyse la conversion du 27-OH en 7a, 27-hydroxycholestérol (7a,27-OH).
CYP27AL est exprimée dans tous les types cellulaires du cerveau, notamment dans la
microglie, alors que I’expression de CYP7BL1 est retrouvée dans les neurones en faibles
quantité, et dans les astrocytes [341]. De plus, il a été rapporté que les cellules neuronales
progénitrices éliminent le cholestérol par la voie CYP27A1l [344]. Tandis que lors de la
différenciation neuronale, la voie CYP46A1 est régulée par les facteurs de transcription Sp
recrutés au niveau du promoteur du géne cyp46al [345].

4. Métabolisme du cholestérol dans la rétine

La capacité de la rétine a synthétiser des particules de type lipoprotéines a été démontrée
[346, 347]. Des travaux portant sur la DMLA ont notamment caractérisés cette synthése en
région maculaire [348]. Comme nous I’avons vu précédemment les lipoprotéines sont riches
en lipides, particulierement en cholestérol et en esters de cholestérol [347]. Ces lipides
s’accumulent avec I’a4ge dans la membrane de Bruch (BrM). L’accumulation de ces lipides
crée une barriere physique qui limite les échanges entre la choroide et la couche de I'EPR
[349]. Une des conséquences de I’accumulation des esters de cholestérol au niveau de la lame
basale de I’EPR pourrait étre une diminution de la captation des nutriments par la rétine
interne, ce qui compromettrait la fonction rétinienne, comme I’a suggéré notre équipe en
associant I’accumulation des esters de cholestérol (CE) dans la BrM et la réponse
électrorétinographique [3].

La couche de I’EPR est I’interface cellulaire et métabolique entre la rétine neurale et la
choroide. Les cellules de I'EPR expriment une variété de récepteurs spécifiques aux
lipoprotéines (récepteurs aux VLDL et aux LDL) et récepteurs ‘scavenger’ (CD36, SR-BRI et
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SR-BRII) [350] (Figure 49). Chaque jour, I’'EPR ingere et métabolise des milliers de
segments externes (riches en lipides) des photorécepteurs. Le CD36 et I’intégrine of35 sont
impliqués dans I’internalisation de ces segments externes par les cellules de I’EPR [350].

Le récepteur aux LDL (LDL-R) est aussi localisé au niveau des cellules endothéliales des
choriocapillaires, des segments internes des photorécepteurs et des cellules de Miller (CGM)
[12, 351] (Figure 49).

La localisation, dans la couche de I'EPR ou dans celle des CGR, d’un ensemble de
protéines impliquées dans le transport des lipides (ABCAL, ApoA-1, ApoE, LCAT et CETP)
suggére que la rétine emploie un mécanisme de transport lipidique interne qui implique le
développement et la maturation des HDL [352]. Dans la rétine, les HDL et LDL pénétrent
depuis le réseau vasculaire choroidien, traversent la membrane de Bruch et utiliseraient les
récepteurs ‘scavenger’ (SR-BI, SR-BII et CD36) et les LDL-R localisés au niveau de I’'EPR
(Figure 49).

Il est suggéré que les particules de LDL dégradées dans I’EPR seraient ré-assemblées en
particules apparentees aux lipoprotéines (HDL-like) en recrutant I’ApoA-1 et I’ApoE. Ces
HDL seraient des pré-HDL, elles peuvent étre secrétées depuis le pdle apical de I’EPR jusqu’a
la CPI via le transporteur ABCAL. Les pré-HDL arrivent & maturité grace a I’intervention de
deux transporteurs du cholestérol : LCAT et CETP dans la CPI [352] (Figure 49).

Le cholestérol, les esters de cholestérol et les autres lipides traversent la couche de I’EPR
et des photorecépteurs (des segments internes (IS) et externes (OS)), et passent entre les CGM
et les photorécepteurs, en tant que molécules « cargo » sur les particules pré-HDL. L’EPR
pourrait aussi exporter le cholestérol (ou les oxystérols) sous forme de particules apparentées
aux lipoprotéines dans le réseau choroidien, ce qui maintiendrait I’nomeéostasie du cholestérol

dans la rétine (Figure 49).
Comme les neurones du cerveau, les cellules ganglionnaires de la rétine (CGR) sont

capables d’éliminer le cholestérol en excés puisqu’elles expriment CYP46A1 [17]. Le 24S-
OH formé est éliminé dans la circulation par la BHR.
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Figure 49: Schéma hypothétique de la prise en charge et du transport intra-rétinien du
cholestérol et des lipides par la rétine des vertébrés. D’apres [352].

Comme nous I'avons vu précédemment, le nombreuses voies d’élimination du
cholestérol passant par la voie enzymatique existent dans les tissus extra-oculaires (foie,
glandes surrénales, cerveau). Mais il existe peu de données sur I’élimination du cholestérol
dans la rétine interne et la couche de I’EPR. L’équipe de Pikuleva a mesuré lesquels de ces
métabolites pouvaient également étre quantifiés dans la rétine et I’'EPR, et les a comparés aux
valeurs retrouvées dans le cerveau. Le 27-OH n’a pas été détecté dans la rétine, mais I’acide
5-cholesténoique, qui est son produit d’oxydation, a été détecté en quantité, et ce avec des
variabilités inter-individuelles importantes (jusqu’a un facteur trois) [353]. D’autres
métabolites du 27-OH peuvent étre suspectés, comme le 7a, 27-OH. Le 24S-OH et la
prégnénolone (métabolite de CYP11A1) ont également été détectés dans la rétine, mais a des
niveaux plus faibles que I’acide 5-cholesténoique. Ainsi, les voies extra-oculaires

d’élimination du cholestérol sont également actives dans la rétine. Si CYP27A1 et CYP11A1
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semblent étre exprimés dans de nombreux types cellulaires de la rétine, CYP46A1 apparait en
revanche spécifique des neurones [18]. Le mécanisme d’oxydation du 27-OH en acide 5-
cholesténoique semble étre la voie prédominante d’élimination du cholestérol de la rétine
[353] ou, par analogie avec des données sur le thymus, il pourrait y étre pro-apoptotique
[354].

5. Implication des oxystérols dans les pathologies du SNC et les
rétinopathies

Des études ont montré qu’il existe un lien entre les oxystérols et les désordres
neurodégénératifs incluant la maladie d’Alzheimer (MA), la sclérose en plaques et les
paraplégies spastiques [355] ; ainsi qu’entre les oxystérols et le syndrome de Smith-Lemli-
Opitz (sSLO) [356-359]. Il existe également un lien entre les oxystérols et les rétinopathies.

I. Le 24S-OH et la maladie d’Alzheimer

Plusieurs oxystérols sont naturellement formés dans le cerveau, dont notamment le
24S-0OH, le 25-OH et le 27-OH.

Le métabolisme du cholestérol et de ses dérivés pourrait étre impliqué dans la maladie
d’Alzheimer (MA). La quantité de 24S-OH mesurée dans la circulation de patients atteints de
différentes maladies neurodégénératives, notamment la maladie d’Alzheimer (MA) est
significativement augmentée par rapport a des individus sains [360-362]. La concentration en
24S-OH est également augmentée le LCR des malades atteints de MA [25, 363, 364].

La concentration plasmatique en 24S-OH serait donc proportionnelle a la masse de
neurones métaboliqguement actifs. Le taux de 24S-OH plasmatique est un indicateur de
diagnostic de certaines pathologies neuro-dégénératives comme la MA [364], et est donc
utilisé en tant que marqueur d’atrophie cérébrale chez des patients atteints de MA [365].
Certains proposent le rapport 24S-OH /cholestérol comme marqueur de MA [366].

Le 24S-OH et dans une moindre mesure, le 27-OH, inhibent la formation de peptides
d’amyloide B en augmentant I’activité de I’a-secrétase et en diminuant celle de la B-secrétase.
La CYP46A1 aurait une influence positive de deux fagons : d’abord en produisant le 24S-OH,
puis en diminuant le cholestérol des membranes, ce qui défavorise aussi I’action de la B-
secrétase [317, 333].

L’induction de génes-cibles comme abcal, transporteur membranaire impliqué dans

I’efflux cellulaire de cholestérol, peut avoir des effets déléteres. En effet, ABCAL peut
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également intervenir dans la sécrétion des peptides AP, constituants protéiniques des plaques
séniles de la MA [367]. Ce mecanisme fait intervenir le 24S-OH qui est un ligand des LXRs,
donc le 24S-OH peut induire une altération de I’expression d’ABCAL [322].

De plus, les souris double knock-out pour LXR (le 24S-OH est un ligand de LXR)
montrent une variété de défauts du SNC incluant I’accumulation de lipides, la prolifération
astrocytaire et la désorganisation des gaines de myéline. Un dysfonctionement des récepteurs
LXR est impliqué dans les maladies neurodégénératives telles que la MA [368].

.  Oxystérols et rétinopathies

Concernant le lien entre oxystérols et rétinopathies, peu de données existent dans la
littérature. Dans une étude in vitro, Joffre et al. ont montré, chez le porc, que les oxystérols,
notamment le 24S-OH, le 25-OH et le 7-cétocholestérol (7-KC) sont de puissants inducteurs
de I’oxydation et de I’inflammation des cellules de I’'EPR [21].

Des données récentes associent la pathogénese de la DMLA a I’accumulation de 7-KC
dans la rétine. Le 7-KC est un oxystérol pro-inflammatoire présent en grande quantité dans les
dépots d’Ox-LDL associés a la plaque d’arthérome. Le 7-KC est produit in situ dans ces
dépots lipoprotéiques ou il s’accumule. Or, dans la paroi des vaisseaux, les Ox-LDL activent
la réponse immune innée et adaptative, et peuvent créer, avec le 7-KC un environnement
cellulaire toxique. Dans la rétine normale, le 7-KC a été retrouvé associé a des dépdts de
lipoprotéines dans le choriocapillaire, la BrM et ’'EPR. Chez le rat ayant subi un stress
lumineux, le 7-KC est retrouvé dans la rétine interne, au niveau de zones riches en
mitochondries, dans les CGR, dans le segment interne des photorécepteurs et des synapses et
dans I’EPR. Le 7-KC est formé par un mécanisme impliquant les radicaux libres, catalysé par
le fer. De plus, le 7-KC pourrait activer plusieurs voies de signalisation impliquant les kinases
et associé au NF-kB, indépendamment de la formation d’ERO. Ces voies induisent la
sécrétion de molécules pro-inflammatoires telles que le VEGF, I'IL-6 et I'IL-8. Le 7-KC
induit également la synthése de métalloprotéinases [369]. Ainsi, le 7-KC, formé de facon
permanente dans la rétine tout en ayant des propriétés neurotoxiques pourrait étre un facteur
de risque de pathologies liées a I’age telles que la DMLA et la MA [370-373].
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Objectifs de la these

L’objectif principal des travaux rapportés dans cette thése est d’élucider en quoi la
synthése de 24S-hydroxycholestérol dans la rétine neurale et I'activit¢ de CYP46Al
participent a I’homéostasie du cholestérol en conditions physiologiques et pathologiques. En
effet, le r6le de CYP46Al dans la rétine et les mécanismes par lesquels le 24S-
hydroxycholestérol et CYP46A1 moduleraient I’homéostasie du cholestérol en conditions
physiologiques et en conditions pathologiques associées au développement du glaucome et de
la DMLA restent pour I’instant énigmatiques.

Pour répondre a cette question, nous avons eu, d’une part, une approche clinique basée
sur I’évaluation de patients atteints de glaucome ou de DMLA et, d’autre part, une approche
expérimentale réalisée chez le rat.

La cholesterol-24S-hydroxylase (CYP46A1) est exprimée dans les cellules
ganglionnaires de la rétine qui sont les cellules dont la mort est responsable de la perte du
champ visuel, notamment au cours du glaucome. CYP46A1 serait par conséquent suspectée
participer a I’homéostasie du cholestérol dans les cellules ganglionnaires. Nous avons donc
recherché si un polymorphisme de CYP46A1 (SNP rs754203) pouvait étre un facteur de
risque du glaucome (article 1 publié).

Afin de renforcer notre hypothése, nous nous sommes questionnés sur la possibilité
qu’a I’inverse ce méme polymorphisme de CYP46A1 puisse ne pas étre associé au risque de
développer une pathologie dans laquelle la neurodégénérescence des cellules ganglionnaires
n’est pas retrouvée. Ceci a justifié I’étude rapportée dans I’article 2 (publié) sur la DMLA.

Nous nous sommes alors interrogés sur les conséquences de la dégénérescence des
cellules ganglionnaires de la rétine sur I’homéostasie du cholestérol sur CYP46A1 et son
produit métabolique, le 24S-hydroxycholestérol. Ainsi, pour étudier les conséquences de la
neurodégenérescence des cellules ganglionnaires sur I’expression de CYP46A1, nous avons
choisi un modéle animal qui s’apparente au glaucome en provoquant une hypertonie oculaire,

qui a pour conséquence la perte des cellules ganglionnaires rétiniennes (article 3 publi¢).

En catalysant I’addition d’un groupement hydroxyle en position 24 du cholestérol,
CYP46Al participe a I’élimination du cholestérol du systéme nerveux central, incluant la
rétine. CYP46AL participerait ainsi a limiter I’accumulation de cholestérol dans les neurones
qui est reconnu comme délétere. Inhiber CYP46A1 pourrait donc s’avérer nefaste et ce

particulierement en condition de stress rétinien, comme au cours du glaucome. Nous avons
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donc testé, chez le rat, I’effet sur la rétine du voriconazole, qui se révele étre un inhibiteur de

I"activité de CYP46A1, au moins dans le cerveau. Le réle inhibiteur du voriconazole sur le

meétabolisme du cholestérol et son effet sur la fonction de la rétine sur I’expression de la glie
et de CYP46A1 ont été recherchés (article 4 soumis).

Ainsi, dans le contexte de cette these, 2 axes de recherche ont été suivis :

Quel est le réle de CYP46A1 dans I’homéostasie du cholestérol dans la rétine, en
conditions pathologiques ? Le 24S-hydroxycholestérol peut-il étre utilisé comme
biomarqueur de la neurodégénérescence de la rétine? Comment la
neurodégénérescence modifie-t-elle I’homéostasie du cholestérol dans la rétine, en

nous focalisant sur le role de CYP46A1 ?

Le 24S-hydroxycholestérol participe-t-il aux interactions neurone-glie lors de la
neurodégenerescence de la rétine ? Le 24S-hydroxycholestérol a été envisagé comme
molécule signal dans la rétine, participant a la communication entre neurones. En
effet, une des hypothéses de la thése a été de vérifier que les cellules gliales suppléent
la perte des neurones consécutive a la pathologie dans le cadre du glaucome, et
permettent ainsi de maintenir I’équilibre entre synthése et élimination de 24S-
hydroxycholestérol dans la rétine.
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A.  Association entre polymorphisme génétique
dans CYP46Al et glaucome

Fourgeux, C., et al., Primary open-angle glaucoma: association with cholesterol 24S-
hydroxylase (CYP46A1) gene polymorphism and plasma 24-hydroxycholesterol levels. Invest
Ophthalmol Vis Sci, 2009. 50(12): p. 5712-7.

N.B. : Les figures mentionnées dans le texte font référence a celles qui sont parues
dans cet article.

La génétique a apporté une contribution significative dans I’étude du glaucome ces
derniéres décennies. La cholestérol-24S-hydroxylase (CYP46Al) est une enzyme
spéecifiguement exprimée dans les cellules ganglionnaires de la rétine (CGR) qui métabolise le
cholestérol en un composé plus hydrophile, le 24S-hydroxycholestérol (24S-OH). Or, le 24S-
OH et CYP46A1 sont impliqués dans les mécanismes conduisant a la neurodégénérescence.
Un certain type de polymorphisme allélique (SNP) dans I’intron 2 du géne CYP46A1, désigné
rs754203, est associé a la maladie d’Alzheimer. Ce SNP a été suggéré comme facteur de
risque du glaucome primaire a angle ouvert (GPAQ). Les taux plasmatiques de 24S-OH ont
également été évalués dans le but d’envisager le 24S-OH comme biomarqueur du glaucome.
L’objectif de ce travail, publié en 2009, a consisté a évaluer la fréquence de ce SNP rs754203
dans CYP46A1 dans une population de patients présentant un GPAO par rapport a une
population de sujets témoins, puis de calculer le risque associé de GPAO. En effet, cette
association, si elle était confirmée, permettait la classification de ce facteur génétique parmi
les facteurs de risque du GPAO et d’évaluer le rdle de CYP46A1 dans la rétine.

Méthode

Pour cela, par une approche clinique, nous avons recherché la fréquence des alléles
CYP46*C (= CC ou CT) et CYP46*T (= TT) chez des patients suivis au service
d’ophtalmologie du CHU de Dijon (projet soutenu par un Programme Hospitalier de
Recherche Clinique, Direction de la Recherche Clinique, CHU Dijon). Pour le groupe
pathologique, 150 patients GPAO ont été analysés et comparés au groupe témoin constitué de
118 sujets. Chez les 150 patients glaucomateux, le stade d’avancement du glaucome a été
déterminé par la classification de Hoddap (Clinical Decisions in glaucomas, Saint-Louis,
MO : Moshy Year Book ; 1993:53). Cette classification a montré qu’il y avait, sur les 150
patients, 31 patients avec un glaucome précoce, 49 avec un glaucome modéré et 70 avec un
glaucome avancé. De plus, 18 patients avaient un glaucome a pression normale (GPN), 4
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patients avaient un glaucome exfoliatif. Les sujets témoins ont été sélectionnés parmi des
patients du CHU volontaires pour participer a I’étude. Ceux-ci étaient suivis aprés une
opération de la cataracte ou aprés chirurgie de la paupiére. Les cellules nucléées circulantes
ont été prélevées pour déterminer le génotype de CYP46AL1 de ces patients et sujets témoins
par amplification de I’ADN par PCR suivie d’une analyse du polymorphisme a I’aide d’une
endonucléase de restriction (Mspl). L’allele CYP46*T correspond au fragment de 285pb non
digéré, tandis que I’allele CYP46*C est caractérisé par deux fragments de 209pb et 76pb. Les
niveaux plasmatiques de 24S-OH ont été quantifiés par spectrométrie de masse couplée a la
chromatographie gazeuse a I’aide d’un stantard interne de 24S-OH déutéré. Les patients
GPAO et témoins ont été comparés en fonction de I’age, du sexe, de la fréquence des alléles
et du génotype.

Pour établir une comparaison statistique, nous avons utilisé le test t de Student et celui
de ¥ . Les Odds ratios (OR) et les intervalles de confiance & 95% (IC 95%) ont été calculés
par régression logistique pour confirmer I’association relative de la pathologie avec I’age, le
sexe et le génotype. Le pourcentage de la population portant I’allele a risque (TT) a été
calculé avec la formule f (R-1)/R ou f est la fraction des cas portant I’allele TT et R est la
mesure de I’OR. Le logiciel SAS a été utilisé pour les analyses statistiques en conférant une
valeur de p inférieure a 0,05 (p <0,05) pour attester la significativité des résultats obtenus lors

des tests.

Résultats

Nos travaux ont montré une fréquence plus élevée du génotype TT dans le
polymorphisme rs754203 du gene CYP46A1 chez les patients présentant GPAO par rapport
aux patients témoins (61,3% et 48,3% respectivement, tableau 1). Ce polymorphisme dans
I’intron 2 du gene CYP46A1 est associé a un risque plus élevé d’apparition du GPAO (tous
stades confondus), calculé & 1,26 (intervalle de confiance a 95% = 1,006-1,574 ; p < 0,05).
La fréquence du génotype TT était méme plus élevée chez les patients avec un GPN (tableau
1).

Dans cette étude, nous avons recherché si le 24S-OH pouvait étre un biomarqueur du
glaucome. Les résultats montrent qu’il n’y a pas de différence entre les niveaux plasmatiques
du 24S-OH des sujets témoins et ceux des patients GPAO. De méme, il n’y a pas de
différence entre les ratios 24S-OH/cholestérol calculés chez les patients et les témoins. De
facon similaire, les niveaux de 24S-OH plasmatique, et les ratios 24S-OH/cholestérol

n’étaient pas différents entre les porteurs TT, CT, CC lorsqu’on a considéré les patients et les
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témoins indépendamment ou ensemble. Par contre, nous avons observé que les sujets porteurs
du génotype TT présentent des teneurs plasmatiques en 24S-OH plus élevées que les porteurs
du génotype CC ou CT (tableau 2).

Discussion

Les glaucomes représentent un groupe de pathologies qui sont génétiquement
hétérogénes. Différents génes du glaucome ont été identifiés, mais ces génes ne sont
impliqués que dans une petite partie des glaucomes [374]. Des mutations de la myociline ont
été associées au GPAO, et associées a 10% de cas juvéniles de GPAO et a 4% de cas adultes
[103, 375]. Cependant des données contradictoires ont été obtenues pour d’autres genes tels
que I’ApoE [376, 377]. Un grand nombre de glaucomes sont multifactoriels et sont
probablement affectés par des interactions multiples de loci. Plusieurs facteurs de
susceptibilité génétique contribuent au glaucome. Ces facteurs entrent dans deux groupes :
ceux qui affectent la P10, et ceux qui modulent la viabilité des CGR. Des données récentes
ont suggéré que le métabolisme du cholestérol était impliqué dans la pathogénése du
glaucome [378]. CYP46A1l est impliqué dans I’élimination du cholestérol des structures
neuronales [330]. Parmi les nombreux SNPs du géne CYP46A1, il a été montré que le
génotype TT dans I’intron 2 de CYP46AL, désigné rs754203, était un facteur de risque de
MA [379, 380]. De nombreuses observations ont suggéré un lien entre la MA et le glaucome
[381], avec de possibles similarités pathogéniques. La surexpression de peptides AP figure
parmi les caractéristiques communes de ces deux pathologies. En effet, les peptides AB ont
été retrouves dans I’humeur aqueuse des patients glaucomateux [382], ce qui suggére un lien
avec la dégénérescence rétinienne [383]. De plus, Brown et al. [333] ont montré que le 24S-
OH inhibe la formation de peptides AP et la sécrétion du précurseur amyloide des peptides Ap
(APP) via I’activation de LXR. L’augmentation du 24S-OH circulant pourrait donc diminuer
la dégénérescence neuronale.

Bretillon et al. [226] ont montré, chez I’homme, que les niveaux plasmatiques de 24S-
OH refletent la balance entre sa production cérébrale et son métabolisme hépatique. Ainsi, le
rapport entre le poids du cerveau et le volume du foie est un bon marqueur des variations du
24S-0OH au cours de la vie. Nous avons réalisé ce type d’analyse chez nos patients GPAO et
témoins. Les variations des teneurs en 24S-OH en fonction de I’age suivent les variations du
rapport de la taille du foie et du poids du cerveau calculé chez nos témoins et patients GPAO
en fonction de I’age (figure 2). Compte tenu de la taille des rétines bien plus faible que celle
du cerveau, les quantités de 24S-OH relarguées par la dégénérescence des cellules
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ganglionnaires au cours du glaucome sont insignifiantes par rapport aux flux de 24S-OH
provenant du cerveau. Ceci peut expliquer pourquoi le 24S-OH ne peut pas étre un
biomarqueur du glaucome et probablement des autres rétinopathies.

En conclusion, dans notre population de patients et témoins, le génotype TT sur le
SNP rs754203 du géne CYP46A1 a été identifie comme un facteur de risque du GPAO et le
24S-OH n’est pas un biomarqueur du glaucome. Le glaucome est considéré comme une
neuropathie optique avec des mécanismes neurodégeneratifs. Parmi les différents sous-types
de glaucomes, le GPN semble avoir les caractéristiques les plus proches de la maladie
d’Alzheimer (MA). Des données supplémentaires sont nécessaires pour confirmer la
fréquence du génotype TT. Puisqu’il n’a pas été retrouvé de corrélation entre les niveaux de
24S-OH et le SNP rs754203 de CYP46A1 que nous avons étudié, il est difficile d’obtenir une
explication mécanistique du lien qui unit le glaucome au polymorphisme de CYP46ALl.

Cependant, ce polymorphisme peut étre classé parmi les facteurs de risque du glaucome.
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Primary Open-Angle Glaucoma: Association with
Cholesterol 24S-Hydroxylase (CYP46A1) Gene
Polymorphism and Plasma 24-Hydroxycholesterol Levels

Cynthia Fourgeux," Lucy Martine," Ingemar Bjérkbem,” Ulf Diczfalusy,> Corinne Joffre,"
Niyazi Acar," Catherine Creuzot-Garcher,>* Alain Bron,>* and Lionel Bretillon®

Purrose. Genetics has made significant contributions to the
study of glaucoma over the past few decades. Cholesterol-24S-
hydroxylase (CYP46A1) is a cholesterol-metabolizing enzyme
that is especially expressed in retinal ganglion cells. CYP46A1
and its metabolic product, 24S-hydroxycholesterol, have been
linked to neurodegeneration. A single-nucleotide polymor-
phism (SNP) in the CYP46A 1 gene, designated as rs754203 and
associated with Alzheimer disease, was evaluated as a genetic
risk factor for primary open-angle glaucoma (POAG), as well as
plasma 24S-hydroxycholesterol levels.

Mernops. The frequency of the CYP46*C and CYP46*T alleles
was analyzed in 150 patients with POAG and 118 control
subjects. Plasma 24S-hydroxycholesterol levels were quanti-
fied. Sex, age, alleles, and genotype frequencies between pa-
tients with POAG and control subjects were compared by
using the ) and Student’s ttests. Odds ratios (ORs) and 95%
confidence intervals (Cls) were calculated by logistic regres-
sion to assess the relative association between disease and age,
sex, and genotypes.

Resurts. The frequency of the TT genotype was significantly
higher in patients with POAG than in control subjects (61.3%
versus 48.3%, respectively, OR = 1.26; 95% CI = 1.006-1.574,
P < 0.05). Plasma 24S-hydroxycholesterol levels did not differ
between control subjects and patients with POAG. The ratio of
estimated brain weight to liver volume as an estimate of the
capacity of the human body to synthesize and metabolize
24S-hydroxycholesterol was found to correlate to plasma 24S-
hydroxycholesterol in control subjects and patients with
POAG.

Concrusions. The rs754203 SNP in CYP46A1 was associated
with a risk for POAG. This polymorphism was not associated
with changes in plasma 24S-hydroxycholesterol, highlighting
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that despite its retinal origin, 24S-hydroxycholesterol cannot
be used as a biomarker for POAG. (Invest Opbthalmol Vis Sci.
2009;50:5712-5717) DOI:10.1167/i0vs.09-3655

laucoma is the second leading cause of blindness world-

wide, affecting more than 50 million people.' Glaucoma is
a progressive optic neuropathy characterized by optic nerve
head changes and visual field loss.? Improving case identifica-
tion and providing a better understanding of the causes of
glaucoma has brought about great progress in defining risk
factors such as high intraocular pressure, age, familial history,
ethnicity, and myopia, which have been associated frequently
with primary open-angle glaucoma (POAG).> Genetics has sub-
stantially contributed to the study of glaucoma over the past
few decades. Myocilin has been identified and validated as the
first gene linked to more than 10% of juvenile-onset POAG
cases and 4% of adult-onset POAG cases.”> Other genes such as
optineurin, WDR36, and CYP1B1 have been found more fre-
quently in certain clinical presentations of glaucoma. Never-
theless, the link between the genes and the development of the
disease is not always clearly demonstrated.® Other associations
such as diabetes or systemic hypertension are still being de-
bated. The links between dyslipidemia and particularly choles-
terol abnormalities have already been described.” Recent stud-
ies have reported the efficacy of statins and nonstatin
cholesterol-lowering drugs in the treatment of POAG.®~'° Al-
though the mechanism underlying this association remains
unclear, these data suggest that reducing cholesterol biosyn-
thesis may be a target for POAG treatment. Increasing choles-
terol efflux and/or enhancing cholesterol catabolism may also
be critical.

We'' and others'? recently reported that cholesterol 24S-
hydroxylase (CYP46A1) is exclusively expressed in the neuro-
nal part of the retina, most particularly in retinal ganglion cells.
This finding consistently supports the possible role played by
CYP46A1 in cholesterol homeostasis in ocular structures. Cho-
lesterol-24S-hydroxylase was initially identified as a cholesterol-
metabolizing enzyme in the brain. Therein, it catalyzes the
formation of 24S-hydroxycholesterol, a polar metabolite of
cholesterol that can cross the blood-brain barrier.'>"'” In
addition to their role in disease-free conditions, cholesterol-
24S-hydroxylase (CYP46A1) and 24S-hydroxycholesterol have
been linked to neurologic disorders of the central nervous
system'®*” and potentially to neuronal death.'? Single-nucle-
otide polymorphisms (SNPs) have been identified in the
CYP46A1 gene. In some?' 32 but not all?*33-3? studies, this
type of polymorphism has been associated with increased risk
for late-onset Alzheimer disease. Surprisingly, whether this
intronic polymorphism affects the P450 mRNA and protein
levels has not yet been studied. Therefore, today the mecha-
nistic relation between the polymorphism and the apparent
effect on the risk of Alzheimer disease remains unknown.

The purpose of this study was to explore the association of
rs754203 SNP in intron 2 of the CYP46A1 gene with the risk of
POAG in a population from a single center in France and to
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evaluate plasma levels of the cholesterol metabolite formed by
CYP406A1 activity, 24S-hydroxycholesterol.

METHODS

Subjects

The protocol adhered to the tenets of the Declaration of Helsinki. This
cross-sectional study was approved by the Ethics Committee of Bur-
gundy (France). Informed consent was obtained from all subjects
before participation.

Blood samples were collected from 150 patients with glaucoma and
118 control subjects after an overnight fast at the Department of
Ophthalmology, Dijon University Hospital, Dijon, France. None of the
subjects was related to any other. All patients included in the study
were examined by a glaucoma specialist and underwent a thorough
ocular examination. The patients had been observed in our clinic for
several years. They did not have a history of neurologic disease or
dyslipidemia. Those with angle-closure glaucomas and secondary glau-
comas were excluded. POAG was defined by an open angle on gonios-
copy, characteristic glaucomatous optic nerve head abnormalities, and
corresponding reliable visual field defects recorded with SITA standard
white-on-white perimetry (Humphrey Field Analyzer HFA-II; Carl Zeiss
Meditec, Paris, France). Among the 150 patients, 18 had normal-
tension glaucoma and four had exfoliative glaucoma. The glaucoma
stages were defined according to the classification of Hoddap et alfe
The control subjects were age matched and recruited among patients
operated on for cataract or lid surgery and willing to participate in the
study. They had an IOP below 21 mm Hg, no evidence of glaucoma on
optic disc examination, and a normal frequency-doubling technique
screening test result. The brain weight and liver volume were calcu-
lated using size and weight data and established formulas from the
literature. 4143

CYP46A1 Genotyping

Buffy coats were placed on DNA-preserving paper (FTA; Whatman,
Kent, UK) and stored at room temperature in the dark according to the
manufacturer’s instructions. A 1.25-mm sample disc was taken for each
PCR reaction. A 285-bp PCR product was amplified by using specific
primers for rs754203 SNP (forward primer: 5'-TGAAAACGAGTTTC-
CC C-3'; reverse primer: 5-GTGTGACCAGGTAACAGTCA-3") in a
12.5-pL volume reaction with 1.25 U of DNA polymerase, 1.5 mM of
MgCl,, 1.25 pL of 10X NHy buffer, 200 uM dNTPs (BioTaq: Bioline
GmbH, Luckenwalde, Germany).

After initial denaturation at 95°C for 8 minutes, the reaction mix-
ture was subjected to 50 cycles of 1-minute denaturation at 95°C,
I-minute annealing at 53°C, and a 2-minute extension at 72°C, fol-
lowed by a final extension at 72°C for 5 minutes. The PCR products
were digested by Mspl (Promega, Charbonnieres, France). The frag-
ment amplification and digestion results were revealed by 1.8% agarose
gel electrophoresis and ethidium bromide staining. The CYP46A1*T
allele corresponded to the uncut 285-bp fragment, whereas the
CYP46A1°C allele was characterized by two fragments of 209 and
76 bp.

Quantification of Plasma
24S-hydroxycholesterol Levels

Plasma 24S-hydroxycholesterol levels were assayed by isotope dilution
mass spectrometry using racemic |.25.25.24—2H3|-Zi-lly'droxych()lcsr
terol, as previously described.'*!7'"844 Briefly, deuterated 24-hydroxy-
cholesterol (200 ng, [25,23.24-2H3]-Z4-hydroxych()lcs(crol) was added
to 0.5 mL of plasma. After alkaline hydrolysis with 1 N KOH in 90%
cthanol for 2 hours, the solution was neutralized with 65 pL of
phosphoric acid, and the sterols were extracted with 9 mL of chloro-
form in the presence of 3 mL of 0.9% sodium chloride. The organic
phase was removed, and the solvent was evaporated to dryness. The
sterols were dissolved in 1 mL of toluene. A 100 pL aliquot was
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removed for quantification of the cholesterol concentration. For this
purpose, 30 ug of Sa-cholestane was added, the solvents were evap-
orated to dryness, and the sterols were derivatized to trimethylsilyl
ethers by heating at 60°C after the addition of 200 pL of pyridine and
200 pL of BSTFA (Supelco, Bellafonte, PA). The solvents were evapo-
rated under nitrogen gas, and the samples were resuspended in hexane
and analyzed on a gas chromatography-electron ionization mass spec-
trometer (HPG890 series II; Agilent, Palo Alto, CA) plus a chromato-
graph combined with a mass selective detector (HP; Agilent) operated
in selected ion monitoring mode. A 1-uL aliquot was injected by
automated injection in a splitless mode at an injection temperature of
300°C on a fused silica capillary column (30 m X 0.25 mm ID; 0.25 pm
film thickness; DB-5MS; J&W Scientific, Agilent Technologies, Massy,
France). The initial oven temperature was Kept at 50°C for 1 minute;
then it was increased at a rate of 20°C - min~ ' to 250°C and thereafter
at 5°C - min~' to a final temperature of 300°C. The temperature of the
transfer line was Kept at 300°C. Electron impact ionization was used at
70 eV ionization energy. Trimethylsilyl-cholesterol and Sa-cholestane
were measured at 7/ 368 and 372 atomic mass units (amu), respec-
tively. Absolute amounts of cholesterol were determined by interpola-
tion from a standard curve generated in each experiment.

The remainder of the saponified sterols was purified on silica
columns (Supelco) for quantification of 24S-hydroxycholesterol. Cho-
lesterol was eluted with 8 mL of 0.5% isopropanol in hexane. Purified
oxysterols were subsequently eluted with 5 mL of 30% isopropanol in
hexane and derivatized to trimethylsilyl ether as just described. The
samples were analyzed by gas chromatography-mass spectrometry as
described. Both 24S-hydroxycholesterol and deuterated 24-hydroxy-
cholesterol were measured at m/z 413 and 416 amu, respectively.
Absolute amounts of 24S-hydroxycholesterol were determined by in-
terpolation from a standard curve generated in each experiment. A
typical mass spectrometry-gas chromatogram obtained from a plasma
sample is displayed in Figure 1, as well as a typical standard curve in
the inset in Figure 1.

Statistical Analysis

The Student’s r-test and the x? test were performed to compare sex,
age, alleles, and genotype frequencies between POAG cases and con-
trols. Odds ratios (ORs) and 95% confidence intervals (CIs) were
calculated by logistic regression analysis to assess the relative associa-
tion between disease and age, sex, and genotypes. The percentage of
population-attributable risk of carrying the TT genotype was calculated
with the formula iR — 1)/R, where fis the fraction of cases with the
TT-genotype and R is the measure of OR. The SAS Software (SAS
Institute, Cary, NC) was used for statistical analysis. P < 0.05 was
considered to be statistically significant.

RESULTS

The clinical characteristics of control subjects and patients
with POAG are presented in Table 1. Both groups were similar
except for the female-to-male ratio in moderate POAG com-
pared with control subjects and other POAG subgroups (Table
1). The genotypic OR and 95% CI for POAG were estimated
assuming a dominant genetic model (major TT homozygote
versus the others). The frequency of the TT-genotype and
T-allele in the CYP40A1 intron 2 rs754203 polymorphism was
significantly higher in the population of patients with POAG
than in the control group: 61.3% versus 48.3%, respectively, for
the TT genotype (P < 0.05). This frequency was even greater
in patients with normal-tension glaucoma since 13 of the 18
carried the TT genotype. The rs754203 SNP in intron 2 of
CYP46A1 was associated with a significant risk for POAG
(OR = 1.26; 95% CI = 1.006-1.574, P < 0.05, Table 1).
Patients with POAG had no significant differences in plasma
24S-hydroxycholesterol levels and the 24S-hydroxycholesterol-
to-cholesterol ratio compared with control subjects (P > 0.05,
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Ficure 1. Typical trace obtained by
gas chromatography-mass spectrom-
etry for quantification of 24S-hy-
droxycholesterol in a human plasma
sample using an internal deuterated
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Table 1). Similarly, the plasma 24S-hydroxycholesterol levels
and the 24S-hydroxycholesterol-to-cholesterol ratio were not
different between CC, CT, and TT carriers when considering
patients with POAG and control subjects independently (P >
0.05, Table 2) or together (P > 0.05, data not shown). Plasma
absolute and cholesterol-related 24S-hydroxycholesterol levels
did not correlate to visual field parameters such as MD (mean
defect) or PSD (pattern standard deviation) (data not shown).
The subjects’ ages, corresponding to the age when blood was
sampled, were used as the cofactor. Figure 2 shows the plasma
cholesterol-related levels of 24S-hydroxycholesterol in control
subjects (Fig. 2A) and patients with POAG (Fig. 2B) from the
age of 44 years onward. The ratio between brain weight and
liver volume for the different ages, based on data from the
literature,*'~%3 is also indicated in the figure. The levels of
24S-hydroxycholesterol closely followed the brain weight-to-
liver volume ratio during the different decades of life. The only
exception was observed in patients with POAG older than 80
years who had lower plasma 24S-hydroxycholesterol levels
than expected from their brain weight-to-liver volume ratio.

! ' ! standard of 24-hydroxycholesterol.

Inset: a standard curve.

DISCUSSION

Glaucoma encompasses a group of diseases that appear to be
genetically heterogeneous. Different glaucoma genes have
been identified, but these genes account for only a small
proportion of glaucomas.*> Myocilin mutations have been
linked to POAG and associated with 10% of juvenile-onset and
4% of adult-onset cases of POAG."® Nevertheless, contradic-
tory data have been obtained on other genes such as apoli-
poprotein E.**~>¢ Most glaucoma cases appear to be multifac-
torial and are probably affected by multiple interacting loci.
Several genetic susceptibility factors have been suggested to
contribute to glaucoma. These factors fit into two broad
groups, those affecting intraocular pressure and those that are
important in modulating retinal ganglion cell viability.*> Recent
data suggest that cholesterol and cholesterol metabolism may
be involved in the pathogenesis of glaucoma.®*>” Cholesterol-
24S-hydroxylase (CYP406A1) is a cholesterol-metabolizing en-
zyme involved in the removal of cholesterol from neuronal
structures.'>' 7 Among various SNPs in the CYP46A1

Tasie 1. Clinical Characteristics, Plasma 24S-Hydroxycholesterol Levels and SNP in Intron 2 of the CYP46A1 Gene in the Study Subjects

Patients with POAG

Control
Subjects All Early* Moderate* Advanced*
n 118 150 31 49 70
Female-male ratio | 1.1 1.1 1.6 0.9
Age, y (mean = SEM) 709 * 1.1 695 1 66.1 £ 0.9 68.4*09 1.5 1
Plasma 24S-hydroxycholesterol
ng - mL of plasma~! (mean * SEM) 97.4 37 94 +26 1028 = 3.2 92125 91.5:% 2.5
ng + mg of cholesterol ' (mean + SEM) 1231 = 5.1 126 = 5.6 120.6 £ 4.9 1246 +£5.7 129 58
rs754203 SNP in CYP46A1 gene (percentage
of total samples in each category)
CC 25 33 3.2 4.1 29
CT 49.2 353 29 429 329
T 483 613 67.7 531 04.3
Allele frequency
CYP46A1°C 0.27 0.19 0.18 0.26 0.19
CYP46A1°T 0.73 0.81 0.82 0.74 0.81

* Stages of glaucoma were defined according to the classification of Hoddap et al i
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TABLE 2. 24S-hydroxycholesterol Levels as a Function of rs754203 SNP in Intron 2 of the CYP46A1
Gene in Control Subjects and Patients with POAG

Plasma 24S-hydroxycholesterol

ng - mL plasma™' ng - mg cholesterol™" Age (v)
Control subjects (7 = 118) 97437 123.1 £5.1 709 + 1.1
TT (n = 57) 104 = 6.6 123 = 7.5 712+ 1.6
CC+CT (n = 61) 91 = 3.5 123.2 6.7 T1E14
All POAG patients 942+ 26 1248 55 69.5 = 0.9
TT (n = 92) 98.3 3.4 123.7 = 6.9 68 1.2
CC+CT (n = 58) 87.9 £3.1 126.5 9.7 68.2 = 1.6
Classified in early glaucoma* 1034+ 1.3 122i8 +:11.1 66.3 * 0.4
TT (n = 21) 106.8 = 9.8 126.35 * 14.6 65!2 =23
CC+CT (n = 10) 949 = 7.2 109.15 = 15.6 67.8 =37
Moderate glaucoma* 92.1 21 124.6 = 10 68.3* 1.6
TT (n = 206) 96.8 = 6.9 127.7 = 14.1 70:3= 21
CC+HCT (2 = 23) 86.9 = 5.1 121.2) = 145 66 +23
Advanced glaucoma* 914+ 46 1289 = 8.5 715+ 1.2
TT (n = 45) 944 *5 1224 =99 722+ 18
CC+CT (n = 25) 86.5 = 4.9 139.9 = 15.7 702 =27

Results are expressed as the mean = SEM.

* Stages of glaucoma were defined according to the classification of Hoddap et al 0

gene,?'3*%% the TT genotype in intron 2 of CYP46A1, desig-
nated as rs754203 SNP, has been found to be a risk factor for
Alzheimer disease.?>2%3%:32 Several observations have sug-
gested a possible relationship between Alzheimer disease and
glaucoma,’”>°=%3 with possible pathogenic similarities. Among
the common features of these two diseases are overproduction of
Alzheimer-AB peptide, which has been reported in the aqueous
humor of patients with glaucoma,®* and deposition of which has
been associated with retinal degeneration.®” Brown et al.*® re-
ported that 24S-hydroxycholesterol inhibits AB and amyloid pre-
cursor protein secretion in cortical neurons via LXR activation.
Increased 24S-hydroxycholesterol production would therefore be
expected to decrease neuron degeneration.

Most 24S-hydroxycholesterol in human circulation origi-
nates from the brain'*'” and is metabolized in the liver.'"*”
Hence, the ratio of brain weight-to-liver volume has been found
to be a powerful indicator of the age-related variations of
plasma 24S-hydroxycholesterol levels in humans.'® In our pop-
ulation of patients with POAG and control subjects, we also
found a correlation between plasma 24S-hydroxycholesterol
and subject age (Fig. 2), suggesting that even though the neural
retina also expresses CYP46A1 and is enriched in 24S-hydroxy-
cholesterol,'! it accounts for only a minor part of the plasma
24S-hydroxycholesterol levels. Furthermore, our data showed
that 24S-hydroxycholesterol was not a relevant glaucoma bio-
marker.

A
=)
E
)
£
FIGURE 2. Plasma cholesterol-related 3
24S-hydroxycholesterol levels in nor-

mal subjects (A) and patients with
POAG (B) as a function of age. Results
are expressed as the mean = SEM. <50
Estimated ratio between brain weight (n=8)
and liver volume is indicated.

B 24s.

51-60
(n=15)

6170
(n=26)
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71-80
(n=42)

The biological importance of 24S-hydroxycholesterol in the
eye has not been clearly elucidated until now. We'' and oth-
ers'? have found that the neural retina exclusively expresses
CYP46A1 and is enriched in 24S-hydroxycholesterol."' Of
note, Ikeda et al.°® reported the existence of an enzyme in the
nonpigmented ciliary epithelium capable of converting 24S-
hydroxycholesterol into 7a,24S-dihydroxycholesterol. 24S-hy-
droxycholesterol may also bind oxysterol-binding protein,
which has already been reported to be expressed in the reti-
na,® and thereby participate in cellular signaling. As in the
brain,'*'*'7 production of 24S-hydroxycholesterol may be
considered a metabolic pathway for neurons to eliminate cho-
lesterol. Indeed, by triggering the addition of a hydroxyl group,
CYP46A1 renders the cholesterol molecule more hydrophilic
and facilitates its flux through biological membranes. Based on
data from animal models and human observations, other mech-
anisms involving lipoproteins are also crucial for cholesterol
metabolism in the retina.”*~"*

In view of the present controversy with respect to the
possible link between the intronic polymorphism in the
CYP46A1 gene and Alzheimer disease,?'~3'+33-3% it is important
that the results of the present study be confirmed in other
populations of patients with glaucoma. Indeed, glaucoma can
be considered an optic nerve neuropathy characterized by
neurodegenerative processes.” But among the various subtypes
of glaucoma, normal-tension glaucoma may share the closest
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features with Alzheimer disease. Therefore, further investiga-
tions of CYP46 polymorphisms in those patients are warranted
to verify the higher frequency of the TT genotype. Since we did
not find a correlation between the levels of 24S-hydroxycho-
lesterol in the circulation and the polymorphism, we do not
have a mechanistic explanation for the apparent link between
glaucoma and the polymorphism. If the present results can be
confirmed, however, the polymorphism can be added as an
additional risk factor for the disease.
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B.  Association entre polymorphisme CYP46A1 et
DMLA

Fourgeux, C., et al., Single Nucleotide Polymorphism in the Cholesterol-24S-Hydroxylase
(CYP46A1) Gene and Its Association with CFH and LOC387715 Gene Polymorphisms in
Age-Related Macular Degeneration. Invest Ophthalmol Vis Sci, 2012. 53(11): p. 7026-7033.

N.B: Les figures mentionnées dans le texte font référence a celles qui sont parues dans
cet article.

Une autre étude de SNP, de plus grande envergure, a été entreprise par notre équipe
afin de rechercher, dans une population, les interactions de rs754203 (SNP géne CYP46A1)
avec les genes CFH (code un facteur du complément H), LOC387715 (code une protéine
mitochondriale de la rétine). Les genes CFH et LOC387715 sont reconnus comme facteurs
génétiques de risque de la DMLA. Comme dans I’étude sur le GPAO, la concentration
plasmatique de 24S-OH a été également évaluée dans notre population constituée de patients
DMLA et de sujets témoins.

L’objectif de ce travail était d’apporter des données sur la possible implication du SNP
rs754203 de CYP46A1 dans la pathogénése de la DMLA, et de considérer que ce SNP est un
facteur de risque supplémentaire de DMLA. Pour cela, des patients DMLA avec une atrophie
géographique (GA) et une néovascularisation choroidienne (CNV) (correspondant a la forme
exsudative de la DMLA) ont été génotypés pour le SNP rs754203 de CYP46A1, le SNP
rs10490924 de LOC387715 et le SNP rs1061170 de CFH.

Méthode

Les 1388 patients DMLA notre étude (qui avaient contracté une DMLA sur au moins
un ceil) et les 487 témoins ont été recrutés dans les services d’ophtalmologie des CHU de
Dijon, Créteil et Bordeaux. Tous ces patients étaient d’origine caucasienne. Le diagnostic de
DMLA a été confirmé chez les patients ou infirmé chez les témoins par un examen non
mydriatique suivi d’une angiographie a la fluorescéine. Tous les patients inclus dans cette
étude ont été examinés par un spécialiste de la rétine. Les sujets témoins ont été sélectionnés
parmi des patients du CHU volontaires pour participer a I’étude. Ceux-ci €étaient suivis apres
une opération de la cataracte ou aprés chirurgie de la paupiére. Des photographies
stéréoscopiques digitales du fond d’ceil ont été prises au moment de I’examen, et les images
ont été graduées selon les définitions du systéeme Wisconsin de graduation de la DMLA. Les

fonds d’ceil des contrdles étaient dénués de drusen. Outre leur apparition avec I’age, ils sont
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également une caractéristique de la DMLA. Les patients DMLA ont été divisés en deux
groupes : avec néovascularisation choroidienne (CNV) et avec atrophie géographique (GA).

Les échantillons de sang (cellules nucléées) provenant de tous les patients ont été
recueillis pour le génotypage. Bretillon et al. [226] ont montré, chez I’homme, que les
niveaux plasmatiques de 24S-OH reflétent la balance entre sa production cérébrale et son
métabolisme hépatique. Ainsi, le rapport entre le poids du cerveau et le volume du foie a été
calculé en utilisant les données de poids corporel et de taille de I’individu. Cela a été fait pour
128 patients DMLA et 71 sujets témoins. Le plasma a été prélevé chez ces patients pour
mesurer le cholestérol et le 24S-OH. La prise de médicaments diminuant le cholestérol
(statines en particulier) a été prise en compte. Dans cette sous-population, nous avons évalué
en quoi des différences interindividuelles dans les niveaux de 24S-OH pouvaient étre
expliquées par des différences similaires dans le rapport du poids du cerveau sur le volume du
foie. Etant donné que le foie représente 80% de la production de 24S-OH chez I’homme, et
que le foie est responsable de son élimination, nous assumons que ce rapport pourrait étre le
meilleur marqueur de la capacité de I’organisme a synthétiser et métaboliser le 24S-OH, et de
refléter les niveaux plasmatiques de 24S-OH [226, 330, 384]. Les niveaux plasmatiques de
24S-0OH ont été quantifiés par spectrométrie de masse couplée a la chromatographie gazeuse a
I’aide d’un stantard interne de 24S-OH déutéré.

L’assomption de Hardy-Weinberg a été établie par la méthode standard en comparant
le nombre de sujets observés dans différentes catégories de génotypes avec le nombre attendu
de sujets sous I’équilibre de Hardy-Weinberg, pour la fréquence estimée de I’alléle, et
soumise au test d’ajustement statistique de Pearson en utilisant le %> avec 1 degré de liberté.
Le test ¥ a été utilisé pour comparer les distributions génotypiques et les fréquences
alléliques entre les patients et les témoins. Les modeéles de régression logistique ont été
utilisés pour estimer les Risques Relatifs (OR, pour Odd Ratio) avec un intervalle de
confiance a 95% (IC 95%) pour le risque de DMLA. Les OR et les intervalles de confiance a
95% (IC 95%) ont été calculés par régression logistique pour confirmer I’association relative
de la pathologie avec I’age, le genre et le génotype. La significativité des résultats obtenus
lors des tests les analyses statistiques a été obtenue en conférant une valeur de p inférieure a
0,05 (p <0,05). Le logiciel SAS 9.02 a été utilisé pour effectuer ces tests.

Résultats
Le groupe témoin (n=487) était significativement plus jeune que le groupe DMLA
(n=1388). Comme attendu, il y avait une majorité de femmes dans le groupe DMLA, étant
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donné la moyenne d’age. Les génotypes et les fréquences alléliques des 3 SNP sont présentés
dans le tableau 1.

Le tableau 1 montre que la présence de I’alléle a risque T dans le polymorphisme
rs754203 de CYP46Al1 n’est pas un facteur de risque de la DMLA (OR brut =1,2; IC
95%=0,9-1,4 ; p=0,2 ; tableau 2). L’OR brut pour le risque de DMLA était de 2,9 (IC 95%
=2,4-3,4 ; p <0,0001) en tenant compte du nombre d’alléles T dans le rs10490924 du géne
LOC387715, et 2,0 (IC95% =1,7-2,3 ; p <0,0001) en tenant compte du nombre d’alleles C
dans le rs1061170 du gene CFH. L’alléle a risque T dans le SNP rs10490924 de LOC387715
et I’allele C dans le SNP rs1061170 de CFH ont bien été retrouvés en tant que facteurs de
risque de DMLA dans notre population (p < 0,0001) (tableau 2).

Nous avons ensuite cherché s’il y avait une association entre ces facteurs alléliques a
risque et le phénotype clinique (tableau 2). Le SNP rs10490924 dans le géne LOC387715 est
significativement associé a la DMLA chez ces patients. L’OR ajusté pour I’age et le sexe était
de 13,9 (IC95% =7,9-24,2) pour I’homozygote TT et de 2,7 (IC95% =2,0-3,5) pour
I’hétérozygote GT, comparé au génotype GG. Le SNP rs1061170 dans le gene CFH était
significativement associé avec la DMLA. Comparé au génotype TT, I’OR ajusté pour I’age et
le sexe était de 4,8 (IC95% =3,2-7,0) pour I’homozygote CC, et de 2,4 (IC95% =2,0-3,5)
pour I’hétérozygote CT.

Nous avons aussi établi les effets cumulés du SNP rs754203 de CYP46A1 avec les
SNP de LOC387715 et CFH. Un OR de 2,2 (IC95% =1,1-4,4 ; p=0,04) a éte obtenu chez les
porteurs de I’allele C dans le gene CYP46A1 qui ne portent pas les alleles a risque dans les
génes LOC387715 et CFH (tableau 2).

Les concentrations plasmatiques de 24S-OH et les ratios 24S-OH/cholestérol calculés
sont présentés dans le tableau 3. Les patients DMLA (n=128) avec les trois génotypes de
CYP46A1 présentent une différence significative (p <0,01) pour les taux de cholestérol
plasmatique, pour les niveaux de 24S-OH (p <0,01) et pour les ratios 24S-OH/cholestérol
(p=0,04) comparé aux témoins (n=71).

Un effet du sexe (H/F) a été observé seulement dans les niveaux de cholestérol des
témoins. Apres ajustement sur le sexe, le SNP et I'utilisation de statines, la différence était a
la limite de la significativité chez les sujets témoins (p=0,0579). Les femmes homozygotes TT
pour CYP46A1 ont des niveaux significativement plus faibles que les femmes avec I’allele C
(p=0,0261) et les hommes homozygotes TT (p=0,042).

Il n’a pas été trouvé de différence entre les sujets témoins et les patients DMLA bien
qu’une faible, mais non significative augmentation du 24S-OH plasmatique ait été observée
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chez les patients DMLA (voir la figure). Ceci est cohérent avec nos précédentes données
[226] sur les fluctuations du 24S-OH plasmatiques au cours de la vie, et avec I’age plus
avancé de notre population DMLA comparée a la population témoin.

Discussion

La prévalence de la DMLA aux USA est de 6,5% [385]. L’ impact du facteur génétique
est important dans la DMLA et son héritabilité, démontrée par des études d’agrégation
familiale, de ségrégation et d’études jumelles, est évidente [386].

Notre étude a confirmé I’association entre la DMLA exsudative et les SNP des génes
CFH et LOC387715. Le risque est plus grand avec I’allele T pour LOC387715, et I’allele C
pour CFH.

L’ARNmM de LOC387715 est détecté dans la rétine humaine et ’EPR [387, 388].
LOC387715 code une protéine membranaire mitochondriale de 12kDa se trouvant également
dans la matrice extracellulaire. L alléle T a risque du rs10490924 de LOC387715 affecterait la
fonction mitochondriale de la protéine et augmenterait la susceptibilité de dégénérescence des
photorécepteurs associée a I’age.

L’inflammation chronique locale participe a la formation de drusen dans la membrane
de Bruch et est impliquée dans la physiopathologie de la DMLA. CFH est le géne codant un
facteur du complément H et un des membres de la cascade du complément. CFH a un réle
dans le processus de I'inflammation. L’association du polymorphisme CFH Y402H avec la
DMLA serait due a une diminution de la clairance des débris cellulaires et a I’augmentation
de I’inflammation locale [389].

La fréquence de I’alléle C de CYP46A1 dans notre population témoin était comparable
a celle retrouvée dans les autres populations caucasiennes d’Europe (28%) [390].

L’allele a risque C du SNP rs754203 de CYP46A1 confére un risque plus élevé de
DMLA exsudative, mais seulement chez les patients atteints de DMLA exsudative qui ne sont
pas porteurs des alleles a risque des SNP de CFH et LOC387715 étudiés ici. Bien que cette
association soit significativement recevable, il est difficile d’émettre une conclusion car notre
échantillon de population est relativement petit. Des études supplémentaires a plus grande
échelle sont nécessaires pour confirmer ce résultat.

Le génotype TT dans I’intron 2 de CYP46A1, désigné par le SNP rs754203 a été
identifie comme facteur de risque pour la MA, et plus récemment pour le GPAO [391].
CYP46ALl et son métabolite, le 24S-OH sont spécifiques a la rétine neurale, et spécifiquement
aux CGR. Puisque la perte de CGR est un trait caractéristique du glaucome, nous avions émis
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I’hypothése que nous allions trouvé une association du SNP de CYP46A1 avec le glaucome
[391], mais pas avec la DMLA. En effet, bien qu’il y ait une dégénérescence neuronale au
cours de la DMLA, elle implique en premier lieu les photorécepteurs, et non pas les CGR.

Comme dans notre précédente étude sur le GPAO, nous avions suggéré que le 24S-OH
n’était pas un biomarqueur de la DMLA. De fagon intéressante, les valeurs de 24S-OH
plasmatiques les plus élevées ont été retrouvées chez les patients porteurs de I’alléle C dans le
SNP CYP46A1. Ceci est cohérent avec le fait que le plus grand risque pour la DMLA chez les
patients ne portant pas I’allele a risque de CFH et LOC387715 a été retrouveé chez les patients
avec I’allele C dans le SNP de CYP46AL. Il n’y a pas de différence dans les valeurs de 24S-
OH plasmatiques entre les patients DMLA et les sujets témoins. La plus haute valeur de 24S-
OH et en conséquence, le plus faible rapport 24S-OH/cholestérol retrouvée chez les patients
DMLA par rapport aux sujets témoin pourrait étre expliquée par le hasard plutét que par un
effet pathologique. En effet, I’association entre les niveaux de cholestérol et la DMLA n’a pas
été clairement établie [392, 393] (voir la figure). Dans nos deux groupes de population, les
niveaux de cholestérol sont faibles par rapport a ceux retrouvés dans la population générale.
Des éléments ont pu biaiser les résultats de notre étude : notre population témoin était faible et
la moyenne d’age (68 ans pour les témoins, 78 ans pour les patients DMLA) était assez elevée
si on tient compte de la tendance a la baisse du cholestérol total chez les personnes agées
[394]. Le mode de vie est aussi un facteur important qui modifie la composition lipidique du
plasma, et notre échantillon de population était issu d’un seul centre ophtalmologique
dijonnais. Il faudrait donc extrapoler a une population plus large.

Deux nouveaux polymorphismes des génes LIPC (codant la lipase hépatique, LH) et
SCARB1 (codant le récepteur membranaire SR-BI) ont récemment été identifiés comme
facteurs de risque potentiels pour la DMLA. La LH et SR-BI ont la particularité commune de
moduler le métabolisme du cholestérol, en affectant les niveaux d’HDL et I’utilisation du
cholestérol cellulaire. Ces deux génes méritent d’étre étudiés davantage en associant le
cholestérol et la DMLA, indépendamment de leurs effets sur le niveau plasmatique de HDL.

Cet article a I’originalité d’analyser I’implication possible, bien que mineure, d’un
polymorphisme T/C de CYP46Al1 dans la DMLA. Nos données montrent que le
polymorphisme génétique rs754203 de CYP46A1 n’a pas éte retrouveé, en tant que tel, comme
facteur de risque chez des patients DMLA, mais pourrait I’étre chez les patients DMLA
exsudative non porteurs d’alléles a risque dans le SNP rs1061170 du gene CFH et le SNP
rs10490924 de LOC387715.
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Purrose. We investigated the association of single nucleotide
polymorphism (SNP) in the cholesterol-24S-hydroxylase (CY-
P46A1) gene, according to CFH and LOC387715 SNPs, with
age-related macular degeneration (AMD).

Mernons. We enrolled 1388 AMD patients with neovascular
AMD or geographic atrophy and 487 unrelated control
subjects. SNPs were genotyped in the CYP40A1 (rs754203),
LOC387715 (rs10490924), and CFH (rs1061170) genes.
Plasma 24S-hydroxycholesterol, the metabolic product of
CYP46A1, was quantified by gas chromatography-mass spec-
trometry using an authentic deuterated internal standard in
subgroups of patients and controls. The %? test was used to
compare categoric allelic and genotype distributions between
cases and controls. The odds ratio (OR) with a 95% confidence
interval (95% CI) was calculated for AMD risk, and adjusted for
age and gender. Significance levels were set at P < 0.05.

Resurrs. The rs754203 SNP in the CYP46A1 gene was not
associated with AMD (crude OR — 1.2, 95% CI — 0.9-1.4, P —
0.2). The crude OR for risk of AMD was 2.9 (95% Cl —2.4-3.4,
P < 0.0001) according to the number of rs10490924 T alleles
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in the LOC387715 gene, and 2.0 (95% CI = 1.7-2.3, P <
0.0001) according to the number of rs1061170 C alleles in the
CFH gene. After adjustment for age and gender, an OR of 2.2
(95% CI = 1.1-4.1, P — 0.04) was obtained for AMD cases with
the C allele in the CYP406A1 gene, and carrying no risk alleles
in the CFH and LOC387715 genes.

Concrusions. The rs754203 C allele in the CYP46A1 gene may
confer a higher risk for exudative AMD in patients who carry
no risk alleles in the CFH and LOC387715 genes. Additional
studies with larger sample sizes are needed in AMD subjects at
no risk in CFH and LOC387715. (Invest Ophthalmol Vis Sci.
2012;53:7026-7033) DOI:10.1167/i0vs.12-9652

Agc—rclzltcd macular degeneration (AMD) is the most
common cause of irreversible visual loss in Western elderly
populations. Its prevalence recently was estimated at 6.5%
after 40 years of age in the United States." AMD is a genetically
complex disorder of the photoreceptor-RPE-Bruch’s mem-
brane (BrM)-choriocapillaris complex.>~> Early AMD is char-
acterized histopathologically by retinal pigment abnormalities
and drusen between the RPE and choroid.*” Drusen are
deposits of extracellular debris, enriched in neutral lipids,
including cholesterol and cholesteryl esters (see the study of
Curcio et al.® for review). Drusen are classified as hard or soft.
Although occurring frequent in elderly human subjects and
found mainly in the macula,” soft drusen at early stages are
associated with a higher risk for late AMD.!'*-!'! Late AMD
includes geographic atrophy (GA) and choroidal neovascular-
ization (CNV). AMD is a complex disease derived from
inherited and environmental factors, such as advanced age,
smoking habits, lifestyle, and dietary status.'? Familial aggre-
gation'*'° and twin studies'”’"2° have shown that genetic
propensity accounts for a large proportion in the prevalence of
AMD.

Nevertheless, its etiology remains poorly understood. In the
past few years, research into the genetics of AMD has been
successful. Several studies have supported definitively the
association between AMD and variants of genes coding for
members of the complement cascade, including complement
factor H (CFH).?! A single nucleotide polymorphism (SNP),
rs1061170 (Y402H), in the CFH gene results in a missense
mutation, and significantly increases the likelihood of AMD in
European populations.???* Protective variants in the comple-
ment pathway subsequently were identified in the comple-
ment component 2/B factor locus.?* Recently, two reports
have indicated an association with variation in the complement
component 3 locus.?>?® Genome-wide scans also support
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linkage to chromosome loci.?”?% Two reports implicated
LOC387715 as a major contributor to AMD susceptibility,??-3°
and recently HTRA1 (which lies 6 kb distal to LOC387715)
emerged as a leading contender for the second AMD
susceptibility gene.3'32 The promoter SNP in HTRAI, a gene
that encodes a heat-shock serine protease found in retinal
tissues, produces a change in the expression level of the
gene 332 HTRA1 expression has been reported to increase
with advancing age in human fibroblasts.?! In transgenic mice,
overexpression of HTRA1 induces changes in the elastic layer
of Bruch’s membrane, which appear fragmented with electron-
dense spots®® and polypoidal choroidal vasculopathy.??
LOC387715/ARMS2 has been suggested to encode a mito-
chondrial-associated protein that also is found in the retina.
The common c¢.205G. T non-synonymous coding SNP
(rs10490924), which changes alanine to serine at codon 69
of LOC387715, may result in misfolding of the protein.?®

Cholesterol is a key component of the neural retina and
retinal pigment epithelium.’**37 In humans, it accounts for
more than 10% of the lipids therein.?® Similar to the brain,3°-4!
the neural retina expresses a cytochrome P450 enzyme called
cholesterol-24S-hydroxylase (CYP46A1),*2%3 which can con-
vert cholesterol into 24S-hydroxycholesterol. This pathway has
been suggested as a mechanism for controlling cholesterol
homeostasis in neurons, at least in the brain.* In addition to
24S-hydroxycholesterol, the retina exhibits significant amounts
of pregnenolone, which is produced by CYPI11Al, 27-
hydroxycholesterol, and 3p-hydroxy-5-cholestenoic acid, an
oxidation product of 27-hydroxycholesterol, that are formed by
CYP27A1.%% Interestingly, the amount of 3B-hydroxy-5-choles-
tenoic acid exceeded that of 24S-hydroxycholesterol in the
human retina and RPE, while 24S-hydroxycholesterol was
absent from RPE.*> Therefore, other mechanisms than 24S-
hydroxylation of cholesterol likely may participate in the
removal of cholesterol from the retina. Nevertheless, contrary
to 27-hydroxycholesterol, which is produced mainly in
photoreceptors and RPE, which are the primary sites of
AMD, 24S-hydroxycholesterol appears to be neuron-specif-
ic.124395 Assuming these site- and cell-differences, 24S-
hydroxycholesterol thus may be associated less likely with
AMD than other oxysterols, such as 7-ketocholesterol.*¢
However, a link between CYP46A1, 24S-hydroxycholesterol,
and neurodegeneration in Alzheimer’s has been suggested.
Overexpression of CYP46A1 has been reported to reduce
amyloid deposits in the hippocampus of transgenic mice
carrying the Swedish APP23 mutation and APP/Presenilin 1
mice, as murine models of Alzheimer’s disease.?” A knock out
in CYP406A1 gene in a mouse model of Alzheimer’s disease
resulted in a prolonged lifespan.® SNPs in the CYP46A1 gene
have been identified. In some,*-°° but not all,>*°'-%7 studies,
this type of polymorphism was associated with increased risk
for late-onset Alzheimer disease. Recently, we found that the T
allele in the CYP46A1 rs754203 SNP was associated with a
higher risk for primary open-angle glaucoma.®®

The aim of our investigation was to provide data on the
possible involvement of the rs754203 SNP in CYP406A1 as an
additional risk factor for AMD. For that purpose, AMD patients
with GA and CNV were genotyped for the rs754203 SNP in
CYP46A1, rs10490924 in LOC387715, and rs1061170 in CFH.

MATERIALS AND METHODS

Subjects

The protocol adhered to the tenets of the Declaration of Helsinki. This
case-control study was approved by the local Ethics Committee (Dijon,

CYP46A1 Polymorphism in AMD 7027

Bordeaux, and Créteil, France). Informed written consent was obtained
from all subjects before participation.

The population comprised 1388 unrelated patients with AMD in at
least one eye and 487 unrelated control subjects recruited in the
Department of Ophthalmology in Dijon, Créteil, and Bordeaux, France.
All control subjects and patients were Caucasian. The diagnosis of AMD
was confirmed in cases or infirmed in control subjects by clinical non-
mydriatic examination followed by fluorescein angiography. All
patients included in our study were examined by a retina specialist.
The control subjects were recruited among patients operated on for
cataract or lid surgery, and willing to participate in the study.
Stereoscopic digital fundus photographs were recorded at the time
of examination, and images were graded using the definitions of the
Wisconsin Age-Related Maculopathy Grading System.'! The fundi of
controls were free of any drusen. AMD patients were divided into two
groups: C and GA. Blood samples for genotyping were obtained
from all the patients with AMD and from control individuals. The brain

weight and liver volume were calculated using size and weight data,
and established formulas from the literature,°*-7! as used previous-
YO8

Zin 71 control subjects and 128 AMD patients. Plasma was taken
in a fasting state from these subjects for measurements of cholesterol
and 24S-hydroxycholesterol (see below). The use of cholesterol-
lowering drugs was recorded. In this subpopulation we evaluated
whether interindividual differences in 24S-hydroxycholesterol levels
would be explained by similar differences in the ratio of brain weight
to liver volume. Given that the brain accounts for about 80% of 24S-
hydroxycholesterol production in humans,?>*! and the liver is
responsible for its elimination,?” we assumed that this ratio would be
the best marker for the capacity of the organism to synthesize and
metabolize 24S-hydroxycholesterol, and to reflect plasma 24S-hydrox-
ycholesterol levels.”?

CYP46A1, CFH, and LOC387715 Genotyping

DNA samples were evaluated for the rs754203 SNP in CYP46A1,
rs10490924 in LOC387715, and rs1061170 in CFH using either an
Affymetrix 6.0 platform (Créteil, France) as previously described”? or
in our own facilities.®®

Quantification of Plasma 24S-Hydroxycholesterol
Levels

Plasma 24S-hydroxycholesterol levels were assayed in a subset of 71
subjects and 128 AMD cases from the Department of Ophthalmology
(University Hospital, Dijon, France) by isotope dilution mass spec-
trometry using racemic [23,23,24-H;]-24-hydroxycholesterol, as de-

39417274 Briefly, deuterated 24-hydroxycholesterol

scribed previously.
(200 ng, |25.25.24--’1{:,I-Z-i—h)’dr()xych()lcsl(:r()l) was added to 0.5 mL of
plasma. After alkaline hydrolysis with 1 N KOH in 90% ethanol for 2
hours, the solution was neutralized with 65 pL of phosphoric acid and
the sterols were extracted with 9 mL of chloroform in the presence of
3 mL of 0.9% sodium chloride. The organic phase was removed and the
solvent was evaporated to dryness. The sterols were dissolved in 1 mL
of toluene. A 100 pL aliquot was removed for quantification of the
cholesterol concentration. For this purpose, 30 ug of Sa-cholestane
were added, the solvents were evaporated to dryness, and the sterols
were derivatized to trimethylsilyl ethers by heating at 60°C after the
addition of 200 pL of pyridine and 200 pL of BSTFA (Supelco,
Bellafonte, PA). The solvents were evaporated under nitrogen gas, and
the samples were resuspended in hexane and analyzed by gas
chromatography: electron ionization mass spectrometry using an
HPG6890 series II plus a chromatograph combined with an HP mass
selective detector operated in selected ion monitoring mode. A 1 pL
aliquot was injected by automated injection in a splitless mode at an
injection temperature of 300°C on a DB-5MS fused silica capillary
column (30 m X 0.25 mm id, 0.25 um film thickness; J&W Scientific,
Agilent Technologies, Massy, France). The initial oven temperature was
kept at 50°C for 1 minute, then it was increased at a rate of 20°C/min to
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250°C and thereafter at 5°C/min to a final temperature of 300°C. The
temperature of the transfer line was kept at 300°C. Electron impact
ionization was used at 70 eV ijonization energy. Trimethylsilyl-
cholesterol and So-cholestane were measured at m/z 368 and 372
amu, respectively. Absolute amounts of cholesterol were determined
by interpolation from a standard curve generated in each experiment.

The remainder of the saponified sterols was purified on silica
columns (Supelco) for quantification of 24S-hydroxycholesterol.
Cholesterol was eluted with 8 mL of 0.5% isopropanol in hexane.
Purified oxysterols subsequently were eluted with 5 mL of 30%
isopropanol in hexane and derivatized to trimethylsilyl ether as
described above. The samples were analyzed by gas chromatography-
mass spectrometry as described above. 24S-Hydroxycholesterol and
deuterated 24-hydroxycholesterol were measured at m/z 413 and 416
amu, respectively. Absolute amounts of 24S-hydroxycholesterol were
determined by interpolation from a standard curve generated in each
experiment.

Statistical Analyses

The Hardy-Weinberg assumption was assessed by the standard method
comparing the observed numbers of subjects in different genotype
categories with the expected number under Hardy-Weinberg equilib-
rium for the estimated allele frequency, and testing with a Pearson
goodness-of-fit statistic using the 72 with 1 degree of freedom. The ¥?
test was used to compare categorical allelic and genotype distributions
between cases and controls. General linear models were used to
compare means between cases and controls. Logistic regression
models were used to estimate the odds ratio (OR) with a 95%
confidence interval (95% CI) for AMD risk. ORs were adjusted for age
and gender. Significance levels were set at P < 0.05. Analyses were
performed with the SAS software release 9.02 (SAS Institute Inc., Cary,
NO).

RESULTS

The clinical characteristics of control subjects and AMD
patients are presented in Table 1. The control group was
significantly younger than the AMD cases (P < 0.01). There
was a preponderance of females over males in the AMD group,
as expected for this age group.

Tasie 1. Characteristics of the Population of Control Subjects and
AMD Cases, and Distribution of the Genotypes

Controls AMD Cases P Value
n 487 1388
Males (%) 39.8% 33.1% 0.008
Age (y £ SD) 68.3 + 85 788 + 7.4 <0.0001

CFH gene (rs1061170 SNP)

T 188 (38.6%) 291 (21.0%) <0.0001
| & 234 (48.1%) 708 (51.0%)
CC 65 (13.3%) 389 (28.0%)

C allele frequency 0.374 0:535 <0.0001
LOC387715 gene (rs10490924 SNP)

GG 299 (61.4%) 449 (32.4%) <.0.0001

GT 171 (35.1%) 644 (46.4%)

TT 17 (3.5%) 295 (21.2%)

T allele frequency 0.211 0.444 <0.0001
CYP406A 1 gene (rs754203 SNP)

T 259 (53.2%) 0691 (49.8%) 0.42

CT 188 (38.6%) 580 (41.8%)

CcC 40 (8.2%) 117 (8.4%)

C allele frequency 0.280 0.293 0.45
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The genotype and allelic frequencies for rs10490924 in
LOC387715, rs1061170 in CFH, and rs754203 in CYP406A 1 are
given in Table 1. The frequency of the rs10490924 risk T allele
in the LOC387715 gene and rs1161170 C allele in the CFH
gene was significantly higher (2 < 0.0001) in AMD patients
than in control subjects (Table 1). There was no statistically
significant difference between the frequency of the rs754203
risk C allele in the CYP406A 1 gene in control subjects and AMD
cases (P > 0.05, Table 1).

We then determined whether there was any association
between the risk alleles of rs754203 in CYP40A1, rs10490924
in LOC387715, and rs1061170 in CFH genes and the clinical
phenotype. The allele and genotype ORs of the SNPs in AMD
and control patients are given in Table 2.

The rs10490924 SNP in the LOC387715 gene was
significantly (P < 0.0001) associated with AMD patients. The
age- and gender-adjusted OR was 13.9 (95% CI — 7.9-24.2) for
the homozygous TT genotype and 2.7 (95% CI — 2.0-3.5) for
the heterozygous GT genotype, compared to the GG genotype
(Table 2).

The rs1061170 SNP in the CFH gene was associated
significantly with increased risk of AMD (£ < 0.0001, Table
2). Compared to the TT genotype, the age- and gender-adjusted
OR for the risk of AMD was 4.8 (95% CI — 3.2-7.0) for the
homozygous CC genotype and 2.4 (95% CI = 2.0-3.5) for the
heterozygous CT genotype.

The rs754203 SNP in the CYP46A 1 gene was not associated
with AMD (Table 2). No significant difference between
CYP406A1 genotypes in the AMD and control groups was
observed.

We also assessed the joint effects of the rs754203 SNP in
CYP406A1 with the SNP in LOC387715 and CFH. An OR of 2.2
(95% CI = 1.1-4.4, P— 0.04) was obtained for carriers of the C
allele in the CYP406A1 gene and no risk allele in the CFH and
LOC381175 genes (Table 2).

Plasma cholesterol, 24S-hydroxycholesterol and 24S-hydrox-
ycholesterol/cholesterol levels for the three genotypes of
CYP46A1 in 71 control subjects and 128 AMD patients are
given in Table 3. AMD patients presented a significant
difference in plasma cholesterol (P < 0.01), 24S-hydroxycho-
lesterol levels (P < 0.01), and the 24S-hydroxycholesterol-to-
cholesterol ratio (P — 0.04) compared to control subjects
(Table 3). A gender effect in plasma cholesterol levels was
found in control subjects only. After adjusted by gender, SNP,
and statin use, the difference remained at the limit of
significance in controls (7 — 0.0579), women homozygous
for the T allele in CYP46A1 gene SNP had significantly lower
plasma cholesterol levels than women with the C allele (P —
0.0261) and men homozygous for the T allele (P — 0.0042).

The Figure shows the plasma cholesterol-related levels of
24S-hydroxycholesterol in control subjects (part A of Figure)
and AMD patients (part B of Figure) from the age of 50 years
onward. The ratio between calculated brain weight and liver
volume for the different ages, based on data from the
literature®-7! and calculated in each of the control subjects
and patients, also is indicated in the Figure. As initially
postulated” and verified in glaucoma patients,*® this ratio
can be used as an index for the overall capacity of the body to
synthesize and metabolize 24S-hydroxycholesterol, especially
in infancy and adulthood and marginal changes in the elderly.”?
The levels of 24S-hydroxycholesterol closely follow the brain
weight-to-liver volume ratio during the different decades of life.
No differences were found between control subjects and AMD
patients, although a slight, but not significant increase in the
plasma 24S-hydroxycholesterol level was observed in AMD
patients at older ages, which is consistent with previous
findings”?> and with the more advanced age of our AMD
population compared to controls.
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TABLE 2.

CYP46A1 Polymorphism in AMD 7029

Crude and Adjusted ORs for rs1061170 in CFH, rs10490924 in LOC387715, and rs754203 in CYP46A1 Gene in AMD Cases

Crude OR (95% CI)

P Value Adjusted for Gender and Age P Value

CFH (rs1061170)

g i 1 (ref)

K |, N 2.0 (1.6-2.5)
cC 3.9 (2.8-5.3)
/n of C allele 2.0 (1.7-2.3)

LOC387715 (rs10490924)

GG 1 (ref)

GT 2.5 (2.0-3.1)
r 11.6 (6.9-19.3)

/n of T allele 2.9 (2.4-3.9)
CYP46A 1 (rs754203)

Total population

T 1 (ref)

CcT 1.2 (0.9-1.49)
ce 1.1 (0.8-1.6)
CIT4CCvs. TT 1.2 (0.9-1.49)

Patients at no risk in CFH (rs1061170) and LOC387715 (rs10490924)
CT=CC (n = 87) vs. TT (n = 102) 1.7 (0.9-3.1)
AMD cases with choroidal neovascularization

CT=CC (n = 40) vs. TT (n = 33) 1.2 (0.9-1.9)

<0.0001 <0.0001

1 (ref)
2.4 (1.8-3.2)
4.8 (3.2-7.0)
2.2 (1.8-2.7)

<0.0001 <0.0001

<0.0001 <0.0001

1 (ref)
2.7 (2.0-3.5)
13.9 (7.9-24.2)
3.2 (2.6-39

< 0.0001 <0.0001

0.42 0.32
1 (ref)
1.2 (0.9-1.49)
1.2 (0.8-1.6)
0.20 1.2 (0.9-1.5) 0.13
0.08 2.2 (1.1-4.49) 0.04
0.17 1.2 (0.9-1.6) 0.12

DiISCUSSION

Familial aggregation studies, twin studies, and segregation
analyses have provided strong evidence for the heritability of
AMD.”® Our data confirmed the association between exudative
AMD and the rs10490924 SNP in the LOC387715 gene and
rs1061170 in the CFH gene. Consistent with previous findings
in Caucasians and Chinese populations,3>7¢-78 our study
showed that the exudative AMD risk is higher with the T
allele of rs10490924 in LOC387714 and the C allele of
rs1061170 in the CFH gene. The LOC387715 T allele
frequency was 0.211 in control subjects, similar to that
reported for a population of European descent.”” In multiple
studies examining linkage disequilibrium in the 10q26 region,
the HTRA 1, and LOC387715 SNPs have been reported to be in
almost complete linkage disequilibrium.”®788% 10C387715
mRNA is detected in the human retina®> and retinal pigment
epithelium.3>8! It encodes a 12 kilodalton (kDa) protein,
which localizes to the extracellular matrix,®? and mitochon-
drial outer membrane when expressed in mammalian cells.>
The risk T allele of SNP rs10490924 maps to exon 1 of the
hypothetical LOC387715 gene and changes putative amino
acid 69 from alanine to serine (A69S), affecting its function in
mitochondria and increasing the susceptibility to ageing-
associated degeneration of the macular photoreceptors.’®

As reviewed recently, chronic local inflammation partici-
pates in drusen formation within Bruch’s membrane, and
consequently in the pathophysiology of AMD.?! CFH is the
gene encoding complement factor H and one of the members
of the complement cascade that has a role in inflammatory
processes. Laine et al. reported that the association of the CFH
Y402H polymorphism with AMD could be due to reduced
clearance of cellular debris and increased local inflammation.®?

The main objective of our present study was to provide data
on the CYP46A 1-T/C polymorphism in patients with AMD. The
frequency of the CYP46A1 C allele in our control subject
population (28%) was comparable with other Caucasian
populations from Europe.’*¢4%7 Our finding provided evi-
dence that the CYP46A1 rs754203 polymorphism per se is not
associated with AMD, but may be associated with AMD in cases

carrying no risk alleles in the CFH and LOC387715 genes.
Although the association reached statistical significance, it is
difficult to draw firm conclusions due to the relatively small
size of the present population. Further studies with larger
populations may be needed to confirm our findings. Choles-
terol-24S-hydroxylase (CYP46A1) is a cholesterol-metabolizing
enzyme involved in the removal of cholesterol from neuronal
structures.>-41.7284 The TT genotype in intron 2 of CYP46A1,
designated as the rs754203 SNP, has been identified as a risk
factor for Alzheimer disease®3>45860 and, more recently, for
primary open-angle glaucoma.®® CYP46A1 and its metabolic
product 24S-hydroxycholesterol are specific for the neural
retina, and especially for retinal ganglion cells.*>*3 Since the
loss of retinal ganglion cells is associated with glaucomatous
retinopathy, it is, therefore, clearly understandable that we
found a CYP46A1 SNP association with glaucoma,®® but not
with AMD. Indeed, although there is neuronal degeneration in
the course of AMD, it involves primarily photoreceptors and
not retinal ganglion cells.

The relevance of circulating 24S-hydroxycholesterol levels
has been questioned not only in neurodegenerative diseas-
es,”*85 put also with oxidative stress.®® However, the clinical
ralue of this still is under discussion.® Similar to our previous
data in glaucoma patients,®® we suggest that 24S-hydroxycho-
lesterol cannot be used as a biomarker for AMD. Interestingly,
the highest levels of 24S-hydroxycholesterol were observed in
patients with the C-allele in the CYP46A41 SNP. These data
somehow are consistent with the finding that the highest risk
for AMD in patients not carrying a risk allele in rs1061170 SNP
in the CFH gene and rs10490924 SNP in the LOC387715 gene
was found in patients with the C-allele in rs754203 SNP in the
CYP46A1 gene. As discussed previously, the ratio of 24S-
hydroxycholesterol to cholesterol may be a better marker for
the production of this oxysterol than the absolute amount.”?
Based on this assumption, no difference was observed in
plasma 24S-hydroxycholesterol between AMD and control
subjects. The higher plasma cholesterol level and, as a
consequence, the lower 24S-hydroxycholesterol-to-cholesterol
ratio in AMD patients than in controls may be explained more
likely by chance than a disease effect. Indeed, the association
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holesterol, 24S-Hydroxycholesterol and 24S-Hydroxycholesterol/Cholesterol Levels for the Genotypes in rs754203 SNP in CYP46A1 Gene in 71 Control Subjects and 128 AMD Cases

Plasma

TABLE 3.

24S-Hydroxycholesterol/Cholesterol (ng/mg)

24S-Hydroxycholesterol (pg/mL)

Plasma Cholesterol (mg/mL)

Control AMD P Value Control AMD P Value Control AMD P Value

AMD

Control

1150 = 5.6 0.04

+ 6.7

<0.01 126.3

3.1

+

89.6 + 4.9 102.0

<0.01

128 0.81 * 0.04 1.04 * 0.04

71

All genotypes

Subjects using cholesterol-lowering

29, 22.7%

13, 18.3%

drugs (n, %)

CYP406A 1 genotypes

1192 £ 7.8 ns

103.1 + 3.7 0.0025 1255 = 9.1

80.5 * 4.6
99.2 = 8.6

Control

0.0013
0.031

1.04 = 0.06
1.04 = 0.06

0.78 * 0.07
0.85 * 0.06

65

T

CCHC

TT

ns

ns 127.2 = 9.9 110.4 = 8.0

All

100.7 = 5.7

63

AMD

Control

AMD

AMD All

Control

ns

ns

ns

ns

ns

ns ns ns

0.02

ender effect (P value)
SNP effect (P value)

G

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns ns ns

ns

ns

ns
0.0593
0.0579

Statin effect (P value)

ns

ns

ns ns ns

ns ns

ns
ns

Gender and SNP interaction (P value)

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

Gender and SNP and statin interaction (P value)

Mean *= SEM. ns, not significant (P > 0.05).
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Figure. Plasma 24S-hydroxycholesterol levels (ng/mL) in normal
subjects (A) and AMD cases (B) as a function of age. Results are
expressed as means = SEM. Estimated ratio between brain weight and
liver volume is indicated.

of plasma cholesterol and AMD has not been established
firmly.87-8% Moreover, we must point out the low levels of
plasma cholesterol in our controls and AMD patients,
compared to the general population. Several biases in our
study may participate in this finding. First, and probably more
likely, we cannot exclude a niche effect accounting for the
limited number of subjects. Secondly, the advanced age of
controls and AMD patients (68 and 78 years, respectively) may
contribute to the low values, accounting the trend for a
reduction of total cholesterol in the elderly.®” Lifestyle is one of
the more potent environmental factors that modifies plasma
lipids. Controls and AMD patients, in whom plasma cholesterol
was quantified, have been selected in one single ophthalmol-
ogy center (Dijon, France). Therefore, the value of plasma
cholesterol would not be representative of the general
population, but of a restricted part of the population from a
middle-size city.

AMD is a multifactorial disease in which the risk can be
explained in half of the population of AMD cases by five
polymorphisms in three genes: CFH, LOC387715, and CFB-
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C2.9° Two of these five SNPs have been analyzed in our study.
Gene polymorphism in L/PC°' and SCARB173 recently have
been identified as potential risk factors for AMD. Hepatic lipase
and SRB1 are the products of LIPC and SCARBI genes,
respectively. Hepatic lipase and SRB1 share the common
property to modulate cholesterol metabolism by affecting
HDL-cholesterol levels and cellular uptake of cholesterol. These
two genes deserve further investigations in connection with
cholesterol and AMD, independently from their effects on
plasma HDL cholesterol levels. Indeed, variants in the LIPC
gene have been associated with a greater risk for AMD.??93 To
our knowledge, our study is the first report providing data on
the possible, although minor, involvement of the CYP46A1
polymorphism in AMD cases who do not carry two potent
SNPs. The link between the SNP and disease remains unknown.
CYP40A1 expression, and possibly activity, is susceptible to
epigenetic regulation.”* Further work is warranted to evaluate
whether the SNP in rs754203 would be associated with
differences in the response to epigenetic regulation.
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N.B. : Les figures mentionnées dans le texte font référence a celles qui sont parues dans

I’article.

Le cholestérol est faiblement synthétisé par les cellules de la rétine, ce qui implique
nécessairement que des voies extra-rétiniennes participent activement a suppléer la rétine en
cholestérol. Localement, les cellules gliales de Muller (CGM) contribueraient a I’apport de
cholestérol aux neurones de la rétine, en particulier pour la formation des synapses. Les
conséquences déléteres d’une accumulation ou a I’inverse d’un déficit en cholestérol sur la
survie neuronale soulignent I’importance de maintenir I’homéostasie du cholestérol dans la
rétine. Comme nous I’avons vu dans I’introduction de ce manuscrit de thése, la rétine neurale
a en particulier la capacité d’éliminer le cholestérol aprés conversion en 24S-OH via la
cholestérol 24S-hydroxylase (CYP46A1). CYP46ALl est exprimée dans la rétine neurale, et
plus particulierement dans les des cellules ganglionnaires de la rétine (CGR). Le rdle de
CYP46Al1 dans la rétine reste pour I’instant inconnu. Des liens ont été établis entre
CYP46AL1, 24S-hydroxycholestérol (24S-OH) et processus neurodégénératifs, suggérant un
role potentiel dans certaines pathologies comme la maladie d’Alzheimer. Par analogie avec le
cerveau, nous pouvons supposer une fonction de CYP46A1 dans le contrdle de I’homéostasie
du cholestérol dans les neurones et envisager une association avec des pathologies
dégénératives de la rétine comme le glaucome.

Dans ce contexte, I’objectif de ce travail a consisté a évaluer le réle de CYP46A1
dans la rétine, in vivo, aprés avoir induit un stress en mimant, chez le rat, une caractéristique
principale du glaucome qui est I’induction d’une pression intra-oculaire (P10) élevée. Suite a
ce stress induit expérimentalement, la perte de CGR conduit a fortiriori a la perte
d’expression de CYP46AL1 par les CGR. Comment I’expression de CYP46A1 peut-elle alors
étre maintenue pour préserver I’homéostasie du cholestérol dans la rétine? Dans ce contexte,

le rdle des cellules gliales, notamment des CGM, a été conforté dans cette étude.
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Meéthode
Afin d’induire une PIO élevée, des rats Sprague-Dawley ont été soumis a la

photocoagulation laser (532nm) des veines épisclérales, du limbe et du trabéculum de I’ceil
droit. L’ceil gauche est I’ceil controlatéral. Les rats ont ensuite été euthanasiés a J3, J14, J30 et
J60 (n=10 par groupe de temps). Un groupe témoin JO (n=10) a été inclus. Pour la répartition
des rétines, un nombre d’animaux a été attribué selon I’analyse effectuée, et cela pour chaque
groupe de temps et pour chacun des deux yeux (expérimentaux et controlatéraux). Le 24S-OH
a été mesuré dans le plasma (n=10) et la rétine (n=3) par chromatographie gazeuse couplée a
la spectrométrie de masse (GC-MS) a I’aide d’un standard interne de 24S-OH déutéré. Les
taux circulants (n=10) de cytokines (IL-1p, IL6, TNF-a), de chimiokines (MCP-1, ICAM-1)
et du facteur endothélial de croissance (VEGF) ont été mesurés par Luminex® a I’aide d’un
kit multiplexe permettant de rechercher 6 biomolécules différentes dans le méme puits d’une
microplaque de 96 (Procarta® Cytokine Assay Kit, Affymetrix). Les expressions de
CYP46ALl et de la protéine gliale fibrillaire (GFAP) ont été quantifiées dans la rétine par
western-blot (WB) en utilisant la B-actine comme témoin de charge et facteur de
normalisation (n=4). Le signal a été obtenu par chemiluminescence (ECL), I’analyse a été
effectuée par densitometrie (ChemDoc XRS+ System de BioRad®) et la quantification du
signal a éte faite avec le logiciel ImageLab (BioRad®). L’expression de la GFAP a aussi été
évaluée par immunohistochimie (IHC) sur des coupes de rétines de 10um d’épaisseur
(marquages sur lames) observées par microscopie a fluorescence pour établir I’activation
gliale (n=3).

Le test non-paramétrique de Mann-Whitney a été utilisé pour comparer la PIO entre
les deux yeux des groupes interventionnels. Le test non-paramétrique de Kruskal-Wallis a été
utilisé pour comparer la GFAP, CYP46A1 et le 24S-OH de tous les groupes (expérimental,
controlatéral, et témoin). La relation entre chaque mesure (GFAP, CYP46A1 et 24S-OH) et
chacune des variables explicatives a été modelée a I’aide d’une GEE (équation d’estimation
généralisée) pour tenir compte de la corrélation des données. Un estimateur de robustesse de
variances a été utilisé. Les sites des variables explicatives (ceil gauche et ceil droit) et les
groupes (interventionnel/non-interventionnel) ont été codees 0/1. Le temps a été considéré
comme étant continu. Toutes les analyses ont été faites avec le logiciel STATA version 12.0.
La significativité statistique a été établie a p <0.05 et les tests étaient bilatéraux (two-tailed).

Résutats
L’élévation de PIO est significativement maintenue dans I’ceil expérimental dés le

premier jour du traitement et la pression atteint son maximum a J3 avec 35.8+0.4mmHg. Les
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valeurs restent significatives (p <0,001) dans les yeux traités jusqu’a J21, puis les niveaux
déclinent pour revenir a des valeurs basales (8.8+0.6mmHg) (Figure 1).

Les teneurs en 24S-hydroxycholestérol (24S-OH) rétinien et plasmatiques ont été
quantifiées. Dans le plasma, la concentration en 24S-OH s’éleve de facon significative
comparé aux témoins (JO) : 30% d’augmentation a J3 (p=0,0179), elle atteint un pic a J60 :
66% (p=0,0018), puis le 24S-OH revient a son niveau basal (Figure 2A). La quantification du
24S-OH rétinien montre que bien qu’il y ait une légére augmentation dans les niveaux
retrouves dans les rétines expérimentales a partir de J14 (jusqu’a J60) comparée aux rétines
témoins cette différence n’est pas significative (Figure 2B). Le 24S-OH retrouvé dans I’ceil
controlatéral semble suivre le profil de I’ceil expérimental mais a un niveau moindre.

L’expression de CYP46A1 et GFAP a été évaluée de maniére semi-quantitative par
western-blotting. Pour chacun des deux anticorps primaires, aux dilutions respectives
utilisées, il a préalablement été vérifié que I’intensité du signal obtenu était bien linéaire en
fonction de la quantité de protéines déposée selon une gamme allant de cing a trente
microgrammes de protéines totales de lysats rétiniens. Nous avons obtenu un R? de 0.93 pour
CYP46AL et de 0.98 pour la GFAP, ce qui était acceptable.

Les résultats montrent a J3 une augmentation de I’expression de CYP46Al dans les
rétines des yeux traités par rapport aux niveaux de base (JO). La différence est significative a
J3 (p=0.05, test de Kruskal-Wallis). Il y a une augmentation (non significative) de CYP46Al
dans les rétines controlatérales, suggérant une induction bilatérale, qui reste tout de méme
moins prononcée que dans les rétines des yeux expérimentaux. Les niveaux d’expression
chutent a J14 dans les rétines expérimentales puis remontent progressivement jusqu’a J60
(Figures 3A et B). Ces données d’expression de CYP46A1 (Figures 3A et B) apparaissent
discordantes avec les taux de 24S-OH présents dans la rétine (Figure 2B). En effet, les taux
de 24S-OH dans la rétine les plus faibles sont atteints alors que I’expression de I’enzyme est
la plus forte, soit & J3.

Dans notre étude, la GFAP est surexprimée dans les rétines des yeux expérimentaux
comparativement aux rétines controlatérales a J3, J14, J30 et J60 (Figures 3A et C).
L’augmentation de la GFAP est significative a J14 (p <0,05) et J60 (p < 0,01) dans les yeux
expérimentaux comparativement aux taux de GFAP des rétines témoins (JO). La différence
expérimental/controlatéral est plus marquée a J14 et a J60. Cette différence est significative a
J60 (p <0.05). De facon intéressante, bien qu’ils ne soient pas significatifs, les niveaux
d’expression de la GFAP sont augmentés dans les rétines des yeux controlatéraux a J3, J14,
J30, et J60 comparé aux témoins ce qui démontre une activation gliale bilatérale (Figure 3C).

161



Ces données sur I’activation bilatérale suggerent que des facteurs circulants ont permis cette
activation, ce que nous verrons plus loin dans I’analyse des cytokines circulantes par
multiplexes.

Les marquages anti-GFAP réalisés par IHC montrent qu’il n’y a pas de marquage
GFAP chez les témoins (JO). La mise en place d’une activation gliale bilatérale dans les yeux
expérimentaux commence dés J3 (Figure 4). L’intensité du marquage est a son maximum
entre J14 et J30 (non montré). Sur les yeux expérimentaux, le marquage s’étend sur la partie
la plus interne de la rétine : au niveau de la couche cellulaire des cellules ganglionnaires et
jusqu’aux corps cellulaires des cellules bipolaires (Figure 4B). Par contre, sur les yeux
controlatéraux, le marquage est uniquement localisé au niveau de la couche des cellules
ganglionnaires (Figure 4C).

La recherche de facteurs circulants susceptibles d’étre a I’origine de I’activation
bilatérale de CYP46A1 et de la glie a été analysée par Luminex®. La figure 5A montre que
MCP-1 (monocyte chemoattractant protein-1) se démarque significativement des autres
biomolécules par une élévation de ses teneurs a J3 (+32% ; p <0,001) comparé aux niveaux
physiologiques (J0). Les niveaux de MCP-1 chutent ensuite significativement dés J14 (p
<0,001). Les taux des cytokines Il-1B, TNF-a et du VEGF ne montrent pas de fluctuations
probantes si ce n’est leur diminution a J3. IL-6 diminue également mais plus tardivement, a
J14. Les teneurs d’ICAM-1 (intracellular adhesion molecule-1) montrent une augmentation
de 33% a J3 (p <0,05) comparé aux témoins (Figure 5B).

Discussion

Le contréle de I’homéostasie du cholestérol a une importance particuliéere dans le
fonctionnement de la rétine [395]. Dans ce contexte, I’enzyme CYP46A1, en convertissant le
cholestérol en 24S-OH, a une utilit¢ fonctionnelle et stratégique dans I’élimination du
cholestérol cérébral et rétinien [18, 330]. Dans notre étude, I"augmentation de PIO a J3 est
accompagnee par I’induction de I’expression de CYP46Al dans la rétine, et par
I’augmentation plasmatique de 24S-OH, MCP-1 et ICAM-1. La protéine gliale fibrillaire
(GFAP) est une protéine intra-cytoplasmique des neurofilaments intermédiaires. Elle est
exprimée de facon précoce et croissante lorsque la gliose se met en place et protégerait les
neurones. Dans notre étude, les marquages anti-GFAP montrent qu’a J3, la glie est
modestement activée. En effet, c’est a J14 que les niveaux d’expression sont les plus forts et
que les données sont significatives.
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Des travaux ont montré que les teneurs plasmatiques en MCP-1 et ICAM-1
proviennent de la sécrétion des cellules du réseau trabéculaire [396] et des cellules
endothéliales [397]. Ceci se confirme dans notre modele de photocoagulation laser, ou ces
cellules ont été lésées. Le MCP-1 circulant a été récemment décrit comme une chimiokine
recrutée par les macrophages. Il a été montré que MCP-1 était aussi sécrété dans les yeux
controlatéraux dans un modele d’ischémie induite chez le rat [398]. MCP-1 serait plus
particulierement relarguée au niveau de la région du pied des CGM dans un modéle de
dégénérescence des photorécepteurs induit par la lumiére [399]. De facon intéressante, dans
notre étude, et méme si nous n’avons pas obtenu de résultats significatifs entre les groupes, la
réactivité gliale a été détectée dans les yeux controlatéraux. Ceci pourrait étre di au MCP-1
circulant, qui pourrait activer les astrocytes et les pieds des CGM qui se trouvent a proximité
des vaisseaux rétiniens de la rétine. Cette hypothése est renforcée par nos résultats de
marquages GFAP en IHC montrant que I’intensité du signal dans I’ceil controlatéral est
modérée et restreinte au niveau de la couche des CGR, c'est-a-dire la couche la plus interne de
la rétine, la ou sont situés les vaisseaux sanguins de la rétine. Au contraire, dans la rétine de
I’eeil expérimental, le marquage s’étend depuis la couche des CGR jusqu’aux cellules
bipolaires. Ce profil d’expression est caractéristique d’une souffrance cellulaire locale : les
cellules de Muller seraient activées par les CGR adjacentes qui ont souffert de I’hypertonie
oculaire. Ce profil d’expression a été précédemment retrouvé dans une étude de notre
laboratoire qui avait montré, dans des conditions analogues une perte de 70% des CGR apres
12 semaines [400].

Dans cet environnement cellulaire, I’activation des cellules microgliales peut conduire

ces cellules ramifiées en temps normal a se différencier en cellules améboides. Les cellules
microgliales améboides sont connues pour étre les cellules immunes de la rétine puisqu’elles
descendent d’une lignée hématopoiétique, comme les macrophages [401].
ICAM-1 est une molécule secrétée par les cellules endothéliales qui permet la transmigration
des macrophages, recrutés par MCP-1, a travers les tissus. MCP-1 serait-il le facteur circulant
qui serait a I’origine de I’activation de la glie dans I’ceil expérimental? Les macrophages
provenant de la circulation systémique pourraient également infiltrer les tissus oculaires et
participer a cette activation gliale. Pour conforter cette hypothese, une étude en multiplexes
sur des larmes de patients glaucomateux a montré des niveaux élevés de MCP-1 [402].

Les cellules microgliales et les macrophages peuvent aussi avoir été activés en réponse
a I’ischémie induite par I’élévation de P1O et peuvent sécréter MCP-1 comme cela a été
rapporté dans des modeles ischémiques [397, 403]. Cependant, compte-tenu de la taille
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réduite de la rétine, nous supposons que le MCP-1 se trouvant localement dans la rétine ne
peut pas participer significativement aux teneurs retrouvées dans la circulation. Nous pouvons
établir une conclusion similaire concernant le 24S-OH retrouvé dans le plasma et la rétine. En
effet, I’augmentation des teneurs en 24S-OH a J14 suggere qu’un mécanisme de
compensation a pu se mettre en place pour suppléer a la perte de 24S-OH de la rétine
(Figures 2A et B). Le délai entre I’expression importante de CYP46A1 a J3 et I’augmentation
des teneurs en 24S-OH (J14) dans la rétine est cohérent avec d’une part I’activité de
CYP46AL qui est relativement faible (0.01% du pool de cholestérol par heure) et la demi-vie
du 24S-OH qui, par analogie avec le cholestérol, est proche de 18 jours dans la rétine [395].
Cependant, nous assumons, dans notre étude, que la surexpression de CYP46A1 (d’un facteur
2,5 comparé au témoin ; figure 3A), en réponse aux valeurs élevées de P10 a J3 ne puisse pas
étre suffisante pour augmenter de 30% la concentration plasmatique de 24S-OH (Figure 2A).

Le foie et le cerveau en particulier sont majoritairement a I’origine des concentrations
circulantes de 24S-OH [226, 289]. Ces organes sont les meilleurs indicateurs des niveaux
plasmatiques de 24S-OH, nous I’avons montré dans nos données sur le glaucome issues de
I’article 1. Ni le glaucome, ni la sévérité de la rétinopathie, n’étaient associés aux fluctuations
du 24S-OH plasmatique. L augmentation des teneurs plasmatiques en 24S-OH (Figure 2A)
nous amene a I’hypothése suivante. Sachant que la capacité du cerveau a synthétiser le 24S-
OH est bien supérieure a celle de la rétine, on peut supposer que les variations de 24S-OH
circulant soient le reflet de modifications de I’expression et/ou de I’activité de CYP46A1 dans
le cerveau, bien plus que dans la rétine. En effet, a I’instar des cellules gliales de la rétine, on
peut supposer que les cellules gliales du cerveau (astrocytes) ont été activees par des facteurs
circulants comme MCP-1 et ICAM-1. Il a été rapporté que, en conditions de pathologie
neurodégenérative, les cellules gliales du cerveau expriment CYP46A1 [22]. Dans notre
expérience, on peut suggérer que le flux de 24S-OH provenant du cerveau a été augmenté, ce
qui expliquerait que les fluctuations de 24S-OH plasmatiques soient alors détectables. Nous
suggérons que le MCP-1 circulant, qui a été produit suite a la photocoagulation laser des
structures oculaires, a activé les cellules gliales qui ont alors sur-exprimé CYP46A1 et sécrété
le 24S-OH.

Cet aspect de I’expression de CYP46Al1 par les cellules gliales (microgliales et
astrocytes) a déja été rapporté dans des études sur le cerveau en réponse a un stress, et dans la
maladie d’Alzheimer [22, 333, 404]. Un mécanisme similaire pourrait expliquer I’activation
gliale de la rétine controlatérale [405]. Il a été montré, in vitro, que le stade régénératif des
CGR corréele avec I’activation des astrocytes de la rétine et des CGM [406]. Le 24S-OH
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pourrait étre I’un des facteurs qui concourt a cette activation. L’induction de CYP46Al a J3
est cohérente avec la genése du stress oxydatif en réponse a I’élévation de la PIO durant les
trois premiers jours apres la photo-coagulation laser. En effet, le stress oxydatif est un élément
puissant qui augmente I’expression des ARNm de CYP46A1 [335] et il est aussi lié au
glaucome [407]. Des données in vitro ont montré que le 24S-OH augmente les dépdts de
peptides d’amyloide B dans les neurones, et potentialise les effets apoptotiques de ’amyloide
B [339]. De plus, il a été montré que la surexpression de CYP46A1 dans les astrocytes réduit
leur utilisation du glutamate en dissociant EAAT?2 (transporteur du glutamate exprimé a la
surface des cellules gliales) des rafts lipidiques [334], ce qui amplifie I’excitotoxicité du
glutamate.

Un des points forts de notre étude est que nous avons montré, in vivo, que I’induction
de CYP46A1 est seulement transitoire, et qu’elle retourne a des niveaux physiologiques
quelques jours apres. Par conséquent, nous signalons que la résolution de la surexpression
CYP46A1 pourrait contrer les effets adverses du 24S-OH.

L’induction d’expression de CYP46A1 dans la rétine peut étre considérée comme un
mécanisme de neuroprotection. Le 24S-OH pourrait étre un partenaire dans les interactions
entre la glie et les neurones. Le 24S-OH pourrait se lier a LXR via les cellules gliales et
activer les genes cibles de LXR, tels que abcal et abcgl.

Notre étude a permis de mettre en évidence que la perte des cellules ganglionnaires de
la rétine associée a I’hypertonie oculaire ne se traduit pas par un appauvrissement de la rétine
en CYP46Al et en 24S-OH, comme on aurait pu s’y attendre du fait de I’expression
importante de CYP46A1 dans ces cellules et des teneurs importantes en 24S-OH dans la
rétine neurale. Au contraire, une surexpression de CYP46A1 est observée, probablement en
raison de I’activation gliale qui permettrait de suppléer la perte en cellules ganglionnaires. Ce
meécanisme palliatif semble lié & la synthese de facteurs trophiques comme ICAM-1 et MCP-1
qui participeraient a activer les cellules gliales de la rétine.

Dans cette étude in vivo faite chez le rat, apres avoir reproduit une caractéristique
principale du glaucome par I’augmentation de la P10, nous avons suggéré le réle crucial de la
glie dans le maintien de I’expression de CYP46A1 au cours de la neurodégénérescence de la
rétine. Cette approche expérimentale nous a permis de suggérer qu’il existe un lien entre le

stress des cellules de la rétine et le 24S-OH.
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ABSTRACT.

Purpose: Our previous studies suggested that CYP46A1 and 24S-hydroxycholesterol
(24SOH) may be associated with glaucoma. Loss of CYP46A1-expressing retinal
ganglion cells is involved in the activation of glia, and therefore possibly in the
disbalance of cholesterol. In this context, the purpose of our present work was to
emphasize the glial and longitudinal CYP46A1 expression after an interventional
glaucoma-related stress triggered by elevated intraocular pressure (I0P).

Methods: Sprague-Dawley rats were submitted to laser photocoagulation of the
trabecular meshwork, limbus and episcleral veins in one eye to induce elevated IOP.
Rats were euthanized at days 3, 14, 30 and 60 (n = 10 per time-point), and 24SOH
was measured in plasma and retina by gas chromatography—mass spectrometry.
CYP46A1 was quantified by Western blotting. Glial activation was assessed by glial
fibrillary acidic protein immunoreactivity in Western blots and retinal cryosections.
Results: Sustained high IOP was observed in experimental eyes from day 1 to day
21. Plasma MCP-1 and ICAM-1, quantified using multiplex assay Kkits, were
increased at day 3. Glial activation was observed bilaterally at all time-points, at
lower levels in contralateral eyes than in experimental eyes. In experimental retinas,
CYP46A1 expression showed a transient increase at day 3 and then returned to
baseline. Plasma and retinal 24SOH peaked at day 14 and 30, respectively.
Conclusions: These data show that CYP46A1 expression was induced early in
response to retinal stress but remained constant at late time-points, reinforcing the
constitutive role of CYP46A1 in maintaining cholesterol balance in neuronal tissues.
Key words: cholesterol homeostasis Miiller cells

glaucoma — gliosis
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Introduction

Cholesterol ~ 24S-hydroxylase, also
known as CYP46Al, is an enzyme
that was initially described as partici-
pating in cholesterol metabolism in
the brain (Lutjohann etal. 1996;
Bjorkhem et al. 1998; Bjorkhem &
Meaney 2004). CYP46A1 belongs to
the cytochrome P450 family of mono-
oxygenases (Pikuleva 2006) and is a
microsomal enzyme (Lund et al. 1999)
that converts cholesterol into 24S-hy-
droxycholesterol (24SOH). The addi-
tional hydroxyl group at position 24S,
compared to cholesterol, confers to
this metabolite the property of being
more easily eliminated through the
blood-brain barrier than cholesterol
(Bjorkhem 2006). CYP46A1 was also
found to be expressed in other neural
tissues than the brain, especially in
neurons of the retina, including retinal
ganglion cells (RGCs) (Bretillon et al.
2007; Ramirez et al. 2008). The loss of
RGCs is a common feature of glauco-
mas (Quigley 2011). Glaucomas are
the second leading cause of blindness
worldwide, whose prevalence increases
sharply after the age of 40 years
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(Quigley & Broman 2006). Glaucoma
includes several pathologic presenta-
tions, such as primary open-angle
glaucoma, exfoliative glaucoma and
normal-tension glaucoma, which are
all related to neurodegenerative dis-
eases (Guo etal. 2010). Elevated
intraocular pressure (IOP) is the best-
documented risk factor for glaucoma
(Kwon et al. 2009). Gene involvement
has also contributed to the pathogene-
sis of glaucoma over the past few dec-
ades. Among them, we found that one
single-nucleotide polymorphism in the
CYP46A1 gene (rs754203) was a risk
factor for POAG (Fourgeux et al.
2009). Potential involvement of
CYP46A1 and 24SOH in the physio-
pathology of glaucoma has recently
been suggested (Fourgeux et al. 2011).
Expression of CYP46A1 was observed
in glial cells (Bogdanovic et al. 2001)
and astrocytes (Brown et al. 2004) in
the brain of Alzheimer’s patients and
under traumatic conditions of brain
injury (Cartagena et al. 2008; Smiljan-
ic et al. 2010). It has been postulated
that such glial activation of CYP46A1
may contribute to the maintenance of
cholesterol homeostasis in nervous tis-
sues. Miiller cells are the major mac-
roglial cells in the retina. The
reactivity of Miiller cells is associated
with the expression of the intermedi-
ate filament protein, glial fibrillary
acidic protein (GFAP), which is
reported in experimental conditions of
elevated IOP (Woldemussie et al.
2004). Neuron—glia interactions, which
were pioneered by Hernandez at the
optic nerve head level (Burgoyne
2011), are important not only for the
cholesterol supply to neurons, but also
in neurodegeneration by restoring tis-
sue homeostasis  (Pioggia  2009).
Within the context of neurodegenera-
tion of RGCs and glial activation in
glaucoma, the role and importance of
CYP46A1 remain unknown. The aim
of this study was to evaluate the
changes triggered by elevated IOP on
CYP46A1 expression, 24S-hydroxy-
cholesterol levels and glial reactivity
in the rat retina.

Materials and Methods

All animals used in this experiment
were handled according to the regula-
tions of the Institutional Animal Care
Committee (University of Burgundy,
Dijon, France), and all procedures

adhered to the tenets of the statements
of the Association for Research in
Vision and Ophthalmology (ARVO)
for the use of Animals in Ophthalmic
and Vision Research.

Induction of elevated intraocular pressure

In this experiment, 50 Sprague-Daw-
ley rats were delivered by Janvier
breedings (Le Genest Saint Isle,
France). The animals were maintained
under specific pathogen-free tempera-
ture (22 + 1°C), hygrometry (55—
60%) and light (50 lux-light on from
07:00 am to 07:00 pm) conditions. At
day 0, the animals were anesthetized
by an intramuscular injection of keta-
mine (70 mg/kg body weight, Imal-
genel000; Merial, Lyon, France) and

xylazine (14 mg/kg body weight,
Rompun 2%; Bayer HealthCare,
Toronto, Canada). The episcleral

veins, limbus and trabecular mesh-
work on the right eyes were submitted
to laser photocoagulation (200 spots,
250 mW, 0.5 second, laser Vitra;
Quantel Medical, Clermont-Ferrand,
France) as previously described (Lev-
kovitch-Verbin et al. 2002; Schnebelen
et al. 2009). The left eyes were used as
contralateral eyes. Hydroxymethylcel-
lulose (Humigel®; Virbac, Carros,
France) was topically applied on
corneas to avoid intra- and postopera-
tive dryness and damage. Tobramycin
(Tobrex 0.3%; Alcon, Rueil-Malmai-
son, France) was used locally after
laser surgery to prevent bacterial
infection. Intraocular pressure was
monitored by tonometry (Tonolab®;
Tiolat, Helsinki, Finland) at days 1, 3,
14, 21, 30 and 60 between 9 and
11 am. The rats were euthanized and
enucleated at day 3, 14, 30 or 60
(n = 10 at each time-point). Five mil-
lilitres of blood was taken by aortic
puncture in EDTA tubes, and plasma
was prepared by 15-min centrifugation
at 1730 ¢ at 4°C. The retinas were
carefully dissected after excision of the
anterior segment of the eyes. Then,
retinas were snap-frozen at -80°C
until whole protein extraction (n = 4
at each time-point) or stored at =20°C
in 2 ml 1 v KOH for 24SOH and cho-
lesterol quantification (» = 3 at each
time-point). The other eyeballs were
embedded in OCT resin (Optimal
Cutting Temperature, Tissue-Tek™;
Bayer, Puteaux, France) at —70°C in
isopentane and stored at —20°C until

cryosections and immunohistochemis-
try (n = 3 at each time-point).

Quantification of cholesterol and 24-
hydroxycholesterol in the retina and
plasma by gas chromatography

24SOH was quantified by isotope
dilution mass spectrometry using race-
mic  [23,23,24->H;]-24-hydroxycholes-
terol as internal standard (generous
gift from Pr Ingemar Bjorkhem; Kar-
olinska Institutet, Stockholm, Sweden)
in the retina (n = 3 at each time-
point) and from 1 ml of plasma as
previously described (Bjorkhem et al.
1998; Fourgeux et al. 2009). Briefly,
100 ng of [23,23,24-’H;]-240H was
added to the samples that were sub-
mitted to alkaline hydrolysis in 5 ml
of 1 m KOH for 2 hr. The solution
was neutralized with 65 ul of phos-
phoric acid, and the sterols were
extracted with 9 ml of chloroform in
the presence of 3 ml of 0.9% sodium
chloride. The organic phase was
removed, and the solvent was evapo-
rated to dryness. The sterols were dis-
solved in 1 ml of toluene. A 100-ul
aliquot was removed for quantifica-
tion of cholesterol. For this purpose,
S ug of Su-cholestane was added, and
the solvents were evaporated to dry-
ness. The sterols were derivatized to
trimethylsilyl ethers by heating at
60°C after the addition of 200 ul of
pyridine and 200 ul of BSTFA (Supe-
Ico, Bellafonte, PA, USA). The sol-
vents were evaporated under nitrogen
gas, and the samples were resus-
pended in hexane and analysed by gas
chromatography-flame ionization
detector (GC-FID, Ezychrom, Hew-
lett-Packard HP4890A). A 1-xl ali-
quot was injected by automated
injection in a splitless mode at an
injection temperature of 300°C on a
DB-5MS fused silica capillary column

(B0m x025mm id, 0.25 um film
thickness; J&W Scientific, Agilent
Technologies, Massy, France). The

initial oven temperature was kept at
50°C for 1 min, and then it was
increased at a rate of 20°C/min to
250°C and thereafter at 5°C/min to a

final temperature of 300°C. The
remaining 900 pul of the previous
saponified sterols was purified on

silica columns (Supelco) for quantifi-
cation of 24SOH. Removal of choles-
terol was first achieved by elution
with 8§ ml of 0.5% isopropanol in
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hexane. Purified oxysterols were sub-
sequently eluted with 5 ml of 30%
isopropanol in hexane and processed
for derivatization as described above.
Trimethylsilyl ethers were measured
by gas chromatography-mass spec-
trometry (QP2010, Shimadzu, Japan).
For this purpose, a 1-ul aliquot was
injected into silica columns and pro-
cessed as described above. The tem-
perature of the transfer line was kept
at 300°C. Electron impact ionization
was employed at 70 eV ionization
energy. 24SOH and deuterated
24SOH were measured at m/z 413
and 416 amu, respectively. Absolute
amounts of 24SOH were determined
by interpolation from a standard
curve generated in each experiment
using unlabelled 24-hydroxycholester-
ol. Unlabelled 24-hydroxycholesterol
(racemic mixture of 24S- and 24R-hy-
droxycholesterol) was synthesized in
our own facilities. The purity and
chemistry of the synthesized molecules
was checked by 'H and '’C-NMR
and GC-MS and reached 99.7% (data
from GC-MS not shown).

Immunohistochemical analysis of glial
reactivity

Ten-micron-thick cryosections of eye-
balls (» = 3 at each time-point) were
prepared with a cryomicrotome
(CM3050S; Leica Microsystem SAS,
Rueil-Malmaison, France), collected
on gelatin-coated slides and stored at
—80°C until further analysis. On the
day of the immunohistochemistry pro-
cedure, cryosections were fixed with
4% paraformaldehyde (Sigma-
Aldrich, Saint Quentin Fallavier,
France) for 10 min and then rinsed
with 1x PBS. A permeabilization step
was carried out for 5 min with 0.1%
Triton in 1x PBS. The slides were sat-
urated for 10 min with a buffer con-
taining 1% BSA, 0.05% Tween, 0.1%
Triton in 1x PBS. Slides were incu-
bated overnight at 4°C in a humidified
chamber with anti-GFAP antibody
(dilution: 1/200 in the saturation buf-
fer, rabbit polyclonal antibody; Neo-
Markers, Lab Vision, Fremont, CA,
USA). Slides were then rinsed five
times with 1x PBS and incubated for
1 hr with the secondary antibody
(dilution: 17200 in the saturation buf-
fer, Alexa Fluor 488 goat anti-rabbit
IgG; Invitrogen, A11008, Cergy Pon-
toise, France) in the presence of a

4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI)
solution (0.5 pg/ml) (Sigma-Aldrich)
to stain nuclei. Retinal sections were
rinsed three times with 1x PBS and
coverslipped with a fluorescence
mounting medium (Dakocytomation,
Trappes, France). Retinal sections
were visualized with a Nikon E-600
epifluorescence microscope (Nikon,
Champigny-sur-Marne, France) sup-
plied with a mercury lamp (Nikon).
Individual pictures of DAPI (excita-
tion: 372 nm; emission: 456 nm) and
GFAP (excitation: 495 nm; emission:
519 nm) fluorescence were photo-
graphed with a DXM 1200C camera
before analysis with NIS Br software
(Nikon).

Evaluation of CYP46A1 and GFAP
expression levels in the retina

Proteins were extracted from whole
rat retinas in a freshly home-made
modified RIPA buffer (25 mm Tris—
HCL pH 7.5, 1 mv EDTA, 1 mm
EGTA, 0.1% SDS, 1% sodium
deoxycholate, 1% Triton-X-100,
150 mm NaCl) with antiphosphatases
(1 mm sodium orthovanadate, 50 mm
sodium fluoride) and antiproteases
(Protease inhibitor cocktail EDTA-
free; Roche Diagnostics, Meylan,
France). The protein concentration
was measured using the bicinchoninic
acid assay (BCA) method at 544 nm,
with the reducible agent compatible
kit (Pierce, Rockford, MD, USA).
Twenty micrograms of proteins from
each retina were boiled 5 min in 4x
Laemmli buffer and subjected to elec-
trophoresis (Mini-Protean IV system;
BioRad, Hercules, CA, USA) on a
10% SDS-PAGE gel at 120 V. Then,
proteins were transferred on a nitro-
cellulose membrane (Hybond-ECL;
GE Healthcare, Buckinghampshire,
UK) for 1 hr at 100 mA.

Glial fibrillary acidic protein stain-
ing was detected as follows. The mem-
branes were blocked 2 hr at room
temperature in 5% fat-free dry milk
with 1x PBS 0.1% Tween-20 follow-
ing by incubation for 2 hr with pri-
mary antibodies anti-GFAP (dilution
172000 in the blocking buffer, rabbit
polyclonal antibody; NeoMarkers,
Lab Vision), washed five times in 1x
PBS 0.1% Tween-20 followed by 1-h
incubation at room temperature with
the peroxidase-conjugated goat anti-
rabbit antibody (dilution: 1/4000,

DakoCytomation). The membranes
were then washed five times in 1x PBS
0.1% Tween-20 before signal detec-
tion, as described below.

For the detection of CYP46Al,
membranes were blocked in 10% fat-
free dry milk with 1x PBS 0.1%
Tween-20. Immunostaining with the
monoclonal mouse anti-CYP46 (dilu-
tion 1/400, clone 1F11; Santa Cruz
Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA,
USA) was carried out by an over-
night incubation at 4°C. Membranes
were washed five times with 1x PBS
0.1% Tween-20 and incubated with a
goat anti-mouse HRP-linked antibody
(dilution 1/4000; DakoCytomation)
for 90 min at room temperature. The
signal was quantified by comparison
with f-tubulin as a gel-loading con-
trol (n = 4 at each time-point) per-
formed on the previous membranes,
which were restored with Western
blot stripping buffer (Thermo Scien-
tific, Kalamazoo, MI, USA) for
30 min at room temperature. After
two washes in 1x PBS 0.1% Tween-
20, membranes were incubated for
45 min with monoclonal mouse anti-
p-tubulin  (dilution 1/4000; Zymed
Laboratories, South San Francisco,
CA, USA), washed five times in 1x
PBS 0.1% Tween-20 and revealed
with a goat anti-mouse HRP-linked
secondary antibody (dilution 1/5000;
DakoCytomation) for 45 min. Detec-
tion of the chemiluminescent signal
was processed with the Western light-
ning-ECL plus kit (PerkinElmer, Wal-
tham, MA, USA). The signal was
also submitted to a Bio-Rad Molecu-
lar imager Chemidoc XRS+ System
to quantify protein levels with Bio-
Rad Image Lab software 2.0.1.

Quantification of cytokines and growth
factors in plasma

Plasma IL-6, MCP-1, VEGF, IL-1f5,
ICAM-1 and TNF-2 were quantified
simultaneously at each experiment
time in 25 ul of plasma by Luminex®
technology based upon flow cytometry
following the supplier’s instructions
(Procarta®  Cytokine Assay  kit;
Affymetrix, Santa Clara, CA, USA).
The results of the multiplex immunoassay
were then analysed with the BioPlex®
software  (Bio-Rad  Laboratories,
Hercules, CA, USA). Whole plasma
proteins were quantified in samples by
the BCA (Pierce). The levels of
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cytokines and growth factors were
expressed as picograms per milligram
of total proteins.

Statistical analyses

A nonparametric Mann-Whitney test
was used to compare the IOP between
the two eyes in the intervention group.
A nonparametric Kruskal-Wallis test
was used to compare GFAP,
CYP46A1 and 24SOH  between
groups (experimental eyes, contralat-
eral eyes and naive eyes). The relation-
ship between each outcome (GFAP,
CYP46A1 and 24SOH) and each of
the explanatory variables (site, group
and time) was modelled as a general-
ized estimating equation (GEE), to
account for the correlated nature of
the data. A robust variance estimator
was used. The explanatory variables —
site (right eye and left eye) and group
(no intervention or intervention) —
were coded 0/1. Time was considered
continuous. All analyses were con-
ducted using stata version 12.0 (Stata-
corp, College Station, TX, USA).
The level of statistical significance was
set at p < 0.05, and the tests were
two-tailed.

Results

Elevated intraocular pressure

As shown in Fig. 1, the model of 532-
nm laser photocoagulation of the lim-
bus, episcleral veins and trabecular
meshwork was suitable to induce a
sustained high IOP in experimental
eyes from day 1 to day 21 compared
to control values (p < 0.001). Intra-
ocular pressure returned to baseline
(8.8 + 0.6 mmHg) afterwards until
the end of the 60-day experiment.

24S-hydroxycholesterol levels in plasma
and the retina

Plasma levels of 24SOH increased by
30% at day 3 compared to baseline
(p = 0.0179) and reached a maximum
at day 14 (+66%, p = 0.0018)
(Fig. 2A). Plasma 24SOH concentra-
tions returned to normal values at day
30 and 60. 24SOH was slightly but
not significantly lowered in the retina
of the eye submitted to laser photoco-
agulation at day 1 following induction
of elevated IOP (6.33 + 0.89 ng/
retina, p > 0.05). The 24SOH level

regularly increased afterwards, reach-
ing its maximum at day 30 in the
experimental retina, although the dif-
ferences from the naive retina did not
reach statistical significance. Interest-
ingly, 24SOH modestly, but not signif-
icantly, increased in the contralateral
retina at day 14, compared to the
naive retina.

mmHg
(]
w
1
*

Time-dependent expression of CYP46A1
and glial reactivity in the retina

As shown in Figs3A and 4B,
CYP46A1 was overexpressed in the ret-
ina of the experimental eyes at all time-
points compared to the naive retina at
day 0. The difference reached statistical
significance at day 3 only, with
CYP46A1 showing a 2.5-fold increase
compared to the naive retina. CYP4
6A1 expression also showed a 1.6-fold

W Contralateral eyes
W Experimental eyes

1 3 7 14
Day (seconds)

21 30 45 60

Fig. 1. Time course of intraocular pressure elevation after 532-nm laser photocoagulation of
the limbus, episcleral veins and trabecular meshwork. * significantly different at p < 0.001 in
experimental vs contralateral eyes in the corresponding time-points.
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Fig. 2. Time-course changes of 24SOH level in plasma (A) and in the retina (B) after surgical
elevation of intraocular pressure. Data are expressed as means = SEM. * significantly different
at p < 0.05 in the plasma at the corresponding time-points.
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Fig. 3. CYP46Al1 (A and B panels) and glial fibrillary acidic protein (GFAP) (A and C panels)
expression in both experimental (exp) and contralateral (C) retinas after surgical elevation of
intraocular pressure (values are expressed in arbitrary units, the basal value of 100 being con-
sidered at day 0). Monoclonal mouse anti-f-tubulin was used as loading control in Western
blotting analysis (20-ug whole protein extract per well). *, ** significantly different at p < 0.05
or <0.01, respectively, versus naive retinas; $: significantly different at p < 0.05 versus GFAP
in contralateral retinas at the corresponding time-points.

Fig. 4. Glial fibrillary acidic protein staining in retinal sections at day 3 after surgical elevation of
intraocular pressure in experimental retina (B) compared to contralateral retina (C). (A): Naive
retina (day 0). ONL, outer nuclear layer; INL, inner nuclear layer; GCL, ganglion cell layer.

increase in the contralateral retina at
days 3 and 60, compared to CYP46A1
expression in the naive retina.
Immunohistochemical staining of
GFAP (a marker for glial activation
in the retina) appeared at early times
after the induction of elevated IOP
and spread from the ganglion cell

layer to the inner nuclear layer in the
experimental retina (Fig. 4). In con-
trast, immunostaining was restricted
to the ganglion cell layer in the con-
tralateral retina at all time-points but
at much lower levels than in the
experimental retina. Glial activation
was quantitated using GFAP immu-

nostaining by Western blotting. Glia
was significantly activated in experi-
mental retinas compared to contralat-
eral retinas at day 14 (2.6-fold change,
p < 0.05) and 60 (3.5-fold change,
p < 0.01), and compared to the
GFAP level in a naive retina
(Fig. 3A,0).

Measurement of circulating cytokines,
chemokines and growth factors

Plasma IL-6, MCP-1, VEGF, IL-1p,
ICAM-1 and TNF-2 levels are
reported in Fig. 5A,B. Only MCP-1
(Fig. 5A) and ICAM-1 (Fig. 5B)
showed significant variations over
time with higher levels at day 3 than
at baseline.

Discussion

As recently reviewed, control of cho-
lesterol homeostasis is of particular
importance for the functioning of
the retina (Fliesler &  Bretillon
2010). Cholesterol 24S-hydroxylase
(CYP46A1) is a metabolizing enzyme
that participates in the control of cho-
lesterol homeostasis in the central ner-
vous system  (Bjorkhem  2006).
Therein, including the neurosensory
retina (Bretillon et al. 2007) and espe-
cially RGCs (Ramirez et al. 2008), its
ability to convert cholesterol into 24S-
hydroxycholesterol may be a way to
regulate cholesterol levels. In our
work, the increase of IOP in the
experimental eye at day 3 is accompa-
nied by the induction of CYP46Al in
the retina, and increased plasma levels
of 24SOH, MCP-1 and ICAM-1. At
this time-point (day 3), glia is mod-
estly, although not significantly, acti-
vated in the experimental retina.
Indeed, gliosis was observed at a sig-
nificant level at day 14 only.

Plasma MCP-1 and ICAM-1 likely
originated from secretion of trabecular
meshwork cells (Shifera et al. 2010)
and endothelial cells (Jo et al. 2003)
that were injured by laser photocoag-
ulation.  Circulating MCP-1  has
recently been described as a chemoki-
ne recruited by macrophages. MCP-1
was also found to be produced in the
contralateral eyes in a rat model of
ischaemia reperfusion injury (Sun
etal. 2010) and more specifically
released at the end-feet region of Miil-
ler cells in a model of light-induced
photoreceptor degeneration (Rutar
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Fig. 5. Circulating I1L-6, TNF-alpha, VEGF, IL-1 beta, MCP-1 (A) and ICAM-1 (B) levels
after surgical elevation of intraocular pressure. **, * significantly different from controls (day 0)

at p < 0.001 and p < 0.05, respectively.

et al. 2011). Interestingly, as specified
above and even if we did not find any
significant differences between groups,
glial reactivity was detected in contra-
lateral eyes. This might be due to cir-
culating MCP-1, which may activate
astrocytes and end-feet of Miiller cells
that are located in the vicinity of reti-
nal vessels. Among these cells, activa-
tion of microglia might also lead to
differentiation of ramified microglial
cells into ameboid cells known to be
the macrophage-like cells of the retina
Additionally,
ICAM-1 expression leads to transmi-
gration of macrophages from the cir-
site
through endothelial tissues. Multiplex
of glaucomatous
patients revealed elevated MCP-1 lev-

(Mochizuki  2010).

culation to the inflammatory

studies in tears

els (Malvitte et al. 2007).

Retinal microglia and macrophages
in
response to ischaemia triggered by
elevated IOP and may have produced
in

may also have been activated
MCP-1,

as previously reported

— 6

models of ischaemia (Jo et al. 2003;
Yoshida et al. 2004). Nevertheless,
accounting for the reduced size of the
retina, we suspect retinal MCP-1 does
not significantly participate in its
plasma levels. A similar conclusion
may be suggested with 24SOH levels
in plasma and retina. Indeed, given
that CYP46Al1 activity is relatively
low — 0.01% of the pool of choles-
terol per hour (Bjorkhem et al. 1997)
— we assume that the 2.5-fold overex-
pression of CYP46Al in the retina in
response to elevated IOP at day 3
would not be sufficient to increase
plasma concentration of 24SOH by
30% as reported in the present study.
The brain and the liver are the major
contributors to circulating 24SOH
concentration (Bretillon et al. 2000).
The largest, if not exclusive, part of
24SOH originates from the brain
(Bjorkhem  2006). We previously
published data on plasma 24SOH
levels in patients with glaucoma. In
those patients, the ratio of the size of

the brain and of the liver was the
best indicator for plasma levels of
24SOH (Bretillon et al. 2000). Nei-
ther glaucoma nor the severity of the
retinopathy was associated  with
changes in plasma 24SOH concentra-
tions (Fourgeux et al. 2009). We sug-
gest that circulating MCP-1, which
was produced by laser-injured ocular
structures, activated glial cells in the
brain, which secondarily overexpres-
sed CYP46A1 and produced 24SOH.
Similar activation of CYP46Al in
glia has already been reported in the
brain in response to injury (Smiljanic
et al. 2010) and in Alzheimer’s dis-
ease (Bogdanovic et al. 2001; Brown
et al. 2004). A recent paper also dem-
onstrated atypical expression of
CYP46A1 by activated microglial
cells that became able to phagocyte
damaged neurons (Smiljanic et al.
2010). A similar mechanism may
likely explain glial activation in the
contralateral retina, as previously
reported (Ramirez et al. 2010).

Miiller cells are radial and macrog-
lial cells in the retina. End-feet of
their dendritic processes closely inter-
act with RGCs (Bringmann et al.
2006; Lebrun-Julien et al. 2009;
Atsuzawa et al. 2010). In vitro, the
regenerative state of RGCs has been
shown to correlate with activation of
retinal astrocytes and Muiiller cells
(Muller et al. 2007); 24SOH may be
one of these factors. The induction of
CYP46A1 at day 3 is consistent with
the genesis of oxidative stress in
response to elevated IOP during the
first 3 days after laser photocoagula-
tion (Fig. 1). Oxidative stress is potent
to increase CYP46A1 gene expression

(Ohyama et al. 2006) and is also
linked to glaucoma (Izzotti et al.
2006; Tezel 2011). In vitro data

showed that 24SOH exacerbated the
deposition of Af peptide in neurons
and potentiated the Af-dependent
apoptotic effect (Gamba et al. 2011).
Overexpression of CYP46A1 in astro-
cytes reduced glutamate uptake by
dissociating EAAT2 from lipid rafts
(Tian et al. 2010), thereby amplifying
the excitotoxicity of glutamate. One of
the strengths of our study is that we
showed that, in vivo, CYP46A1 induc-
tion was only transient and returned
to baseline a few days after. We there-
fore point out that the resolution of
CYP46A1 overexpression would pre-
vent any side-effect of 24SOH.
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We acknowledge several limitations
to our study. The left eyes were used
as comparators to eyes that under-
went laser photocoagulation  of
the limbus, the episcleral veins and
the trabecular meshwork. However, in
the laser-induced glaucoma model, it
was shown that contralateral eyes dis-
play glial activation (Ramirez et al.
2010). Therefore, we evaluated basal
glial activation in animals without
intervention (naive eyes in our study).
Several animal glaucoma models are
available today. Although the gold
standard remains the retrograde
hypertonic saline injection of episcler-
al veins (Morrison et al. 2011), the
model we used in our experiment has
been considered valid (Pang & Clark
2007) since its description (Levkov-
itch-Verbin et al.  2002). Another
weakness of our experiment is that we
did not consider endothelin-1. As it
was shown that optic nerve head
astrocytes are activated in vivo by
endothelin-1, this point would need
further clarification (Murphy et al. 2010).

Induction of CYP46A1 in the retina
may be considered neuroprotective.
24SOH may be a partner in the cros-
stalk between glia and neurons. It
may also bind to LXR in glia and
activate LXR-target genes, such as
ABCAI and ABCGI, which are
involved in the efflux of cholesterol,
thereby providing cholesterol to neu-
rons (Shafaati et al. 2011).
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D. Conséquences de I’inhibition de CYP46A1 sur
la fonction et I’homéostasie du cholestérol dans la
rétine

Fourgeux, C., et al., In vivo consequences of cholesterol-24S-hydroxylase inhibition by
voriconazole on cholesterol homeostasis and function in the rat retina.
Soumission a Biochemical Pharmacology

N.B.: Les figures mentionnées dans le texte font référence a celles qui sont insérées dans le
manuscrit soumis.

En catalysant I’addition d’un groupement hydroxyle en position 24 du cholestérol,
CYP46Al participe a I’élimination du cholestérol du systéme nerveux central, incluant la
rétine. CYP46AL participerait ainsi a limiter I’accumulation de cholestérol dans les neurones
qui est reconnu comme délétére [395]. Inhiber CYP46A1 pourrait donc s’avérer néfaste et ce
particulierement en condition de stress rétinien, comme au cours du glaucome.

Nous avons donc testé I’effet sur la rétine du voriconazole, un antifongique utilisé en
pratique clinique pour traiter des affections pneumologiques et les infections fongiques dans
I’eil, qui s’est révélé étre un inhibiteur de I’activité de CYP46A1 [408]. Nous avons donc
testé I’effet inhibiteur du voriconazole sur le métabolisme du cholestérol et son effet sur la
fonction de la rétine évaluée par électrorétinographie (ERG), ainsi que sur I’activation de la
glie et I’expression de CYP46A1.

Pour cela, nous avons tiré parti de I’utilisation de la minocycline en parallele et avec le
voriconazole. En effet, la minocycline inhibe I’activation des cellules microgliales et des
monocytes. Ceci nous permettrait alors de contrebalancer une éventuelle interaction immune
du voriconazole, suggéré par des données montrant I’activation de la différenciation des
monocytes en macrophages par le voriconazole [409]; et de mieux en apprécier son effet sur
le métabolisme du cholestérol indépendamment de son action sur les monocytes et la

microglie.

Modéle animal et analyses

Des rats males de souche Sprague-Dawley de 7 semaines ont été utilisés. Quatre
groupes ont été constitués. Chaque animal (n=10) a recu 5 injections intra-péritonéales a
raison d’une injection par jour pendant 5 jours. Pour le groupe Vor, 60mg/kg/jour de
voriconazole ont été administrés. Le groupe Mino a recu 22mg/kg/ jour de minocycline. Le
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groupe Vor+Mino a regu les deux traitements aux concentrations utilisées dans les groupes
Vor et Mino. Le groupe témoin a recu le mélange PBS/BSA/EtOH utilisé pour dissoudre le
voriconazole et la minocycline. Les animaux ont été soumis a ’lERG aprés avoir été placés
une nuit dans le noir. Aprés I’examen, les animaux ont été euthanasies. Le sang, I’humeur
vitrée, les rétines et le cerveau ont été prélevés. Le cholestérol et le 24SOH ont été mesurés
dans le plasma, le cerveau et la rétine par GC-MS a I’aide d’un standard interne deutéré. Des
marquages en western blot ont été réalisés dans la rétine et le cerveau pour analyser
I’expression de CYP46Al et de la GFAP comme marqueur de I’activation gliale. Les
cytokines et chimiokines ont été mesurées par Luminex® en multiplexes, dans le plasma,
I’lhumeur vitrée, les homogénats de rétine et de cerveau.

Le test non-paramétrique de Kruskal-Wallis a été utilisé pour comparer les niveaux
d’expression protéique (GFAP, CYP46Al), les teneurs en 24S-OH et en cholestérol, les
niveaux de cytokines et chimiokines (MCP-1, ICAM-1, IL-1, IL6, VEGF, TNF-a) entre les
groupes (témoin, Vor, Mino et Vor+Mino). La relation entre chaque donnée (GFAP,
CYP46A1, 24SOH, chimiomokines) et chacune des variables explicatives (tissu et groupe) a
été modélisée par une approche GEE (équation d’estimation généralisée), pour tenir compte
de la corrélation des données. Un estimateur de la robustesse de la variance a été utilisé. Les
variables explicatives de tissu (plasma, vitré, homogénats de rétine et de cerveau) et de groupe
(témoin, Vor, Mino et Vor+Mino) ont été codées 0/1. Le test de comparaison de Dunn a été
utilisé. Toutes les analyses ont été faites avec le logiciel STATA version 12.0. Le niveau de
significativité statistique a été établi a p <0,05, et les tests étaient bilatéraux (two-tailed).

Résultats

Les données sur ’ERG montrent que le voriconazole injecté seul ou avec la
minocycline altére le fonctionnement de la rétine interne (Figure 1). L’amplitude de I’onde b
est significativement diminuée (p <0,05) par rapport aux animaux du groupe témoin. Certains
ERG provenant du groupe Vor ou Vor+Mino sont méme altérés, rendant I’interprétation de
I’ERG inexploitable (8 ERG étaient quantitativement inexploitables). Le temps de latence de
la réponse de la rétine interne n’est pas affecté par le voriconazole. La minocycline seule n’a
pas d’effet sur ’ERG. La réponse des photorécepteurs, caractérisée par la réponse de I’onde a,
n’est pas affectée par le traitement.

L’histogramme de la figure 2A résume les résultats des moyennes d’amplitude des 4
pics mesurés (OP1 a OP4), qui sont caractéristiques des potentiels oscillatoires (OPs).
L’ analyse des tracés des potentiels oscillatoires enregistrés dans les deux groupes traités avec
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le voriconazole (Vor et Vor+Mino) montrent une altération significative des potentiels
oscillatoires (p <0,0001). Cette altération intervient particulierement au niveau de I’amplitude
des pics OP2 et OP3.

La réponse STR (Scotopic Threshold Response) est également altérée dans les groupes
traités avec le voriconazole. En effet et comme attendu, dans le groupe témoin, la moyenne
des amplitudes des pSTR augmente progressivement en fonction de I’augmentation de
I’intensité du stimulus lumineux. Dans le groupe Mino, I’augmentation est également
progressive et croissante. Dans les groupes Vor+Mino, la moyenne d’amplitude des pSTR est
significativement réduite aux plus fortes intensités (-4,32 et -4,06 log mcd.s/m?)
comparativement aux valeurs du groupe témoin, mais surtout il n’y a plus d’augmentation
croissante de la réponse. Les nSTR ne sont pas affectés ou a un niveau moindre (Figure 2B).
Les temps de latence des pSTR et nSTR ne sont pas modifiés (données non fournies).

Concernant les teneurs en 24S-OH de la rétine, nous avons obtenu une diminution de
37% dans le groupe Vor (p <0,05) et de 25% dans le groupe Vor+Mino. Dans le cerveau, les
teneurs en 24S-OH sont augmentées de 18% (non significatif) dans le groupe Vor, et ces
teneurs sont diminuées de 43% dans le groupe Vor+Mino (p <0,001) et de 11% dans le
groupe Mino comparé au groupe témoin (Figure 3). Les concentrations plasmatiques de 24S-
OH sont significativement diminuées de 45% dans le groupe Vor+Mino, et de 16 et 18% dans
les groupes Vor et Mino, respectivement. La teneur en cholestérol plasmatique montre une
diminution de 16% non significative. Une augmentation significative de 12% est observée
dans la rétine du groupe Vor+Mino (p <0.05) comparativement au groupe Vor. Dans ce
groupe Vor, les teneurs en cholestérol de la rétine sont augmentés de 18% comparé au groupe
témoin (non significatif). Dans le cerveau, le cholestérol n’est pas affecté par les traitements
(Figure 3).

Nos resultats de I’analyse de I’expression de CYP46A1 par western-blotting (Figure
4a) montrent une augmentation de I’expression de CYP46A1 dans la rétine (x1,4 ; x1,7) et le
cerveau (x1,2 ; x1,3) des groupes Vor et Vor+Mino comparés au témoins (non significatif).
En revanche, il y a une association positive entre I’expression de CYP46A1 dans la rétine et
celle dans le cerveau (R=0,2405 ; p <0,0013). L’expression de GFAP est augmentée d’un
facteur 2,7 et 1,8 dans la rétine et le cortex, respectivement dans le groupe Vor (Figure 4b).
L’induction de GFAP par la combinaison Vor+Mino est plus forte dans la rétine (x4,3) que
dans le cortex. De fagon intéressante, il existe une corrélation positive entre I’expression de
CYP46A1 et celle de GFAP dans la rétine (R?=0,2980 ; p <0,0003). La minocycline n’a pas
d’effet sur I’expression de CYP46AL1 ou de la GFAP.
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Les résultats du luminex montrent que les niveaux de MCP-1 et ICAM-1 sont
significativement élevés (Figure 5) dans la rétine (x2,3 ; x1,8) et le vitré (x12,4 ; x2,7),
respectivement, des groupes Vor+Mino comparé aux niveaux retrouvés dans le groupe
témoin. L’IL-6 est significativement augmenté dans le vitré des groupes Vor+Mino comparé
aux témoins (x12,5). Dans le vitré, les teneurs en VEGF chutent significativement par rapport
aux valeurs relevées chez les témoins (p <0,002). Dans le plasma et le cortex, les teneurs en
TNF-a et en VEGF sont augmentées dans le groupe Vor, méme si les différences ne sont pas
significatives. MCP-1 est augmenté dans le plasma du groupe Vor. Le groupe Mino n’est pas
affecté par le traitement, les niveaux de base sont méme légérement réduits par rapport au
niveau de base du groupe témoin (non significatif) sauf pour le TNF-a qui diminue de fagon

significative dans le cerveau (p <0,05) comparé au groupe témoin.

Discussion

L’équipe de Pikuleva a récemment défini les azoles comme des ligands de CYP46A1.
Parmi eux, le voriconazole a été caractérisé comme un inhibiteur efficace de CYP46ALl et de
la synthése du cholestérol en inhibant ’THMGCR, au moins dans le cerveau [408, 410, 411].

La question de tels effets dans la rétine restait cependant licite, en raison de
I’expression de CYP46A1 dans la rétine, mais néanmoins en suspens. Le voriconazole est
couramment utilisé dans le milieu médical, particuliérement sous forme de gouttes a 1% avant
ou apres la chirurgie, pour traiter les infections a Aspergillus. Cependant son utilisation serait
également associée a des perturbations visuelles transitoires, comme I’ont démontré Kinoshita
et al.,, en analysant des ERG effectués chez le singe aprés injection intraveineuse de
voriconazole [70]. Nos données montrent que le voriconazole altére la rétine interne, comme
on le voit par les amplitudes des ondes b qui sont réduites, ainsi que par la diminution des
potentiels oscillatoires. L’analyse des STR permet de rendre compte de la fonctionnalité des
CGR. En effet I'amplitude des pSTR et/ou nSTR diminue progressivement avec une
dysfonction des CGR [412, 413]. Nos données montrent que la moyenne d’amplitude des
pSTR est significativement réduite dans les groupes Vor+Mino aux plus fortes intensités. Les
nSTR sont peu voire pas affectés, ce qui est cohérent avec des données précédentes stipulant
que les pSTR sont plus représentatifs de la fonctionnalité de la rétine et plus exploités que les
nSTR [414].

Le voriconazole a été utilisé en injection intravitréenne chez le rat [415] et le lapin
[416]. Ces études n’ont pas révélé d’effet délétére du voriconazole sur ’ERG. Outre les

espéces animales qui sont différentes, la voie d’administration I’est également et, a notre sens,
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peut expliquer cette discordance dans les effets. Le voriconazole a été décrit comme
promoteur de la différenciation des monocytes en macrophages [409]. Ainsi, nous pouvons
suspecter que, utilisé par voie intraveineuse ou intrapéritonéale, le voriconazole serait a8 méme
d’activer les macrophages circulants qui, potentiellement pourraient infiltrer la rétine et altérer
sa fonction. Au contraire, la voie directe s’affranchirait de cet effet. Cependant, si la
minocycline est connue pour limiter I’activation des cellules microgliales [417], elle Iest
également vis-a-vis des monocytes [418]. L’effet sur ’ERG dans le groupe Vor+Mino plaide
donc en faveur d’un effet qui ne serait pas associé a I’infiltration de monocytes/macrophages
mais a un effet de I’inhibition de CYP46A1.

Nos résultats montrent I’établissement de la gliose dans la rétine aprés injection de
voriconazole. Les valeurs d’expression de la GFAP sont significatifs dans les groupes Vor et
Vor+Mino, avec un effet plus marqué dans le groupe combiné (x4,3; p <0,002). Dans le
cerveau, I’expression de GFAP reste constante. 1l n’y a pas de différence significative de
I’expression de CYP46AL1 dans le cerveau ou dans la rétine, bien qu’il y ait tout de méme une
Iégére augmentation dans les groupes Vor et Vor+Mino. Il existe une association positive et
significative entre le niveau d’expression de CYP46A1 dans la rétine et celui dans le cerveau.

De plus, dans la rétine, I"augmentation de CYP46A1 est corrélée positivement et
significativement a celle de la GFAP dans les groupes correspondants. Nous pouvons donc
associer les niveaux d’expression de la GFAP a ceux de CYP46A1. Ceci est cohérent avec
nos récentes données publiées. Nous avions montré que I’expression de CYP46A1 était
maintenue, dans un modele expérimental d’induction du glaucome chez le rat, afin de
préserver I’homéostasie du cholestérol dans la rétine [419].

De nombreuses études ont montré les effets protecteurs de I’inhibition de la microglie
par la minocycline au cours du glaucome, de la rétinopathie diabétique et sur la
dégénérescence des photorécepteurs [417, 420, 421]. L’inhibition de la microglie pourrait
alors étre une stratégie thérapeutique pour ralentir la perte des CGR [422]. Dans notre étude,
I’inhibition de la microglie et de I’activation des monocytes/macrophages et de I’activité
CYP46AL est associée a une restauration des teneurs en 24S-OH dans la rétine (-37% ; p
<0,05) par rapport a la situation dans laquelle seule I'activité CYP46AL1 est inhibée, mais
également a une exacerbation de la gliose réactionnelle.

En effet, nos résultats de dosages en multiplexe montrent que dans le cerveau du
groupe Mino, le TNF-a diminue de moitié comparé aux contréles, ce qui est cohérent avec le
fait que la minocycline a une action anti-inflammatoire [417]. Les niveaux des cytokines et
chimiokines du panel recherché sont méme plus faibles que ceux du groupe témoin. Les effets

178



de la minocycline sur I’inhibition de la microglie ont été rapportés dans un contexte
d’activation précoce de la microglie au cours d’un stress oxydatif. Les teneurs de MCP-1 de la
rétine et du vitré sont significativement augmentés dans les groupes Vor+Mino comparé au
groupe témoin, et les niveaux sont augmentés dans le groupe Vor, mais a un niveau moindre.
Nous suggérons que I’inhibition de la microglie par la minocycline amplifie I’effet du
voriconazole sur la gliose des CGM dans le groupe Vor+Mino, d’ou des niveaux augmentés
de MCP-1 et d’ICAM-1 dans la rétine. L’inhibition de la microglie, associée a une
modulation de I’homéostasie du cholestérol amplifierait I’activation de la macroglie. Nous
avons trouvé des niveaux de VEGF significativement diminués (p <0,002) dans les groupes
traités avec le voriconazole, ce qui est comparable a des données précédentes sur I’action d’un
analogue au voriconazole, I’itraconazole, combiné a la minocycline qui diminue aussi les
niveaux de VEGF [423-426]. Ces études montrent que I’inhibition de la prolifération
cellulaire endothéliale et de I’angiogénese, qui sont étroitement associées a I’inhibition du
VEGF, doivent étre reliées a I’inhibition de la voie de signalisation mTor (impliquée dans les
altérations du trafic de cholestérol) et celle impliquant SHH (associée a la perte des

connections neuronales).

En conclusion, le voriconazole inhibe la synthese de 24S-OH dans la rétine, et il altére
la fonctionnalité rétinienne. La minocycline n’inverse pas les effets du voriconazole, ce qui
signifie que, les voies menant a la différenciation des monocytes sont indépendamment
empruntées par chacun de ces deux composés. Nos données mettent en exergue le dialogue
entre CGR et cellules gliales en suggérant que les cellules gliales sont capables de détecter
une modification de la concentration de la rétine en 24S-OH et de s’activer. Nos travaux
montrent pour la premiere fois I’interaction entre homéostasie du cholestérol et microglie
dans la rétine. Enfin, compte tenu de I’exacerbation de la gliose et des marqueurs de
I’inflammation dans la rétine et le vitré apres injection de voriconazole et de minocycline, il
sera opportun d’évaluer, en condition de stress associé au glaucome, si les propriétés
neuroprotectrices de la minocycline sont amoindries lorsque I’activité de CYP46Al1 est
inhibée.
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Abstract

Cholesterol 24S-hydroxylase (CYP46A1) is an enzyme which converts cholesterol into 24S-
hydroxycholesterol in neurons and participates to cholesterol homeostasis in the central nervous
system including the retina. This study aimed to evaluate the consequences of CYP46A1 inhibition by
voriconazole on cholesterol homeostasis and function in the retina. Sprague-Dawley rats received
daily intraperitoneal injections of voriconazole (60mg/kg), minocycline (22mg/kg), voriconazole plus
minocycline, or vehicle during five consecutive days. The rats were submitted to electroretinography
to monitor retinal functionality. Cholesterol and 24S-hydroxycholesterol were measured in plasma,
brain and retina by isotope dilution gas chromatography-mass spectrometry. The expression of
CYP46A1, and GFAP as a marker for glial activation in the retina and brain was analysed by Western
Blotting. Cytokines and chemokines were measured in plasma, vitreous, retinal and brain
homogenates. Voriconazole significantly impaired the functioning of the retina as exemplified by the
reduced amplitude and increased latency of the b-wave of the electroretinogram. Meanwhile,
oscillary potentials were altered in the two voriconazole-treated groups. Voriconazole decreased
24S-hydroxycholesterol levels in the retina. Unexpectedly, CYP46A1 expression was increased in the
retina of rats from the voriconazole-treated groups. Meanwhile, GFAP expression was increased in
the retina and brain by voriconazole-treatments. ICAM-1 and MCP-1 showed significant increases in
the retina and vitreous. Minocycline did not reverse the effects of voriconazole. Our data highlighted
the cross talk between retinal ganglion cells and glial cells in the retina, suggesting that reduced 24S-
hydroxycholesterol concentration in the retina may be detected by glial cells, which were

consequently activated.

Key-words: Retinal ganglion cell; glia; cholesterol homeostasis; CYP46Al; voriconazole
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1- Introduction

Most part of cholesterol in the neurosensory retina is present as free form. Free cholesterol accounts
for 85% of total cholesterol in the neurosensory retina, the remaining consists of cholesteryl esters
[1]. As recently reviewed, cholesterol levels must be tightly regulated in the retina [2]. Dysregulations
of cholesterol homeostasis leading to cholesterol deficiency or accumulation have detrimental
consequences on the retina and are associated with neurodegeneration. As an example, the Smith-
Lemli-Opitz syndrome is an autosomal recessive disorder [3] that is due to 7-dehydrocholesterol
reductase deficiency [4,5,6] and causes the inability of the cells to synthesize cholesterol. It results to
the accumulation of 7-dehydrocholesterol in brain [7,8,9] and retinal neurons [10] and is associated
with neurodegeneration. The opposite situation of cholesterol accumulation in Niemann-Pick type C

syndrome gives a similar feature of loss of neurons in the brain [11,12] and retina [13].

Cholesterol 24S-hydroxylase (CYP46A1), cholesterol-27-hydroxylase (CYP27A1) and CYP11A1l are
cholesterol-metabolizing enzymes that are involved in cholesterol homeostasis, and are expressed in
the retina [14]. Cholesterol 24S-hydroxylase (CYP46A1) converts cholesterol into 24S-
hydroxycholesterol (24SOH) in neurons of the central nervous system [15,16,17]. CYP46A1
expression and 24SOH are specific to neurons of the CNS [18], including inner neurons of the retina
and retinal ganglion cells (RGC) [18,19]. The exact role of CYP46A1 in the retina remains partly
unknown. Alike brain neurons [15,20,21], the formation of 24SOH may represent a pathway for
retinal neurons to maintain the balance of cholesterol. Interestingly, in an experimental rat model of
glaucoma, we found steady-states levels of CYP46A1 and 24SOH in the retina, despite the expected
loss of retinal neurons and as a consequence, the expected decrease in CYP46A1 and 24SOH levels

[22].

Drugs inhibiting CYP46A1 have recently been characterized [23,24]. Among them, voriconazole is an
antifungal agent that belongs to the triazole class, and exhibits high affinity for CYP46A1 [23].
Voriconazole was found to transiently inhibit the activity of HMG CoA reductase and CYP46A1 in
mice brain [25]. In vitro, voriconazole potentiated the activation of monocytes triggered by fungal
infection, especially by up-regulating the expression of immunomodulatory genes, including TNF-
o. [26]. The safety of intravitreous injection of voriconazole on the function of the retina has been
established in rats [27] and rabbits [28]. However different findings were reported in monkeys.
Indeed when injected intraveneously, voriconazole significantly impaired bipolar cell function as
illustrated by abnormal — although transient and reversible — profiles of the electroretinogram (ERG)
[29]. The reason for the discrepancy in the ERG data in the simian species compared to rodents and

rabbits may be linked to the systemic effect of voriconazole on monocyte activation [26] that may
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infiltrate the retina when voriconazole was used intraveneously. On the contrary, such inflammatory
process would not occur when used intravitreally. ERG impairment may alternatively be associated
to the inhibition of CYP46A1 in the retinal cells that specifically express CYP46A1. Until now the role

of CYP46A1 in the electrophysiological response of the retinal cells remains unknown.

In order to better understand the role of CYP46A1 in the retina, we took advantage of voriconazole
as an inhibitor of CYP46A1 activity to evaluate its potential to modulate cholesterol homeostasis and
function in the retina. Meanwhile, minocycline was used in parallel and in addition to voriconazole to
inhibit monocyte activation, and therefore delineate the specific effect of voriconazole in this

pathway.
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2- Materials and methods

All animals used in this experiment were handled according to the regulations of the Institutional
Animal Care Committee (University of Burgundy, Dijon, France), and all procedures adhered to the
tenets of the statements of the Association for Research in Vision and Ophthalmology (ARVO) for the

use of Animals in Ophthalmic and Vision Research.

2.1. Voriconazole and minocycline administration

In this experiment a total of 50 male Wistar rats at 7 to 8 weeks of age were delivered by Janvier
breedings (Le Genest Saint Isle, France). The animals were maintained under specific pathogen-free
conditions of temperature (22 + 1°C), hygrometry (55-60%) and light (50 lux-light on from 07:00 am
to 07:00 pm). The rats (n=10-15 on the basis of two to three repeated experiments with n=5 per
group) received daily intraperitoneal injections of either voriconazole (Vor) (60 mg/kg in PBS 1x, once
a day, n=15) (Pfizer, Groton, USA), minocycline (Mino) (22 mg/kg in PBS 1x, once a day, n=10)
(Minocycline hydrochloride, Sigma-Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France), voriconazole plus
minocycline (Vor+Mino) (60 and 22 mg/kg respectively in PBS 1x, n=10), or vehicle (approx. 0.2 mL

PBS 1x, once a day, n=15) during five consecutive days.

2.2. Electroretinography

The rats were submitted to electroretinography (ERG). Before ERG recordings, the rats were dark-
adapted for at least 12 h. All further procedures were carried out under dim red light (A=650 nm) and
at a constant temperature of 25°C. Anaesthesia was induced by intraperitoneal injection of ketamine
(50 mg/kg, Imalgene® 1000, Merial, Lyon, France) and xylazine (10 mg/kg, Rompun® 2%, Bayer,
Puteau, France). The pupils were dilated with 0.5% tropicamide (Ciba Vision Ophthalmics, Blagnac,
France). Hydroxymethylcellulose (Humigel®, Virbac, Carros, France) was topically applied on corneas
to ensure good electrical contact and to keep the eye hydrated during the entire procedure. After
10 min, rats were positioned in a warming plate that maintained a constant body temperature, and
the corneal electrodes were put in place. The ERG was recorded via corneal electrodes (thin gold
wire with a 3-mm ring end) and reference and ground electrodes (silver needle) placed on the
forehead and tail, respectively. The recording setup featured a Ganzfeld bowl, an amplifier, and a
computer-based control and recording unit (RETI port/scan 21, Stasche & Finger GmbH, Roland
Consult, Brandenburg, Germany). ERG responses were recorded from both eyes simultaneously after
the rats were placed in the Ganzfeld bowl.

The band-pass filter width was 1-300 Hz for the recording procedure of scotopic single-flash
responses. Stimuli of the scotopic single-flash were recorded with ten increasing intensities from

0.0003 cd.s/m? to 10 cds/m?. These responses were averaged with an inter-stimulus interval of 5 s
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(from 1 to 10 cd.s/m?) or 17 s (up to 0.3 cd.s/m?). The band-pass filter width was 0.2-30 Hz for the
recording procedure of scotopic threshold responses (STR). Stimuli of the STR were recorded with
three increasing intensities: -4.60log, -4.32log and -4.02log cd.s/m?. An inter-stimulus interval of 2 s
was used between these stimuli. For the oscillatory potentials (OPs) recording, the band-pass filter
width was 200-500 Hz. One single stimulus was applied at 0.06 Hz. The inter-stimuli interval was
about 17 s. After amplification, the signal was digitized and processed. Ten animals were considered
per group.

Scotopic and photopic responses were recorded, a- and b-waves amplitudes and latencies were
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analyzed as previously described [30,31,32]. OPs were also recorded as previously published [33,34]

[any
o

and analyzed on the basis of means of amplitude and time-latency measures of each of the four

11  typically characterized peaks (P1 to P4) [35,36].

12 2.3. Samples processing

13 After ERG recordings, rats were euthanized and enucleated. Five milliliters of blood were taken by
14  aortic puncture in EDTA tubes and plasma was prepared by 15-min centrifugation at 3 000 rpm at
15  4°C. The retinas were carefully dissected after excision of the anterior segment of the eyes. Vitreous
16  of both eye was collected and pooled for each animal (n=10 per group). All retinas were then
17 carefully dissected from the underlying choroid and sclera. For each animal, one retina was stored at
18 -20°C in 2 mL 1M KOH for 24SOH and cholesterol quantification (n=10 per group) (see paragraph
19 2.4). The other retina was snap-frozen at -80°C until whole protein extraction (n=10 per group). The
20  retinal lysates were further divided for cytokines/chemokines quantification (see paragraph 2.5) and
21  western blotting (see paragraph 2.6). Brains were dissected from the skulls and sagitally divided in
22 two parts. One half-brain was stored in 5 mL Folch solution (chloroform/methanol, 2:1, v/v) for
23 24SOH and cholesterol quantification (n=10 per group) (see paragraph 2.4) and 10 mg cortex was
24  used for cytokines/chemokines quantification (see paragraph 2.5) and western blotting (n=10 per

25  group) (see paragraph 2.6).

26 2.4. Quantification of cholesterol and 24-hydroxycholesterol in the retina, brain and plasma

27 Cholesterol and 24SOH were quantified in retina (n=10 per group), plasma (n=10 x 1 mL per group)
28  and a half-brain (n=10 per group) using authentic internal standards: 5c.-cholestane for cholesterol
29 quantification by gas chromatography flame ionization detection, and deuterated racemic [23,23,24-
30  2H,]-24-hydroxycholesterol (generous gift from Pr Ingemar Bjorkhem, Karolinska Institutet,
31 Stockholm, Sweden) for 24SOH quantification by isotope dilution GC-MS as previously described
32 [20,37,38]. Total lipids were first extracted from the brains which were homogenized in 20 mL of

33 Folch solution + 4 mL 0.9% NaCl. After 3 min centrifugation at 3 000 g, the organic phase was
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removed and the solvent was evaporated to dryness. Total lipids were then resuspended in 10 mL
chloroform. An aliquot of 100 pL of total brain lipids was used for quantification of cholesterol and
24SOH using 10 g of 5a-cholestane and 150 ng of [23,23,24-*H,]-240H. For retinas and plasmas, 100
ng of [23,23,24-2H3]-240H was added to the samples that were submitted to alkaline hydrolysis in 5
mL of 1M KOH for 2 h. The solution was neutralized with 65 uL of phosphoric acid and the sterols
were extracted with 9 mL of chloroform in the presence of 3 mL of 0.9% NaCl. The organic phase was
removed and the solvent was evaporated to dryness. The sterols were dissolved in 1 mL of toluene. A
100 plL-aliquot was taken for quantification of cholesterol. For this purpose, 5 pg of 5a-cholestane
were added, and the solvents were evaporated to dryness. The sterols were derivatized to
trimethylsilyl ethers by heating at 60°C after the addition of 200 pL of pyridine and 200 uL of BSTFA
(Supelco, Bellafonte, PA, USA). The solvents were evaporated under nitrogen gas and the samples
were resuspended in hexane and analyzed by gas chromatography-flame ionization detector (GC-FID,
Ezychrom, Hewlett-Packard HP4890A). A 1lul-aliquot was injected by automated injection in a
splitless mode at an injection temperature of 300°C on a DB-5MS fused silica capillary column (30 m
x 0.25 mm id, 0.25 um film thickness; J&W Scientific, Agilent Technologies, Massy, France). The initial
oven temperature was kept at 50°C for 1 min, then it was increased at a rate of 20°C.min"* to 250°C
and thereafter at 5°C.min™" to a final temperature of 300°C. The remaining 900 pL of the saponified
sterols was purified on silica columns (Supelco) for quantification of 24SOH. Removal of cholesterol
was first achieved by elution with 8 mL of 0.5% isopropanol in hexane. Purified oxysterols were
subsequently eluted with 5 mL of 30% isopropanol in hexane and processed for derivatization as
described above. Trimethylsilyl ethers were measured by gas chromatography-mass spectrometry
(QP2010, Shimadzu, Japan). For this purpose, a 1 pL-aliquot was injected into silica columns and
processed as described above. The temperature of the transfer line was kept at 300°C. Electron
impact ionization was employed at 70 eV ionization energy. 24SOH and deuterated 24SOH were
measured at m/z 413 and 416 amu, respectively. Absolute amounts of 24SOH were determined by
interpolation from a standard curve generated in each experiment using unlabelled 24-
hydroxycholesterol. Unlabelled 24-hydroxycholesterol (racemic mixture of 24S- and 24R-
hydroxycholesterol) was synthesized in our own facilities. The purity and chemistry of the
synthesized molecules was checked by *H and 3C-NMR and GC-MS and reached 99.7% (data from
GC-MS not shown).
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2.5. Quantification of cytokines, chemokines and growth factors in plasma, vitreous humor,
retina and cortex homogenates
IL6, MCP-1, VEGF, IL1B, ICAM-1 and TNFa. were quantified simultaneously in plasma, vitreous humor,
retinal and brain homogenates with Procarta® Cytokine Assay kit (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA).
Retinas and brain lysates were first obtained as follows: one retina or 10 mg of cortex in 100 uL or
150 pL respectively of Procarta® lysis buffer, were homogenized on a Tissue Lyser (Qiagen, Venlo,
Limbourg, the Nertherlands) with 3 mm carbide-tungsten beads (Qiagen) at 30 Hz for 1 min 30 s or 3
min for retinas or brains respectively. Then samples were centrifuged 10 min at 4°C and lysates were
processed for the assay. Following the supplier’s instructions, 25 plL of plasma diluted by half in PBS
0.1% BSA, 25 pL of vitreous humor diluted by four in PBS 0.1% BSA and 25 puL of retina and brain

homogenates were used for the quantification. Cytokines and chemokines were measured in all

samples by Luminex® technology based on flow cytometry. The raw data of the multiplex

immunoassays were then analyzed with the BioPlex® software (BioRad Laboratories, Hercules, CA,

USA). Whole protein concentrations were measured in all samples using the bicinchoninic acid assay
(BCA) at 544 nm (Pierce, Rockford, MD, USA). The levels of cytokines and growth factors were

expressed as picograms per milligram of total proteins.

2.6. Evaluation of CYP46A1 and GFAP expression levels in the retina and the cortex

Twenty five micrograms of proteins from retina and cortex were boiled during 5 min in 4x Laemmli
buffer and stored at -20°C. Then the samples were subjected to electrophoresis (Mini-Protean IV
system, BioRad, Hercules, CA, USA) on a 10% SDS-PAGE gel at 120 V. Proteins were then transferred
on a nitrocellulose membrane (Hybond-ECL, GE Healthcare, Buckinghampshire, UK) for 1 h at 100
mA.

GFAP staining was detected as follows. The membranes were blocked 2 h at room temperature in 5%
fat-free dry milk with 1x PBS 0.1% Tween 20, prior to the step of incubation for 2 h with primary anti-
GFAP antibody (dilution 1:2 000 in the blocking buffer, clone N-18 rabbit polyclonal antibody; Santa
Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, USA), and washing five times in 1x PBS 0.1% Tween 20
followed by 1 h incubation at room temperature with the peroxidase-conjugated goat anti-rabbit
antibody (dilution: 1:4 000, DakoCytomation). The membranes were then washed five times in 1x

PBS 0.1% Tween 20 before signal detection, as described below.

For the detection of CYP46A1, membranes were blocked in 10% fat-free dry milk with 1x PBS 0.1%
Tween 20. Immunostaining with the monoclonal mouse anti-CYP46 (dilution 1:400, clone 1F11, Santa

Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, USA) was carried out by an overnight incubation at 4°C.
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Membranes were washed five times with 1x PBS 0.1% Tween 20 and incubated with a goat anti-
mouse HRP-linked antibody (dilution 1:4 000, DakoCytomation) for 90 min at room temperature. The
signal was quantified by comparison with B-tubulin as a gel-loading control (n=10 per group). Forthat
purpose, the membrane was restored with the Western blot stripping buffer (Thermo Scientific,
Kalamazoo, MI, USA) for 30 min at room temperature. After two washes in 1x PBS 0.1% Tween 20,
the membranes were incubated for 45 min with monoclonal mouse anti-B-tubulin (dilution 1:4 000,
Zymed Laboratories, South San Francisco, CA, USA), washed five times in 1x PBS 0.1% Tween 20, and
revealed with a goat anti-mouse HRP-linked secondary antibody (dilution 1:5 000, DakoCytomation)
for 45 min. Detection of the chemiluminescent signal was processed with the Western lightning-ECL
plus kit (PerkinElmer, Waltham, MA, USA). The signal was submitted to a BioRad molecular imager

Chemidoc XRS+ System to quantify protein levels with Bio-Rad Image Lab software 2.0.1.

2.7. Statistical analyses

A nonparametric Kruskal-Wallis test was used to compare proteins expression levels,
24S0H/cholesterol amounts, cytokines and chemokines between groups (vehicle, Vor, Mino,
Vor+Mino). The relationship between each outcome (GFAP, CYP46A1, 24SOH, cytokines and
chemokines) and each of the explanatory variables (sample and group) was modeled as a generalized
estimating equation (GEE), to account for the correlated nature of the data. A robust variance
estimator was used. The explanatory variables — sample (plasma, vitreous, retina and brain) and
group (no intervention or intervention) — were binary coded. Dunn’s comparison test was used. All
analyses were conducted using STATA version 12.0 (STATACORP, College Station, TX, USA). The level

of statistical significance was set at p<0.05 and the tests were two-tailed.
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3- Results

3.1. Impairment of retinal functionality

The analysis of the scotopic single flash ERG showed that voriconazole injected alone or with
minocycline significantly impaired the functioning of the inner retina as exemplified by the reduced
b—wave amplitude (Figure 1). ERG b—wave latency was unaffected by voriconazole. None of the ERG
parameters exhibited any variation after minocycline injected alone compared to the control group.
The a-wave amplitude was unaffected by any treatment compared to control, whereas a-wave
latency was slightly but not significantly increased after Vor and Vor+Mino injections (data not
shown). OPs were altered in the groups of animals injected with Vor, and Vor+Mino, especially when
considering P2 and P3 peaks and the sum of the four individual OPs (p<0.0001, Figure 2). Our
recordings revealed a significant alteration of the pSTR with voriconazole. Indeed, on the contrary to
the expected increase in pSTR amplitude as a function of light stimulus intensity observed in controls
animals, pSTR amplitudes did not increase in animals treated with Vor alone and Vor+Mino. At higher
light intensities of -4.32log and -4.02log cd.s/m?, pSTR were significantly decreased (p<0.0002) in
Vor+Mino group. nSTR were significantly decreased at -4.02log cds/m? in Vor+Mino groups
(p<0.0002). At the lower intensity (-4.60log cds/m?), pSTR were significantly decreased in Vor group
only (p<0.05). The histogram in the figure 2b shows the mean amplitude obtained for pSTR and nSTR.
The slope of the increase of pSTR amplitude as a function of light intensity in vehicle was about 15.8
(R? = 0.913) which is almost equivalent to that of the minocycline group (14.0; R? = 0.997), whereas in
groups treated with voriconazole, slopes values were lower (1.8; R* =0.989 and -0.3; R? = 0.015 in Vor
and Vor+Mino groups, respectively). Slopes for nSTR in vehicle and minocycline groups gave similar
values (15.7; R* = 0.905 and 14.9; R = 0.855) and lower slopes in voriconazole-treated groups (10.2;
R? = 0.7021 and 8.2; R = 0.556 in Vor and Vor+Mino groups, respectively). These calculations
reinforce our findings about alterations of STR in voriconazole-treated groups. Time latencies of the

pSTR and nSTR were unaffected by the treatments (data not shown).

3.2. Dysregulation of cholesterol homeostasis

24SOH levels decreased by 37% (p<0.05) and 25% (not significant) in the retina of Vor and Vor+Mino
groups, respectively, compared to the control group (Figure 3). In the brain, 24SOH levels were
unaffected by the Vor treatment but were decreased by 43% in the Vor+Mino group (p<0.001, Figure
3). Plasma 24SOH concentrations were significantly decreased by 45% (p<0.005) in the Vor+Mino
groups, 18% and 16% in the Vor and Mino groups respectively (not significant, Figure 3). Moreover,
minor changes in cholesterol levels were found in the retina: -12% in Vor+Mino group (p<0.05)
compared to Vor group in which levels reached +18% of the value in the group injected with vehicle

(not significant, Figure 3).
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3.3. Up-regulation of CYP46A1 and GFAP expression in the retina and cortex

CYP46A1 expression was increased in the retina and cortex of the Vor group (x1.4 and 1.2,
respectively, compared to the control) and in the Vor+Mino group (x1.7 and x1.3, respectively,
compared to the control) but the differences were not significant (Figure 4). Meanwhile, GFAP
expression was raised by a factor of 2.7 and 4.3 in the retina (p<0.05) and 1.8 and 1.6 in the cortex
(not significant), after Vor and Vor+Mino treatments respectively, compared to the controls (Figure
4). Interestingly, the levels of CYP46A1 expression in the retina and the cortex were positively

associated (r2=0.241; p=0.0013). The same positive association was observed between CYP46A1 and

O 00 N O U B W N

GFAP expression in the retina (r?=0.298, p=0.0003).

[
o

Minocycline did not reverse the effects of voriconazole. CYP46A1 and the retina and cortex GFAP

11  expression remained unaffected by minocycline injection compared to vehicle.

12 3.4. Measurement of cytokines, chemokines and growth factors in plasma, vitreous humor,
13 retina and cortex homogenates

14  Voriconazole significantly increased plasma MCP-1 concentration by 1.5-fold, and decreased VEGF
15 levels by 65% in the vitreous. Minocycline decreased by half TNFa in the cortex. The most
16  tremendous effects were found after Vor+Mino treatment. MCP-1 and ICAM-1 levels were
17  significantly increased 2.3-fold in the retina and 12-fold in the vitreous compared to vehicle. IL6 was
18 also significantly increased in the vitreous of Vor+Mino groups (x12.5) compared to vehicle (data not

19  shown).
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4- Discussion
Pikuleva and co-authors recently defined that azoles bind CYP46A1 [23,39]. Among them,
voriconazole was an efficient inhibitor of CYP46A1 but also of cholesterol biosynthesis in mice brain
[25]. Until now the question about similar effects of this molecule in the retina remained unknown.
Similar to the brain, CYP46A1 is specifically expressed in neurons of the neural retina [19], on the
contrary to other CYP450 enzymes, such as CYP27A1 and CYP11A1 which are expressed in the retina
but are not specific to neurons [14]. Voriconazole has been incriminated in transient visual
disturbances. Intravitreal injection of voriconazole is recommended in the treatment of fungal
endophthalmitis and its inocuity was demonstrated in the rat [27] and the rabbit [28]. Different
findings were reported in monkeys. When injected intraveneously, voriconazole significantly
impaired bipolar cell function, although this effect was transient and reversible [29]. The reason for
the discrepancy in the ERG data may be linked to the systemic effect of voriconazole on monocyte
activation that may infiltrate the retina and alter retinal function when voriconazole was used
intraveneously. On the contrary, such inflammatory process would not occur when used

intravitreally.

In our model, voriconazole efficiently impaired the functioning of the inner retina as demonstrated
by the tremendous reduction of the ERG b-wave amplitude and drastic alteration of the OPs. Similar
data were obtained by Kinoshita et al. [29] who demonstrated the transient inhibitory effects of this
azole in monkeys. In their model, voriconazole especially targeted bipolar cells as demonstrated by
the reduction or even disappearance of the b-wave. Similar to Kinoshita’s, we found that
photoreceptors were unaffected by the treatment as judged by the absence of effect on a-wave
amplitude. The STR recordings showed significant alterations, whereas nSTR were not or at least not
significantly affected. Cuenca et al. [40] pointed out the relevance to interpret pSTR rather than
nSTR. Vidal-Sanz has been a pioneer in the evaluation of STRs in its models of acute RGC loss which
surmised the use of STRs to assess RGC dysfunction [35,36]. Our data clearly highlighted that the
inhibition of CYP46A1 in RGC which specifically expressed CYP46A1 [18,19] impaired RGC function.

Therefore, cholesterol homeostasis seems needed for a proper RGC function.

The level of CYP46A1 expression in the retina was slightly but not significantly increased in Vor and
Vor+Mino groups, when compared to the control group. Meanwhile GFAP protein was significantly
up-regulated in Vor and Vor+Mino groups, suggesting that the inhibition of CYP46A1 activity
triggered glial reactivity. Consistently, we found a positive association between CYP46A1 and GFAP
expression levels in the retina. This is in accordance with our previous work in a rat model of
glaucoma since we suggested that retinal glial cells were able to express CYP46A1 in order to

counterbalance the suffering or loss of RGC [22]. Again, as we previously reported [22], the reduction
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of 24SOH in the retina was associated with up-regulation of GFAP and CYP46A1. Our interpretation is
that retinal glial cells could be able to detect the changes of 24SOH concentration in the retina by
over-expressing CYP46A1. The Vor-induced decrease in 24SOH levels observed in the retina but not
in the brain can be linked to the greater permeability of the blood-retinal barrier to voriconazole
compared to the blood-brain barrier, as previously observed by our group with dietary fatty acids
[41]. Of note, 24SOH diminished in the brain and plasma of rats injected with Vor+Mino. Accounting
the almost exclusive cerebral origin of 24SOH, the reduction in plasma 24SOH levels is consistent

with similar reduced levels in the brain.

In combination with minocycline voriconazole had marked effects on the inflammatory status of the
retina and vitreous, as exemplified by increased levels of MCP-1, and GFAP signal in the retina.
Mdiller cells are major producers of MCP-1 in the retina that is able to attract microglial cells and
monocytes/macrophages upon retinal stress [42,43]. Our data revealed that the inhibition of
microglia by minocycline exacerbated the effects of vorionazole on the activation of glia and up-
regulation of CYP46A1 in the retina. Some studies reported the protective effects of microglial
inhibition by minocycline in glaucoma, diabetic retinopathy or even photoreceptor loss [44,45,46].
Inhibition of microglial activation might be a therapeutic strategy to slow RGC loss [47]. Accounting
the enhanced macroglial reactivity and inflammatory markers in the retina and vitreous after
voriconazole and minocycline treatment, the neuroprotective effect of microglial inhibition by
minocycline may be hampered by CYP46A1 inhibition. Further ongoing experiments will define the

consequences of inhibiting CYP46A1 activity in the course of RGC loss in glaucoma models.

Interestingly we found that voriconazole injected alone or in combination with minocycline
significantly decreased intravitreal VEGF levels (p=0.002). Similarly itraconazole, an analog of
voriconazole, was found to inhibit endothelial cell proliferation and VEGF expression. This effect was
restored by cholesterol treatment via the shh pathway [48,49,50,51] which is also of importance in

cholesterol transport in the cells [52].

Our study supports the role of CYP46A1 in the maintenance of RGC function. Dysregulation of
cholesterol homeostasis by voriconazole impaired inner retinal neurons and RGC response. Our data
also highlighted the cross talk between RGC and glial cells in the retina by suggesting that reduced
24SOH concentration in the retina may be detected by glial cells, which were consequently activated.
Our work also showed for the first time a close interaction between cholesterol homeostasis in the

retina and microglia.

192



0 N o b~ W N

Acknowledgements

Voriconazole was obtained from Pfizer laboratories. We acknowledge the fruitful collaboration with
Laboratoires Fournier/Solvay/Abbott (Daix, France) for multiplex analysis of cytokines (Luc Lebreton,
Jocelyne Annat, Sévérine Delaporte). We are grateful to our animal house staff, Bruno Pasquis,
Laurence Decoq and Elise Lalarme to take care on animals. Parts of this work were presented at the
2011 Annual Meeting of ARVO (Association for Research in Vision & Ophthalmology, Fort Lauderdale,
FL, USA) [53], and at the first 2011 Symposium of ENOR (European Network on Oxysterols Research)

(Minich, Germany).

No author has any financial and commercial relationship related to this work to disclose.

193



[a=y

O 00 N o v b~ W N

W W W W N N N N N NN NN R R R R R R R R R @
W N B O ©W © N O 1 B W N P O W 0 N O 1 B W N B O

References

[1] Bretillon L, Thuret G, Gregoire S, Acar N, Joffre C, Bron AM, et al. Lipid and fatty acid profile of the
retina, retinal pigment epithelium/choroid, and the lacrimal gland, and associations with
adipose tissue fatty acids in human subjects. Exp Eye Res 2008;87:521-8.

[2] Fliesler SJ and Bretillon L. The ins and outs of cholesterol in the vertebrate retina. J Lipid Res
2010;51:3399-413.

[3] Opitz JM. RSH/SLO ("Smith-Lemli-Opitz") syndrome: historical, genetic, and developmental
considerations. Am J Med Genet 1994;50:344-6.

[4] Irons M (1993). Smith-Lemli-Opitz Syndrome. GeneReviews. R. A. Pagon, T. D. Bird, C. R. Dolan, K.
Stephens and M. P. Adam. Seattle (WA).

[5] Irons M, Elias ER, Tint GS, Salen G, Frieden R, Buie TM, et al. Abnormal cholesterol metabolism in
the Smith-Lemli-Opitz syndrome: report of clinical and biochemical findings in four patients and
treatment in one patient. Am J Med Genet 1994;50:347-52.

[6] Tint GS, Irons M, Elias ER, Batta AK, Frieden R, Chen TS, et al. Defective cholesterol biosynthesis
associated with the Smith-Lemli-Opitz syndrome. N Engl J Med 1994;330:107-13.

[7] Xu L, Mirnics K, Bowman AB, Liu W, Da J, Porter NA, et al. DHCEO accumulation is a critical
mediator of pathophysiology in a Smith-Lemli-Opitz syndrome model. Neurobiol Dis
2012;45:923-9.

[8] Jiang XS, Backlund PS, Wassif CA, Yergey AL and Porter FD. Quantitative proteomics analysis of
inborn errors of cholesterol synthesis: identification of altered metabolic pathways in DHCR7
and SC5D deficiency. Mol Cell Proteomics 2010;9:1461-75.

[9] Solca C, Pandit B, Yu H, Tint GS and Patel SB. Loss of apolipoprotein E exacerbates the neonatal
lethality of the Smith-Lemli-Opitz syndrome mouse. Mol Genet Metab 2007;91:7-14.

[10] Kretzer FL, Hittner HM and Mehta RS. Ocular manifestations of the Smith-Lemli-Opitz syndrome.
Arch Ophthalmol 1981;99:2000-6.

[11] Paul CA, Boegle AK and Maue RA. Before the loss: neuronal dysfunction in Niemann-Pick Type C
disease. Biochim Biophys Acta 2004;1685:63-76.

[12] Phillips SE, Woodruff EA, 3rd, Liang P, Patten M and Broadie K. Neuronal loss of Drosophila
NPCla causes cholesterol aggregation and age-progressive neurodegeneration. J Neurosci
2008;28:6569-82.

[13] Claudepierre T, Paques M, Simonutti M, Buard |, Sahel J, Maue RA, et al. Lack of Niemann-Pick
type C1 induces age-related degeneration in the mouse retina. Mol Cell Neurosci 2010;43:164-

76.

194



O 0 N o U B W N =

w W W W N N N N N NN NN NN NN PR R R R R R R R
w N Pk O VW 0 N O U B W N P O O 0 N OO0 B B W N = O

[14] Mast N, Reem R, Bederman |, Huang S, DiPatre PL, Bjorkhem I, et al. Cholestenoic Acid is an
important elimination product of cholesterol in the retina: comparison of retinal cholesterol
metabolism with that in the brain. Invest Ophthalmol Vis Sci 2011;52:594-603.

[15] Bjorkhem I, Litjohann D, Breuer O, Sakinis A and Wennmalm A. Importance of a novel oxidative
mechanism for elimination of brain cholesterol. Turnover of cholesterol and 24(S)-
hydroxycholesterol in rat brain as measured with 20, techniques in vivo and in vitro. J Biol
Chem 1997;272:30178-84.

[16] Russell DW, Halford RW, Ramirez DM, Shah R and Kotti T. Cholesterol 24-hydroxylase: an
enzyme of cholesterol turnover in the brain. Annu Rev Biochem 2009;78:1017-40.

[17] Bjorkhem 1. Crossing the barrier: oxysterols as cholesterol transporters and metabolic
modulators in the brain. J Intern Med 2006;260:493-508.

[18] Ramirez DM, Andersson S and Russell DW. Neuronal expression and subcellular localization of
cholesterol 24-hydroxylase in the mouse brain. J Comp Neurol 2008;507:1676-93.

[19] Bretillon L, Diczfalusy U, Bjorkhem |, Maire MA, Martine L, Joffre C, et al. Cholesterol-24S-
hydroxylase (CYP46A1) is specifically expressed in neurons of the neural retina. Curr Eye Res
2007;32:361-6.

[20] Bjorkhem |, Latjohann D, Diczfalusy U, Stahle L, Ahlborg G and Wahren J. Cholesterol
homeostasis in human brain: turnover of 24S-hydroxycholesterol and evidence for a cerebral
origin of most of this oxysterol in the circulation. J Lipid Res 1998;39:1594-600.

[21] Bjorkhem | and Meaney S. Brain cholesterol: long secret life behind a barrier. Arterioscler
Thromb Vasc Biol 2004;24:806-15.

[22] Fourgeux C, Martine L, Pasquis B, Maire MA, Acar N, Creuzot-Garcher C, et al. Steady-state levels
of retinal 24S-hydroxycholesterol are maintained by glial cells intervention after elevation of
intraocular pressure in the rat. Acta Ophthalmol 2012;Sep 23. doi: 10.1111/j.1755-
3768.2012.02490.

[23] Mast N, Charvet C, Pikuleva IA and Stout CD. Structural basis of drug binding to CYP46A1, an
enzyme that controls cholesterol turnover in the brain. J Biol Chem 2010;285:31783-95.

[24] Mast N, Norcross R, Andersson U, Shou M, Nakayama K, Bjorkhem |, et al. Broad substrate
specificity of human cytochrome P450 46A1 which initiates cholesterol degradation in the brain.
Biochemistry 2003;42:14284-92.

[25] Shafaati M, Mast N, Beck O, Nayef R, Heo GY, Bjorkhem-Bergman L, et al. The antifungal drug
voriconazole is an efficient inhibitor of brain cholesterol 24S-hydroxylase in vitro and in vivo. J

Lipid Res 2010;51:318-23.

195



O 00 N O U B W N

w W W W W N N N N NN N NN NN NN PR R R R R R R R e
A W N P O O 0O N O U B W N P O O O N O O B W N = O

[26] Simitsopoulou M, Roilides E, Likartsis C, loannidis J, Orfanou A, Paliogianni F, et al. Expression of
immunomodulatory genes in human monocytes induced by voriconazole in the presence of
Aspergillus fumigatus. Antimicrob Agents Chemother 2007;51:1048-54.

[27] Gao H, Pennesi ME, Shah K, Qiao X, Hariprasad SM, Mieler WF, et al. Intravitreal voriconazole: an
electroretinographic and histopathologic study. Arch Ophthalmol 2004;122:1687-92.

[28] Harrison J, Glickman R, Ballentine C, Trigo Y, Pena M, Kurian P, et al. Retinal Function Assessed
by ERG Before and After Induction of Ocular Aspergillosis and Treatment by the Anti-fungal,
Micafungin, in Rabbits. Doc Ophthalmol 2005;110:37-55.

[29] Kinoshita J, lwata N, Ohba M, Kimotsuki T and Yasuda M. Mechanism of voriconazole-induced
transient visual disturbance: reversible dysfunction of retinal ON-bipolar cells in monkeys. Invest
Ophthalmol Vis Sci 2011;52:5058-63.

[30] Bretillon L, Acar N, Seeliger MW, Santos M, Maire MA, Juaneda P, et al. ApoB100,LDLR-/- mice
exhibit reduced electroretinographic response and cholesteryl esters deposits in the retina.
Invest Ophthalmol Vis Sci 2008;49:1307-14.

[31] Jaissle GB, May CA, Reinhard J, Kohler K, Fauser S, Lutjen-Drecoll E, et al. Evaluation of the
rhodopsin knockout mouse as a model of pure cone function. Invest Ophthalmol Vis Sci
2001;42:506-13.

[32] Schnebelen C, Pasquis B, Salinas-Navarro M, Joffre C, Creuzot-Garcher CP, Vidal-Sanz M, et al. A
dietary combination of omega-3 and omega-6 polyunsaturated fatty acids is more efficient than
single supplementations in the prevention of retinal damage induced by elevation of intraocular
pressure in rats. Graefes Arch Clin Exp Ophthalmol 2009;247:1191-203.

[33] Hancock HA and Kraft TW. Oscillatory potential analysis and ERGs of normal and diabetic rats.
Invest Ophthalmol Vis Sci 2004;45:1002-8.

[34] Wachtmeister L. Oscillatory potentials in the retina: what do they reveal. Prog Retin Eye Res
1998;17:485-521.

[35] Alarcon-Martinez L, Aviles-Trigueros M, Galindo-Romero C, Valiente-Soriano J, Agudo-Barriuso
M, Villa Pde L, et al. ERG changes in albino and pigmented mice after optic nerve transection.
Vision Res 2010;50:2176-87.

[36] Alarcon-Martinez L, de la Villa P, Aviles-Trigueros M, Blanco R, Villegas-Perez MP and Vidal-Sanz
M. Short and long term axotomy-induced ERG changes in albino and pigmented rats. Mol Vis
2009;15:2373-83.

[37] Fourgeux C, Martine L, Bjorkhem 1, Diczfalusy U, Joffre C, Acar N, et al. Primary open-angle
glaucoma: association with cholesterol 24S-hydroxylase (CYP46A1) gene polymorphism and

plasma 24-hydroxycholesterol levels. Invest Ophthalmol Vis Sci 2009;50:5712-7.

196



O 00 N O U B~ W N

W W W W W N N N N N NN NN NN NN R R R R R R R R R
A W N P O O 0 N O 1 B W N B O O O N OO U B W N = O

[38] Breuer O and Bjorkhem I. Use of an 1802 inhalation technique and mass isotopomer distribution
analysis to study oxygenation of cholesterol in rat. Evidence for in vivo formation of 7-oxo-, 7
beta-hydroxy-, 24-hydroxy-, and 25-hydroxycholesterol. J Biol Chem 1995;270:20278-84.

[39] Mast N, White MA, Bjorkhem 1, Johnson EF, Stout CD and Pikuleva IA. Crystal structures of
substrate-bound and substrate-free cytochrome P450 46A1, the principal cholesterol
hydroxylase in the brain. Proc Natl Acad Sci U S A 2008;105:9546-51.

[40] Cuenca N, Pinilla I, Fernandez-Sanchez L, Salinas-Navarro M, Alarcon-Martinez L, Aviles-Trigueros
M, et al. Changes in the inner and outer retinal layers after acute increase of the intraocular
pressure in adult albino Swiss mice. Exp Eye Res 2010;91:273-85.

[41] Acar N, Bonhomme B, Joffre C, Bron AM, Creuzot-Garcher C, Bretillon L, et al. The retina is more
susceptible than the brain and the liver to the incorporation of trans isomers of DHA in rats
consuming trans isomers of alpha-linolenic acid. Reprod Nutr Dev 2006;46:515-25.

[42] Nakazawa T, Hisatomi T, Nakazawa C, Noda K, Maruyama K, She H, et al. Monocyte
chemoattractant protein 1 mediates retinal detachment-induced photoreceptor apoptosis. Proc
Natl Acad Sci U S A 2007;104:2425-30.

[43] Rutar M, Natoli R, Valter K and Provis JM. Early Focal Expression of the Chemokine Ccl2 by
Muller Cells during Exposure to Damage-Inducing Bright Continuous Light. Invest Ophthalmol Vis
Sci 2011;52:2379-88.

[44] Krady JK, Basu A, Allen CM, Xu Y, LaNoue KF, Gardner TW, et al. Minocycline reduces
proinflammatory cytokine expression, microglial activation, and caspase-3 activation in a rodent
model of diabetic retinopathy. Diabetes 2005;54:1559-65.

[45] Levkovitch-Verbin H, Kalev-Landoy M, Habot-Wilner Z and Melamed S. Minocycline delays death
of retinal ganglion cells in experimental glaucoma and after optic nerve transection. Arch
Ophthalmol 2006;124:520-6.

[46] Zhang C, Lei B, Lam TT, Yang F, Sinha D and Tso MO. Neuroprotection of photoreceptors by
minocycline in light-induced retinal degeneration. Invest Ophthalmol Vis Sci 2004;45:2753-9.

[47] Bosco A, Inman DM, Steele MR, Wu G, Soto I, Marsh-Armstrong N, et al. Reduced retina
microglial activation and improved optic nerve integrity with minocycline treatment in the
DBA/2J mouse model of glaucoma. Invest Ophthalmol Vis Sci 2008;49:1437-46.

[48] Del Carratore R, Carpi A, Beffy P, Lubrano V, Giorgetti L, Maserti BE, et al. Itraconazole inhibits
HMEC-1 angiogenesis. Biomed Pharmacother 2012;66:312-7.

[49] Nacev BA, Grassi P, Dell A, Haslam SM and Liu JO. The antifungal drug itraconazole inhibits
vascular endothelial growth factor receptor 2 (VEGFR2) glycosylation, trafficking, and signaling in

endothelial cells. J Biol Chem 2011;286:44045-56.

197



O 00 N O 0 B W N e

= R
= O

[any
N

[50] Shi W, Nacev BA, Aftab BT, Head S, Rudin CM and Liu JO. Itraconazole side chain analogues:
structure-activity relationship studies for inhibition of endothelial cell proliferation, vascular
endothelial growth factor receptor 2 (VEGFR2) glycosylation, and hedgehog signaling. J Med
Chem 2011,;54:7363-74.

[51] Xu J, Dang Y, Ren YR and Liu JO. Cholesterol trafficking is required for mTOR activation in
endothelial cells. Proc Natl Acad Sci U S A 2010;107:4764-9.

[52] Bidet M, Joubert O, Lacombe B, Ciantar M, Nehme R, Mollat P, et al. The hedgehog receptor
patched is involved in cholesterol transport. PLoS One 2011;6:23834.

[53] Fourgeux C, Martine L, Pasquis B, Acar N, Bron AM, Garcher CP, et al. In Vivo Consequences Of
Cholesterol-24s-hydroxylase (CYP46A1) Inhibition By Voriconazole On Cholesterol Homeostasis
And Function In The Rat Retina. ARVO Meeting Abstracts 2011;52:519.

198



v A W N

O 00 N O

10

11,
12
13
14
15
16
17

18
19
20
21
22

Figures legends

Figure 1: Scotopic b-wave amplitude of the ERG after five days of intraperitoneal injections of
voriconazole (Vor) (a), minocycline (Mino) (b) and voriconazole+minocycline (c) (in blue) compared to
vehicle. Normal range given by the 5% and 95% quantile of the rats treated with vehicle is shown by

red lines. Data are plotted as a function of the flash intensity.

Figure 2: (a) Sum of mean amplitudes of the four oscillatory potentials recorded during ERG
processing and displayed as histogram. *: significantly different from vehicle at p<0.0001. S:
significantly different from minocycline at p<0.0001. Means of pSTR (b) and nSTR (c) measured in
each eye at the time of ERG recording. *, **, $: significantly different at p<0.02; p<0.002 and

p<0.0002, respectively in each group compared to vehicle.

Figure 3: Changes of 24SOH and cholesterol levels in the retina (a), brain (b) and plasma (c) after five
days of intraperitoneal injections with voriconazole (Vor), minocycline (Mino) or
voriconazole+minocycline (Vor+Mino). Data are expressed as means + SEM. (a) *: significantly
different from 24SOH in the retina of Vor group compared to vehicle at p<0.05; * with reds dots:
significantly different from cholesterol in the retina of Vor+Mino group compared to Vor group. (b)
**: significantly different from 24SOH in the brain of Vor+Mino groups at p<0.001. (c) $: significantly
different from 24SOH in the plasma of Vor+Mino groups at p<0.005.

Figure 4: CYP46A1 (a) and GFAP (b) expression in experimental retinas and cortex (values are
expressed in arbitrary units as means + SEM). Monoclonal mouse anti-B-tubulin was used as loading
control in Western-blotting analysis (25 pg whole protein extract per well). *, S: significantly different
from the value in the retina of Vor and Vor+Mino groups compared to vehicle at p<0.05 or p<0.002,

respectively.
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Figure 4
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Les résultats présentés dans cette thése suggerent des associations entre la cholestérol-
24S-hydroxylase (CYP46AL1), son produit métabolique le 24S-hydroxycholestérol (24S-OH)
et les pathologies neurodégénératives de la rétine.

Tout d’abord le polymorphisme génétique rs754203 dans I’intron 2 du géne codant
CYP46AL1 a été identifié comme facteur de risque de glaucome (article 1). Le mécanisme par
lequel ce polymorphisme est associé au glaucome reste inconnu. Il ne s’agit probablement pas
d’une modification de I’activité de I’enzyme, le polymorphisme étant situé dans un intron, a
priori sans influence sur I’activité catalytique elle-méme. Il pourrait s’agir d’une régulation de
I’activité par une modification de la liaison de facteurs régulateurs, dont la nature reste
inconnue. A I’exception d’une régulation épigénétique [225] et du stress oxydatif [335],
I’activité CYP46A1 est peu soumise a des régulations. Le role du stress oxydatif dans
I’induction de CYP46A1 dans la rétine (article 3) peut étre évoqué dans notre étude in vivo
chez le rat auquel on a induit une élévation de la pression intra-oculaire. En effet, la PIO
élevée induit une ischémie de la rétine, propice a générer un stress oxydatif. Notre étude a
cependant également permis de mettre en évidence qu’il existe un lien entre le stress des
cellules ganglionnaires de la rétine et les cellules gliales. Nous avons demontré le r6le crucial
de la glie dans le maintien de I’expression de CYP46A1 au cours de la neurodégénérescence
de la rétine ou les cellules gliales prennent le relais pour suppléer a la perte de 24S-OH,
maintenant I’noméostasie du cholestérol dans la rétine. Cet effet est toutefois limité aux temps
les plus précoces et implique I’action de chimiokines circulantes telles que MCP-1 et ICAM-
1.

Ce méme polymorphisme de CYP46A1 n’est pas retrouvé comme facteur de risque
chez les patients DMLA (article 2). A nouveau, bien que I’origine de I’association entre la
présence de ce polymorphisme génétique et le risque accru de glaucome reste énigmatique, le
fait que nous ne retrouvions pas ce polymorphisme associé a la DMLA nous conforte dans
notre hypothese que CYP46AL1 est impliqué dans I’homéostasie des cellules ganglionnaires de
la rétine. En effet, & I'inverse du glaucome, la dégénérescence des cellules ganglionnaires
n’est pas associée au développement de la DMLA. Il était par conséquent envisageable et
attendu par nous que nous ne retrouvions pas ce polymorphisme associé a une pathologie dont
le développement implique la mort de cellules qui n’expriment pas CYP46A1 (épithélium

pigmentaire et photorécepteurs). Notre laboratoire a réecemment mené une étude analogue
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chez des patients atteints de rétinopathie diabétique. Les résultats ne montrent pas
d’association non plus, ce qui renforce encore notre hypothese.

Un point intéressant a noter est que ce polymorphisme pourrait étre un facteur de
risque de DMLA chez les patients ne portant pas déja d’alleles a risque identifiés de DMLA :
CFH (rs10490924, alléle a risque C) et LOC387715 (rs1061170, alléle a risque T). Cette
analyse n’a concerné que 190 sujets dans notre population, ce qui limite la portée de nos
résultats. Une étude sur une population plus importante nous permettrait de mieux fonder
cette suggestion.

Nos deux études cliniques rapportent que le 24S-OH ne peut pas étre utilise comme
biomarqueur du glaucome, ni de la DMLA. Compte tenu de la taille réduite de la rétine par
rapport a celle du cerveau, la production de 24S-OH par la rétine apparait relativement faible
comparé au cerveau. Nos résultats sont par conséquent tout a fait cohérents avec des données
précédentes montrant que la taille du cerveau et celle du foie sont les deux parameétres qui
permettent d’expliquer les modifications des teneurs plasmatiques en 24S-OH au cours de la
vie [226]. En effet, les concentrations plasmatiques de 24S-OH proviennent exclusivement de
la production cérébrale de 24S-OH, voie d’élimination majeure du cholestérol cérébral qui
masque la production rétinienne. Notre résultat montrant une augmentation de la
concentration plasmatique en 24S-OH chez le rat au cours du stress associé a I’augmentation
de la P1O est plus probablement d & I’induction de CYP46A1 dans le cerveau que dans la
rétine. Cette surexpression est induite par les chimiokines circulantes qui, par ailleurs, ont
conduit a un effet similaire sur CYP46A1 dans la rétine de I’eil controlatéral et a une
réactivité gliale (article 3).

Cette étude, qui a consisté a augmenter de facon prolongée (21 jours) et élevée la PIO
chez le rat, a permis de mettre en évidence que, malgré la perte attendue de cellules
ganglionnaires associée — et évaluée précédemment dans une de nos études précédentes [400]
et par conséquent du niveau d’expression de CYP46Al —, le niveau d’expression de
CYP46AL1 est maintenu a un niveau constant dans la rétine. Nous avons formulé I’hypothése
que I’activation gliale, corolaire au stress, est responsable du maintien de I’expression de
CYP46AL dans la rétine (article 3). Une situation analogue peut étre suspectée dans notre
étude in vivo ayant conduit a I’inhibition de I’activité de CYP46ALl (article 4). En effet, nous

avons relevé une association entre la surexpression de CYP46ALl et la réactivité gliale dans la
rétine. Ces deux cas ont en commun que la teneur en 24S-OH des rétines est diminuée dans
les épisodes les plus initiaux du modele : diminution d’environ 25% 1 jour apres I’induction

de la PIO élevée et de 37% lors de I’étude avec le voriconazole. Ces résultats suggerent que
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les cellules gliales sont capables de détecter la modification du contenu en 24S-OH dans la
rétine. Aussi, pour Vérifier cette hypothése, nous avons mené une étude supplémentaire sur
des cellules de Miller en culture afin d’évaluer le potentiel du 24S-OH (10, 50 et 100puM) a
induire une réponse des cellules gliales. L’IL-1p (2, 10 et 20 ng/mL™) a été utilisé en paralléle
a titre de comparaison pour mimer un stress de type inflammatoire. Nos résultats mettent en
évidence une réponse spécifique des cellules de Miiller au 24S-OH avec une augmentation de
la sécrétion de MCP-1 et d’ICAM-1, une surexpression des génes codant ABCA1, ABCG1 et
une répression du gene codant HMGCR. Ainsi, nous sommes en mesure de proposer la
séquence suivante. Au cours du glaucome, la perte des cellules ganglionnaires de la rétine
conduit a un relargage de leur contenu cellulaire et en particulier du 24S-OH. Le 24S-OH est
détecté par les cellules gliales de la rétine qui, en réponse, s’activent pour suppléer les
neurones en dégénérescence afin de maintenir une teneur constante en 24S-OH.

La question du role de CYP46A1 et par conséquent du 24S-OH dans la rétine reste
encore a explorer. Notre étude avec le voriconazole a permis de montrer que I’inhibition de
CYP46A1 conduit a une altération de la fonction des cellules qui I’expriment: cellules
ganglionnaires (STR) et neurones de la rétine interne (onde b de I’ERG scotopique, potentiels
oscillatoires). Dans ce contexte, le réle de la glie (cellules de Muller et microglie) apparait
indissociable des effets observés. Sans étre en mesure de le démontrer tout a fait, nous
suggérons que le maintien de I’homéostasie du cholestérol par CYP46A1 peut étre considéré
comme un mécanisme d’adaptation de la rétine au stress. Dans ce contexte, les cellules gliales
y joueraient un role central. Cette hypothése est corroborée par les données montrant que
I’inhibition de I’activation microgliale serait bénéfique vis-a-vis de la dégénérescence des
cellules ganglionnaires par exemple [422].

Dans le contexte de nos études sur le role présumé de la cholestérol 24S-hydroxylase
(CYP46A1) dans la rétine, nous avons pu associer le 24S-OH & la neurodégénérescence,
particulierement celle des cellules ganglionnaires de la rétine, dans un contexte de pathologies
lies a I’age, notamment dans le développement physiopathologique du glaucome ([11] :

revue jointe en annexe).

Comme cela a été mentionné dans la partie introductive de cette these, les oxystérols
sont encore méconnus. Aucune donnée ne permet actuellement de déterminer si les
modifications de teneur en oxystérols dans différents tissus pathologiques sont une cause ou
une consequence de I’apparition d’une pathologie. En effet, bien que tres étudiés,
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I’implication directe des oxystérols dans la survenue de pathologies n’a jamais encore été
clairement démontrée. Les oxystérols étaient précédemment considérés comme des
substances néfastes qui s’accumulent dans les différents stades physiopathologiques.
Cependant, les travaux effectués ces dix dernieres années ont révélé leurs fonctions
physiologiques impliquées dans le maintien de I’hnoméostasie cellulaire et lipidique. Les
oxystérols pourraient agir comme des régulateurs endogénes de I’expression de genes
impliqués dans le métabolisme lipidique ; et comme molécules signal jouant un role-clé dans

le développement, la différenciation et les processus inflammatoires [198, 284, 427-429].

Perspectives

Mieux comprendre le réle de CYP46AL1 en conditions pathologiques :

Puisque I’inhibition de la microglie a été suggérée comme une stratégie de protection contre
la perte des CGR par apoptose [422], alors inhiber I’activation microgliale est utile pour
ralentir la perte des CGR :

-ceci nous permettrait d’associer I’inhibition de la microglie a la survie des CGR et de mieux
appréhender le réle de CYP46A1 dans la rétine,

-inhiber I’activation microgliale (par la minocycline ou d’autres composés a Vvisée
pharmacologique) et induire, en paralléle, I’expression de CYP46Al par les cellules
macrogliales de Miiller : cette stratégie serait bénéfique lors de dysfonctionnements et/ou de
perte de CGR comme au cours des glaucomes. Nous pourrions Vérifier cette hypothése dans

notre modele expérimental associé au glaucome,

-étudier les mécanismes de régulation épigénétique de CYP46A1 lors des glaucomes au cours
d’une étude clinique en lien avec le SNP rs754203 de CYP46Al ou lors d’une étude
expérimentale visant a inhiber les histones déacétylases (HDAC). En effet, il a été montré
récemment que les HDAC sont impliquées dans la régulation neuronale de CYP46A1 [430-
432].
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St ucton gies in aged Western populations. AMD is the leading cause of

visual loss in developed countries (Fine et al., 2000). Glaucoma is
the second blinding disease worldwide after cataract. More than
60 millions people suffer from glaucoma in the world in 2010, 80
millions are expected in 2020 (Quigley and Broman, 2006). Dia-
betic retinopathy isa major concern in the next decades, accounting
the growing number of subjects with diabetes and that 30-40% of
diabetic patients develop diabetic retinopathy.

The neurosensory retina is rich in lipids: 25% of the dry mat-
ter, partitioned between 90% phospholipids and 10% cholesterol
(Bretillon et al., 2008b). Cholesterol is the main sterol in the
vertebrate retina (Fliesler and Schroepfer, 1982). Cholesterol is

The retina covers the internal side of the ocular globe at its
posterior pole. The retina is composed of the neurosensory retina
and the retinal pigment epithelium (RPE). The retina is a sensitive
target of aging. Age-related Macular Degeneration (AMD), diabetic
retinopathy and glaucoma are the most prevalent retinal patholo-

Abbreviations: AMD, age-related macular degeneration; DHA, docosahexaenoic
acid; RGC, retinal ganglion cells; RPE, retinal pigment epithelium; SLOS, Smith-
Lemli-Opitz syndrome.
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exclusively present as the free form in the neurosensory retina
(Bretillon et al., 2008b). Deposits of free cholesterol and cholesteryl
esters at the basement of RPE are hallmarks of aging in humans, and
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Fig. 1. Structural organization of the human eye and retina. The yellow arrow illus-
trates the way light enters the retina.

AMD (Curcio et al., 2010). The neurosensory retina belongs to the
central nervous system. As such, it exhibits a specific physical and
metabolic barrier which limits the entry of exogenous molecules
and the export of endogenous ones.

In the present review, after a brief summary on the structure and
function of the retina, we will highlight the main findings related to
the putative role of cholesterol-24S-hydroxylase in the retina, and
its age-related diseases.

2. Structure and function of the retina

The primary function of the retina is to convert light into an
electrical signal which is transferred to the brain via the optic nerve.
The neurosensory retina contains photosensitive cells, neurons and
glial cells. Various types of neurons are present in the neurosensory
retina: bipolar cells, ganglion cells, amacrine cells, horizontal cells.
The architecture of the neurosensory retina is reverse to the way
light enters. Indeed, cones and rods which are the light-sensitive
cells are located at the most external side of the neurosensory
retina, at the vicinity of the RPE (Fig. 1). The coding function of
the retina is dependent not only to photoreceptors but also to neu-
rons, glial cells and RPE which amplify the signal. Rods represent
the prominent population of photoreceptors compared to cones,
even in most diurnal animal species (Masland, 2001). The struc-
tural organization of photoreceptors and neurons in the retina is
unique. The signal emerges from rods and cones independently, is
transmitted to bipolar cells, and converges to ganglion cells. On the
contrary to the cone pathway which involves a one-to-one associa-
tion of cone-bipolar cell-ganglion cell, the rod system is much more
convergent since the signal from many rods is pooled to generate
asignal in one ganglion cells. About 100 millions of cones and rods
and 1 million of ganglion cells are present in the retina. This rela-
tionship between photoreceptors, bipolar cells and ganglion cells
maximize the response to light, especially in rods. The ability of
photoreceptors to convert light photons into an electrical signal is
due to the presence of a photopigment (opsin in cones, rhodopsin
in rods) in their outer segments. The outer segment of a photore-
ceptor consists in a stack of disk membranes that are synthesized
in the proximal portion of the outer segment and shed at its apical
side. Rhodopsin is a G-protein coupled receptor which is present
in the outer segments. Absorption of photon by rhodopsin yields
conformational movements of rhodopsin that result in activation
of the G-protein and biological response. The lipid environment of
rhodopsin is a key effector of these changes (Brown et al., 2010).
Docosahexaenoic acid (DHA) is a long chain polyunsaturated fatty
acid from the omega 3 series. It is present at high levels in the neu-
rosensory retina: about 15% in the whole human retina (Bretillon
et al., 2008b), and accounts for 50% of the fatty acids in the outer
segments of photoreceptors (Fliesler and Anderson, 1983). DHA

improves the kinetics of the photocycle by creating specific inter-
molecular associations with rhodopsin. On the contrary, despite
no direct specific interactions, cholesterol stabilizes rhodopsin and
impairs its activation (Grossfield et al., 2006). Electroretinogra-
phy is a suitable method to monitor the capacity of the retina to
respond to light stimulus. The retina of animals reared under a
diet deficient in omega 3 fatty acids is depleted in DHA, and shows
a reduced electroretinographic response (Neuringer et al., 1986).
The consequences of cholesterol deficiency on retinal function are
far less well known than for DHA. Smith-Lemli-Opitz syndrome
(SLOS) is a congenital metabolic disease which is characterized by
the biochemical defect in the conversion of 7-dehydrocholesterol
to cholesterol. The rodent model of SLOS shows a 2-fold reduc-
tion of the sensitivity and maximum amplitude response of rods
to light stimulation, compared to control animals (Fliesler et al.,
2004). It remains much more difficult to evaluate the situation in
humans, since electroretinographic data in humans have been col-
lected in patients treated by long term dietary supplementation
with cholesterol starting at young ages. Nevertheless and despite
this limitation, reduced saturated response amplitude of rods has
been reported in SLOS patients (Garry et al., 2010). At the oppo-
site of cholesterol depletion in SLOS, Niemann-Pick type C disease
is characterized by cholesterol accumulation in neurons of the
brain (Paul et al.,, 2004). Niemann-Pick type C disease is a rare
autosomal recessive disorder characterized by the impairment of
the endosomal-lysosomal pathway, leading to excessive storage of
lysosomes. The mouse model of Niemann-Pick type C deficiency
showed age-dependent altered electroretinographic response, and
neurodegeneration (Claudepierre et al., 2010).

3. The metabolism of cholesterol in the retina

Cholesterol is exclusively present as free form in the neu-
rosensory retina (Bretillon et al., 2008b), and distributed in all
cell layers (Bretillon et al., 2008a). Cholesterol in the neuroretina
originates from in situ synthesis and extra-retinal sources. The
relative contribution of cholesterol coming from the circulation
and local biosynthesis remains unknown. The capacity of the
retina to synthesize cholesterol has been suggested from stud-
ies using radiolabelled precursors of cholesterol. RPE, Miiller cells
and rods express HMGcoA reductase, the rate-limiting enzyme in
the cholesterol biosynthetic pathway (Fliesler and Bretillon, 2010).
Lipoproteins, i.e., LDL and HDL, are the circulating carriers of free
cholesterol and cholesteryl esters. RPE creates the blood-retinal
barrier at the basement of the neurosensory retina. Tight junctions
between RPE cells limit the intercellular movements of molecules
to water and small molecules. RPE cells express various lipopro-
tein and scavenger receptors which can promote the recognition of
cholesterol-rich lipoprotein and enhance the entry of cholesterol
in the neurosensory retina (Fliesler and Bretillon, 2010). Indeed,
Tserentsoodol et al. (2006) showed that cholesterol bound to LDL
canreach the RPE and enter the neurosensory retina. As mentioned
above, Miiller cells express HMGcoA reductase. Glia is also known
to support neurons in the formation and maintenance of synapses
(Pfrieger, 2010) in which the role cholesterol is crucial (Pfrieger,
2003). Therefore and altogether these data suggest that glial Miiller
cells may also contribute to deliver cholesterol to neurons.

Asillustrated from the consequences for the retina of cholesterol
accumulation in the npc1~/~ murine model of SLOS (Claudepierre
etal., 2010), the export of cholesterol is mandatory to maintain the
balance with cholesterol import and in situ biosynthesis. Both the
neurosensory retina and RPE cells express proteins which partic-
ipate to cholesterol export in other tissues than the retina, such
as ABCAL, apoE, ApoA1 or SR-BI (Fliesler and Bretillon, 2010). The
role and activity of these proteins in the retina remains to be fully
defined. RPE cells have the capacity to synthesize lipoprotein-like
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particles which may also play a role in these mechanisms of efflux
and influx of cholesterol in the retina (Curcio et al., 2009).

4. Role of cholesterol-24S-hydroxylase (CYP46A1) in the
retina

Similar to the brain (Bjorkhem et al., 1997, 1998; Lund et al.,
1999; Lutjohann et al., 1996), the neurosensory retina expresses
cholesterol-24S-hydroxylase (CYP46A1) (Bretillon et al., 2007;
Ramirez et al., 2008). CYP46A1 is a microsomal cytochrome
P450 enzyme which catalyzes the hydroxylation of cholesterol
at position C24. 24S-Hydroxycholesterol is formed from choles-
terol by CYP46A1 activity at relatively low rate. The rate of
24S-hydroxycholesterol synthesis in rat brain in vivo was esti-
mated to be 0.02% of the endogenous pool of cholesterol per hour
(Bjorkhem et al., 1997). We quantified 24S-hydroxycholesterol
in post-mortem human retinas. 24S-hydroxycholesterol ranged
from 0.11 to 0.47 ng of 24S-hydroxycholesterol per microgram of
cholesterol (Fliesler and Bretillon, 2010), a value similar to that
measured in the brain (Lutjohann et al., 1996). In the brain, 24S-
hydroxycholesterol production has been suggested to represent a
mechanism of cholesterol removal from neurons, since the rate of
24S-hydroxycholesterol synthesis nearly equal that of cholesterol
(Bjorkhem et al., 1997). CYP46A1 would therefore maintain choles-
terol homeostasis in the brain, and possibly in the neurosensory
retina also. Other mechanisms than CYP46A1 have been described
in the retina. 7-Ketocholesterol is a non enzymatic-oxidation prod-
uct of cholesterol. Formation of 7-ketocholesterol in the retina
has thoroughly been studied in the retina, in connection with
oxidative stress, aging and AMD. Interested readers should refer
to the recent review from Rodriguez (Rodriguez and Larrayoz,
2010). Cholesterol-27-hydroxylase (CYP27A1) shows the similar
property as CYP46A1 to convert cholesterol into a more polar
metabolite. 27-Hydroxycholesterol is formed by CYP27A1 activity
(Pikuleva et al., 1998). CYP27A1 expression has been reported in
the retina: Miiller cells, and at minor levels RPE and choriocapil-
laris (Lee et al., 2006). Recent findings suggest that the oxidation
of 27-hydroxycholesterol into cholestenoic acid takes place in the
retina. Formation of cholestenoic acid would exceed that of 24S-
hydroxycholesterol and 27-hydroxycholesterol in the retina (Mast
etal,, 2011). On the contrary to the formation of 7-ketocholesterol,
27-hydroxycholesterol and cholestenoic acid, the synthesis of 24S-
hydroxycholesterol is specific to neurons.

5. Clinical relevance of 24S-hydroxycholesterol and
CYP46A1 in retinal diseases

The relevance of 24S-hydroxycholesterol as a marker for brain
neurodegeneration has been questioned and is reviewed elsewhere
(Bjorkhem, 2006; Leoni, 2009). Early phases of neurodegenera-
tion in patients with Alzheimer’s disease have been associated
with elevated plasma levels of 24S-hydroxycholesterol (Lutjohann
et al., 2000). On the contrary, patients at late phases of the dis-
ease had reduced 24S-hydroxycholesterol levels in brain (Heverin
et al., 2004) and plasma (Bretillon et al., 2000). Glial expression of
CYP46A1 has also been reported in the brain of Alzheimer’s patients
(Bogdanovic et al., 2001; Brown et al., 2004). One may suspect glia
to compensate for the loss of neurons while expressing CYP46A1.
Retinal ganglion cells (RGC) specifically express CYP46A1 (Bretillon
et al., 2007; Ramirez et al,, 2008). Glaucoma is a group of optic
neuropathies which are all characterized by the loss of RGC (Kwon
etal., 2009). Degeneration of RGC and their axons in the optic nerve
results in a concomitant pattern of visual loss (Weinreb and Khaw,
2004). Independently or in addition to elevated intraocular pres-
sure, other factors contribute to the death of RGC, including genetic

predisposition (Wiggs, 2007). Miiller cells play a key role in the
maintenance of RGC bodies in the retina. Besides participating to
lipid metabolism including fatty acid oxidation (Atsuzawa et al.,
2010), these cells are involved in the control of the extracellular
environment, maintain the extracellular glutamate and ion balance,
and modulate oxidative stress at the vicinity of RGC (Bringmann
et al,, 2006). In a group of patients with primary open angle
glaucoma, we evaluated whether plasma 24S-hydroxycholesterol
concentration would be associated with the disease and the stage
of glaucoma. Plasma 24S-hydroxycholesterol levels did not dif-
fer in glaucoma patients compared to controls (Fourgeux et al.,
2009). Although patients with early glaucoma had slightly elevated
24S-hydroxycholesterol plasma concentrations, compared to con-
trol subjects, or glaucoma patients at moderate or late stages of
the disease, the difference failed to reach significance. We also
analyzed the rs754203 single nucleotide polymorphism (SNP) in
cyp46al gene in our population. rs754203 SNP has been associ-
ated with Alzheimer’s disease in some (Fu et al., 2009; Golanska
et al,, 2009; Li et al., 2006; Papassotiropoulos et al., 2003; Wang
et al., 2004) but not all studies (Garcia et al., 2009). Interestingly,
glaucoma patients presented higher frequency of the T-allele in
cyp46al gene compared to control subjects. Therefore, our find-
ing suggested that the rs754203 SNP in intron 2 of cyp46al gene
was associated with a significant risk for glaucoma (OR=1.26; 95%
CI=1.006-1.574) (Fourgeux et al., 2009). The mechanisms behind
this association remain unknown. In our population of controls
and glaucoma patients, subjects with the TT-genotype had slightly
higher plasma 24S-hydroxycholesterol levels than CC and CT-
carriers (Fourgeux et al., 2009). We may suspect similar differences
in 24S-hydroxycholesterol concentrations in all organs, including
brain and retina. 24S-hydroxycholesterol is a potent inducer of
oxidative stress and the inflammatory response in RPE cells (Joffre
et al.,, 2007). 24S-hydroxycholesterol inhibits the production of A
peptide in neurons (Brown et al., 2004) but, under pathological
conditions, would potentiate its apoptotic effects (Gamba et al.,
2011). In experimental glaucoma, AP colocalizes with apoptotic
RGC (Guo et al., 2007). Therefore, we may suggest that higher - if
any - levels of 24S-hydroxycholesterol in the retina might potenti-
ate apoptosis of RGC in glaucoma patients carrying the TT-genotype
in cyp46al gene. If we assume this hypothesis to be realistic, SNP
in cyp46al gene and 24S-hydroxycholesterol would not be risk fac-
tors for glaucoma per se, but would participate to RGC loss under
pathophysiological conditions.

6. Conclusion

Cholesterol-24S-hydroxylase is a neuron-specific enzyme
involved in cholesterol homeostasis. Similar to the brain where
it was initially described, the neurosensory retina expresses
CYP46A1. Associations between 24S-hydroxycholesterol and neu-
rodegeneration have been suspected. Special emphasis may be
placed on the role of CYP46A1 and 24S-hydroxycholesterol in
retinal ganglion cells in the development of glaucoma. Within
this context, it remains unknown whether formation of 24S-
hydroxycholesterol may be considered beneficial by preventing
from toxic effects of cholesterol accumulation in neurons, or as
an amplifier of neurodegeneration via A@ peptide formation for
instance.
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