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L a rétine est constituée de I’association d’un tissu neurosensoriel et de 1’épithélium
pigmentaire rétinien (EPR). Malgreé la présence d’une barriére hémato-rétinienne, la rétine
est contrainte aux changements de son milieu environnant, incluant les modifications du régime
alimentaire et les stress environnementaux. Au cours du vieillissement, les échanges de
nutriments et I’élimination des déchets métaboliques et cellulaires au travers de I’EPR diminuent.
La dégénérescence maculaire liée a ’age (DMLA) et la rétinopathie diabétique (RD) sont les
pathologies rétiniennes les plus prévalentes dans les populations occidentales avant et aprés 1’age
de 50 ans, respectivement. L’atrophie géographique et la DMLA néovasculaire constituent les
stades avancés des maculopathies liées a 1’age. La RD affecte 60% des patients atteints de diabéte
de type 2 (T2D) dans les 15 années suivant I’apparition de la pathologie. Par ailleurs, les facteurs
alimentaires interferent avec le développement de la DMLA et du T2D. Considérant 1’épidémie
mondiale de T2D d’une part, et I’allongement de I’espérance de vie d’autre part, les dépenses
médico-sociales relatives a la prise en charge des patients atteints de T2D ou de DMLA sont a
méme de devenir un enjeu socioéconomique majeur. Le syndrome métabolique (SMet) est un des
principaux facteurs de risque du T2D. Il peut ainsi étre suggéré que limiter le développement du
SMet pourrait potentiellement limiter 1’incidence du T2D et de ses complications. Dans ce
contexte, la consommation d’acides gras polyinsaturés a longue chaine (AGPI-LC) de type
oméga 3 fait partie des recommandations nutritionnelles pour la population afin de prévenir
I’apparition du SMet et du T2D. Par ailleurs, une alimentation riche en AGPI-LC omega-3 est
également associée a la réduction du risque de DMLA. En revanche, I’association entre T2D, RD
et DMLA reste controversée, bien que quelques études basées sur des grandes cohortes

rapportent une prévalence de DMLA augmentée chez les patients atteints de diabete ou de RD.

Nos objectifs ont ét¢ d’évaluer premierement si un SMet constituait un environnement
favorable au déeveloppement des complications de type neovasculaires dans la rétine, et de tester
secondairement I’efficacité d’AGPI-LC omega-3 dans la réduction des conséquences de ce SMet

sur la rétine.

Pour atteindre cet objectif, des rats ont été nourris avec un régime diabétogene enrichi en

fructose afin de provoquer un SMet. Une néovascularisation choroidienne a ensuite été induite en
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utilisant un mod¢le d’impacts laser au fond d’ceil. Nous nous sommes intéressés tout d’abord a
I’effet de ce régime a court terme et avons mis en évidence une diminution de la sensibilité des
photorécepteurs de type cones apres 8 jours de régime, ainsi qu’une modification de I’expression
des genes et en particulier des sous-familles de cristallines. Ensuite, nos études se sont portées sur
les effets de régime enrichi en fructose a long terme jusqu’a 6 mois. Le développement d’un
SMet a été illustré par une augmentation de la masse grasse, une hyperinsulinémie, une
hyperleptinémie et I’installation d’une stéatose hépatique. Ces rats ont développé une
néovascularisation choroidienne exacerbée apres 1 et 3 mois de régime associée a une
surexpression de facteurs pro-angiogéniques tels que VEGF et leptine  .Une infiltration  de
macrophages dans la rétine et/ou I’activation des cellules microgliales résidentes a également été
détectée. Les données électrorétinographiques ont suggéré une diminution de la sensibilité des
photorécepteurs de type batonnets ainsi qu’une altération des fonctionnalités des cellules de la
rétine interne a 6 mois. Dans un second temps, 1’efficacité des AGPI-LC omega-3 (EPA+DHA)
dans le but de réduire les conséquences du SMet dans la rétine a été testée. Nos données mettent
en évidence qu’une forte dose d’EPA+DHA n’a cependant pas amélioré le SMet chez le rat. Au
contraire, des effets délétéres ont été observés, incluant une augmentation de masse grasse ainsi

qu’une atrophie de la rétine en condition de néovascularisation choroidienne.

Ce travail nous a permis de mettre en évidence que le SMet constituerait un
environnement favorable au développement de complications néovasculaires dans la rétine. Par
ailleurs, la sensibilité des cones et des batonnets a été altérée par le SMet. Considérant les effets
déléteres des omega-3 dans la rétine que nous avons mis en évidence, des précautions doivent
étre prises quant a recommander une supplémentation en AGPI-LC omega-3 a des doses

importantes dans le cadre d’un SMet.
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he retina is the association of the neurosensory tissue and the retinal pigment epithelium
T (RPE). Despite the presence of the blood retinal barrier, the retina is submitted to changes of
the external milieu, including dietary modulation and environmental stresses. With advanced age,
the exchanges of nutrients and elimination of cellular and metabolic wastes via the RPE become
limited. Age-related Macular Degeneration (AMD) and Diabetic Retinopathy (DR) are the most
prevalent retinal pathologies in Western adult populations before and after the age of 50 years,
respectively. Geographic atrophy and neovascular AMD are advanced stages of age-related
maculopathies. DR afflicts 60% of type 2 diabetic (T2D) patients in the first 15 years of the
disease. Dietary factors interfere in the development of both AMD and T2D. Accounting the
worldwide epidemics of T2D in the one hand, and the improvement of life expectancy in the
other hand, medical care to the patients is expected to worsen the socioeconomic burden of both
T2D and AMD. Metabolic syndrome (MetS) is one of the major risk factor for T2D. Lowering
the development of MetS would potentially lessen the incidence of T2D, and its complications.
The daily intake of omega 3 long chain polyunsaturated fatty acids (LC-PUFA) is now
recommended by health agencies for the prevention of MetS. Meanwhile dietary omega 3 LC-
PUFA are associated with reduced risk of AMD. The association between T2D, DR, and AMD
remains controversial, although large-scale population-based studies have reported increased

prevalence of AMD in patients with diabetes or DR.

Our objectives were first to evaluate whether MetS would represent a favorable
environment for the development of neovascular complications in the retina, and second to test

the efficacy of omega 3 LC-PUFA to reduce the consequences of MetS in the retina.

For that purpose, a pro-diabetogenic high fructose diet was fed to rats to induce MetS and
choroidal neovascularization was triggered by laser impacts in the eye fundus. We focused first
on short term diet periods, and showed impairment on cone photoreceptor sensitivity after 8 days,
as well as changes in gene expression in relation to crystallin sub-families. A long term - up to 6
months - fructose diet period triggered MetS as illustrated by body fat increase, hyperinsulinemia,
hyperleptinemia and liver steatosis. Rats exhibited exacerbated laser-induced choroidal
neovascularization after 1 and 3 months of feeding, that was associated with up-regulation of
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genes coding pro-angiogenic factors such as VEGF and leptin, as well as infiltration of
macrophages and/or activation of retinal microglia. Electroretinographic data showed decreased
sensitivity of rod photoreceptors and inner retinal cell functionality at 6 months of feeding. In a
second time, the efficacy of dietary omega 3 LC-PUFA (EPA plus DHA) to reduce the
consequences of MetS in the retina was tested. Our data showed that a high dose of EPA+DHA
in rats did not improve MetS. Furthermore, side effects were generated as illustrated by localized

atrophy in the retina submitted to the combination of laser-impacts, and normal light exposure.

These works allowed us to suggest that MetS generated a favorable environment in the
retina for the development of neovascular complications. Meanwhile, the sensitivity of cones and
rods was impaired by MetS. Accounting the deleterious long term effects of omega 3 LC-PUFA
in the retina, caution may be taken while recommending massive supplementation with omega 3
LC-PUFA in the context of MetS.
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L e syndrome métabolique, représente aujourd’hui un enjeu majeur de santé publique. Il est
lié au vieillissement des populations et a I’évolution des modes de vie. Il suscite un intérét
croissant aupres de la communauté scientifique et n’en demeure pas moins une pathologie
asymptomatique, dont les mécanismes physiopathologiques et les conséquences ne sont pas
encore clairement élucidés. Il est caractérise par des anomalies morphologiques, physiologiques
et biologiques en conjonction avec des troubles d’origine lipidique, glucidique et vasculaire. Le
plus souvent, il est associé a une surcharge pondérale agissant en synergie avec les troubles
mentionnés précédemment et constitue alors un facteur de risque majeur d’apparition du diabéte
de type 2. Depuis sa caractérisation par Reaven (Reaven, 1988), I’insulinorésistance fut pointée
du doigt comme 1’anomalie physiopathologique la plus associée a ce syndrome.

La prévalence du diabéte ne cesse de croitre, elle affectait 9.3% d’américains en 2012 et 4.4% de
la population francaise en 2010 selon [I’Association Francaise des Diabétiques
(http://www.afd.asso.fr/).

Parmi les patients atteints de diabete de type 2, 28% sont susceptibles de développer une
rétinopathie diabétique dans les 9 années suivant le diagnostic du diabete et 9% une maculopathie
diabétique (Martin-Merino et al., 2014), I’insulinorésistance constituant un terrain favorable a
I’installation de complications de type microvasculaires.

D’aprés 1’organisation mondiale de la santé, 285 millions de personnes souffrent de déficience
visuelle dans le monde (http://www.who.int). Dans les pays industrialisés, les pathologies
rétiniennes telles que la rétinopathie diabétique (RD) et la dégénérescence maculaire liée a 1’age
(DMLA) sont les premieres causes de cecité ou de malvoyance (Congdon et al., 2003)(Klein et
al.,, 1992a). Un point commun a ces pathologies est le développement de complications
vasculaires qui contribuent largement a I’état de cécité dans les stades ultimes.

L’effet des lipides alimentaires et en particulier des AGPI-LC sur les phénomenes de
vascularisation pathologique sont aujourd’hui reconnus. De nombreuses études épidémiologiques
rapportent le potentiel effet protecteur d’un régime alimentaire riche en AGPI-LC de type oméga
3 sur I’apparition des complications vasculaires au cours de la DMLA (Cho et al., 2001a), des
études menées en laboratoire rapportent également un potentiel effet des n-3 dans la prévention

de I’angiogéneése induite chez le modéle rongeur (Connor et al., 2007).
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Ces données nous ont amené a suggérer qu’une insulinorésistance et plus généralement un
syndrome métabolique serait susceptible de conduire a des complications vasculaires et
fonctionnelles dans la rétine. Nous avons par conséquent testé ces hypothéeses chez le rat en le
nourrissant avec un régime diabétogene. Enfin, le potentiel effet protecteur d’AGPI-LC de type

oméga 3 sur la régression de ces complications a été investigué.

Le contexte bibliographique et ces travaux de thése sont présentés dans ce manuscrit sous la

forme de 6 chapitres.

Le premier chapitre sera consacré dans sa premiere partie a des rappels anatomiques et
fonctionnels de I’eil et de la rétine. Sa seconde partie sera destinée au syndrome métabolique et a
ses différentes conséquences pathologiques. Sa troisieme partie sera consacrée a la description
des AGPI-LC de type oméga 3 et a leurs implications éventuelles sur le syndrome métabolique et

les pathologies rétiniennes.
Les trois chapitres suivants présenteront les articles issus des trois études réalisées.

Ces 3 études ont été menées chez un modele de rat commun, le rat Brown Norway. Les deux
premieres études constituaient le premier axe de recherche de ma these et avaient pour but de
caractériser 1’adaptation de la rétine face a un régime diabétogene enrichi en fructose, connu pour
induire une insulinorésistance et plus généralement un syndrome métabolique. Le 2°™ axe de
recherche constituant la 3*™ étude s’intéressait & la modulation de la réponse de la rétine face aux
stress nutritionnels par une approche nutritionnelle a I’aide d’un enrichissement en AGPI-LC de

type oméga 3.

Le second chapitre constituera la premiere étude. Elle présente les effets d’un régime enrichi en
fructose, a court terme (3 et 8 jours) dans la rétine, se focalisant ainsi sur les consequences

transcriptionnelles et fonctionnelles bien avant que le stade d’insulinorésistance ne soit installé.

Le troisiéme chapitre constituera la deuxieme étude. Cette étude s’installe dans les mémes
conditions que précédemment mais cette fois-ci, elle fut réalisée a long terme (1, 3, 6 mois). Elle
avait pour but de caractériser véritablement le modéle de syndrome métabolique utilisé et de
s’intéresser a I’évolution des complications néovasculaires, fonctionnelles et transcriptionnelles

dans la rétine.
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Suite au modéle de syndrome meétabolique caractérisé préecédemment et aux différentes
conséquences observées, la derniére étude, constituant le quatrieme chapitre, s’est intéressée a
tester 1’effet protecteur d’un enrichissement en AGPI-LC oméga 3. Différentes durées de régime
(15 jours, 21 jours, 1 mois, 3 mois) ont été considérées. Cet effet a été testé d’une part d’un point
de vue physiologique général prenant en compte les diverses composantes du syndrome
métabolique. D’autre part, I’effet des oméga 3 a été testé d’un point de vue spécifique, dans la

rétine, en se focalisant sur les complications néovasculaires et fonctionnelles.

Le cinquiéme chapitre sera consacré & une discussion générale des résultats obtenus au cours de
ces ¢études, des potentiels questionnements et implications cliniques qu’ils peuvent susciter et des

perspectives de ces travaux.

Le sixieme chapitre récapitulera I’ensemble des références bibliographiques détaillées dans ce

manuscrit.
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Chapitre 1

Contexte bibliographique
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|- Anatomie et physiologie de I’ceil et de la rétine

I "ceil est I’organe sensoriel de la vision, il permet avant tout aux étres vivants de traiter
I’information lumineuse sous forme de signal chimique et de le convertir en signal
électrique. Ce signal est ensuite analysé au niveau cérébral dans le but d’interagir et

d’appréhender au mieux leur environnement.

L’ceil humain, comme celui de la plupart des vertébrés, est logé au sein d’une cavité osseuse
appelée orbite, protégée par les paupiéres. Les muscles oculomoteurs assurent sa mobilité et les
glandes lacrymales son hydratation. Il est constitué de trois enveloppes ou tuniques : la tunique
externe ou sclérotique, la tunique moyenne ou tunique uvéale et la tunique interne ou nerveuse.
Ces trois tuniques sont hétérogenes et opaques, exceptée la partie antérieure de la tunique externe
qui constitue la cornée. L'acheminement des rayons lumineux vers la rétine est garanti par la
présence de milieux transparents et homogénes, dans un axe antéro-postérieur : I’humeur

aqueuse, le cristallin puis le corps vitré.

L’humeur aqueuse est un liquide transparent sécrété par les procés ciliaires. Elle participe au
maintien de la pression intraoculaire et a la forme du globe oculaire. Aprés avoir gagné la
chambre antérieure de 1’ceil qu’elle remplit, I’humeur aqueuse est résorbée au niveau de I’angle

irido-cornéen par le trabeculum puis le canal de Schlemm qui se jette dans les veines épisclérales.

Le cristallin est une lentille transparente a 1’état physiologique, biconvexe, avasculaire, reliée aux
proces ciliaires par la zonule de Zinn (en arriere), et a la hyaloide antérieure par le ligament de
Wieger. Le cristallin est également constitué d’un noyau, de fibres cristalliniennes et d’une
capsule antérieure appelée cristalloide. Il participe au phénoméne d’accommodation grace a la

modification de son rayon de courbure assurée par le muscle ciliaire.

Enfin la cavité vitréenne est occupée par le corps vitré. Il s’agit d’un gel transparent, visqueux
presque acellulaire limité en avant par la hyaloide antérieure qui tapisse la face postérieure du

cristallin et la hyaloide postérieure qui tapisse la face interne de la rétine (Figure 1).
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Adapté de the McGraw hill Companies, Inc.

1.1 Le globe oculaire

I.1.1 La tunique sclérale

La tunique externe ou sclérotique est une membrane fibreuse, résistante, qui entoure et qui assure
une protection mécanique a l'eeil tout en lui conférant forme et rigidité. Elle est composée a
I’avant de la cornée et a I’arriére de la sclere (Figure 1). D’une part, la cornée est une calotte de
sphére transparente, avasculaire et richement innervée. Elle est essentiellement constituée de
collagéne, d’eau et de cellules qui se répartissent en 5 couches de la superficie a la profondeur :
I’épithélium, la membrane de Bowman, le stroma cornéen, la membrane de Descemet et
I’endothélium. Elle est insérée au niveau de I'ouverture antérieure de la sclere. Elle constitue la
lentille principale du systéme optique oculaire. D’autre part, la sclere est une membrane
résistante, blanchatre et inextensible qui garantit a 1'ceil sa forme globulaire. Elle est constituée

d’un tissu conjonctif peu innervé et peu vascularisé ou s’inserent les muscles oculomoteurs. Elle
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présente a ’arriere une ouverture dénommeée canal scléral regroupant les différentes fibres du
nerf optique (papille), la veine centrale de la rétine et 1’artére centrale de la rétine. La jonction
entre la sclére et la cornée est appelée le limbe ; il s’agit d’une zone semi-transparente qui a la
particularité d’étre richement innervée et vascularisée. La conjonctive quant a elle, est une fine
muqueuse transparente composée de la conjonctive bulbaire d’une part, qui recouvre la partie
antérieure de 1’ceil exceptée la cornée ; et de la conjonctive palpébrale ou tarsale d’autre part, qui
recouvre la partie postérieure des paupiéres superieures et inférieures. Dans le limbe cornéo-
scléral, au niveau de l'angle irido-cornéen, des structures appelées canaux de Schlemm et
trabéculum, interviennent dans la régulation de la pression intra-oculaire, permettant notamment

I’évacuation de I'numeur aqueuse depuis la chambre antérieure.
1.1.2 La tunique uvéale

La tunigue moyenne ou uveale, se compose au niveau de la face antérieure : de I'iris et du corps

ciliaire et au niveau de la face postérieure de la choroide (Figure 1).

L'iris est une membrane circulaire et contractile, elle est située dans I’humeur aqueuse entre la
cornée et le cristallin. 11 s’agit d’une structure pigmentée conférant a I'ceil sa couleur. Il est percé
en son centre d’un orifice appelé pupille. La contraction ou la dilatation de l'iris est
un réflexe physiologique permettant de contréler le degré d’illumination de la rétine par
I’intermédiaire du tonus de deux muscles antagonistes : le sphincter irien (sous contréle du
systeme parasympathique) et le dilatateur (sous contr6le du systéeme sympathique). Une
luminosité réduite entraine ainsi un relachement du muscle sphincter et une contraction du
muscle dilatateur, on parle alors de mydriase. Réciproquement une luminosité intense conduira a
une contraction du muscle sphincter et donc a une contraction de I'iris, on parle ainsi de myosis,

apparentant finalement 1’iris a une forme de diaphragme.

Le corps ciliaire est composé d'une part du muscle ciliaire, relié par la zonule de Zinn au cristallin
et qui par ses contractions modifie la forme de la lentille, et d'autre part des proceés ciliaires,

secretant I’humeur aqueuse. Avec 1’iris, le corps ciliaire forme 1’uvée antérieure.

La choroide, considérée comme la partie postérieure de 1’uvée est une membrane tapissant
I'intérieur du globe et jouant un réle dans la nutrition de la rétine par I’intermédiaire de sa

vascularisation en réseau. Elle apporte ainsi oxygeéne et nutriments aux cellules de la rétine
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externe et permet également 1’évacuation des métabolites de cette derniére. La présence de la
mélanine confére une pigmentation a la choroide, limitant ainsi la réflexion des rayons lumineux

sur la face interne de la sclére.

1.1.3 La tunique nerveuse

La tunique nerveuse ou rétine tapisse les deux tiers de la surface du globe postérieur. Son réle est
de recevoir la lumiére et de transmettre les informations visuelles au cerveau, au niveau du cortex

occipital, via le nerf optique.

Elle est formée de deux couches : I’épithélium pigmentaire (EPR) et la rétine neurosensorielle ou

neurale.

L’EPR est constitué d’une monocouche de cellules épithéliales qui reposent sur la membrane de
Bruch. L’EPR est ainsi la couche externe de la rétine qui est en contact avec la face postérieure
de la choroide. L’EPR se caractérise notamment par la présence de mélanosomes impliqués dans

la synthése et le stockage des pigments de mélanine.

La rétine neurale ou neurorétine est une unité fonctionnelle du systeme nerveux central (SNC)
qui permet la conversion d’un signal lumineux en un influx nerveux. Tissu d’origine
neuroectodermique dérivé du diencéphale, la rétine neurale est stratifiée et composée de cing
types de cellules neurales (les cellules photoréceptrices dénommées cbnes et batonnets, les
cellules horizontales, les cellules bipolaires, les cellules amacrines, et les cellules ganglionnaires)
et de trois types de cellules gliales (cellules gliales de Miiller, astrocytes et cellules microgliales).
L’ensemble de ces types cellulaires sont tous issus des mémes progéniteurs neuronaux. La
neurorétine est ainsi définie en couches de noyaux cellulaires alternant avec des couches de
synapses et des prolongements de cellules gliales. Parmi les différentes couches cellulaires, nous

distinguons (Figure 2) :

- la couche la plus externe comprenant les segments externes et internes des

photorécepteurs,

- la couche nucléaire externe, exclusivement composée des corps cellulaires des

photorécepteurs,
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la couche plexiforme externe, lieu de formation des connexions synaptiques entre les

photorécepteurs et les cellules bipolaires,

la couche nucléaire interne, composée de noyaux de trois types de neurones ; les cellules
horizontales, bipolaires et amacrines ainsi que par les noyaux des cellules gliales de
Miller,

la couche plexiforme interne, lieu de formation des connexions synaptiques entre les

axones des cellules bipolaires et les dendrites des cellules ganglionnaires,
la couche des noyaux des cellules ganglionnaires, la plus interne,

la couche des fibres nerveuses constituée des axones des cellules ganglionnaires.
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Figure 2 : Anatomie de la rétine
2a : Représentation schématique de [’anatomie de la rétine, adapté de Gray’s anatomy.

2b : Image en microscopie €lectronique d’une coupe semi fine de rétine de souris adulte,

coloration hematoxyline, source CSGA.
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1.1.3.1 L'épithélium pigmentaire rétinien

L’EPR riche en mélanine, constitue la couche pigmentée de la rétine. Il s’agit d’un élément
majeur dans la rétine, tout d’abord par ses propriétés physiques de barriere hématorétinienne,
mais surtout en raison de ses nombreuses fonctions métaboliques. Sa position stratégique entre
les photorécepteurs et la choriocapillaire ainsi que son intégrité sont fondamentales pour un

fonctionnement normal de la rétine et en particulier des photorécepteurs.

L’EPR est tout d’abord responsable de 1’adhésion de la rétine neural de par I’interdigitation de
ses villosités avec les photorécepteurs. Il est aussi directement impliqué dans la fonction visuelle
en raison de son activité métabolique dans le phénomeéne de transduction visuelle, mais aussi
dans la phagocytose des segments externes « usagés » des photorécepteurs. L’EPR posséde a ce
titre des villosités nécessaires a cette phagocytose et des phagosomes au niveau apical. Chaque
cellule de I’EPR participe au renouvellement des articles externe de 30 & 40 photorécepteurs. Sa
capacité de phagocytose est telle qu’elle permet un renouvellement total des articles externes des
batonnets en 10 jours chez I’homme, ce taux de renouvellement est cependant plus long pour les
cbnes. Ce processus présente un rythme circadien : le pic de phagocytose des disques intervenant
le matin (Yao et al., 2014).

L’EPR est également le site de synthese et de stockage de nombreux facteurs de croissance tels
que FGF, VEGF, TGFp, ce qui lui permet donc d’interagir avec les types cellulaires avoisinants
(Kliffen et al., 1997).

Les cellules de I’EPR sont de forme hexagonale, au nombre de 4 & 6 millions, leur densité varie
avec I’age et leur localisation périphérique ou maculaire. Au niveau du pole postérieur elles sont
hautes (14 um) et longues (10-14 um) alors qu’au niveau de ’ora serrata (frontiere entre la partie
ciliaire de la rétine et la partie optique de la rétine), elles sont plus plates et plus larges (60 pum).
Certaines peuvent étre binucléées. Celles-ci sont en moyenne en contact avec 30 a 45 segments
externes de photorécepteurs. La liaison des cellules entre elles s’effectuent par des jonctions
serrées limitant notamment les échanges de nutriments solubles a 1’eau et a certains métabolites

entre la choroide et 1’espace sous rétinien.

Au sein de ces cellules épithéliales, nous retrouvons deux types de grains de pigments

principaux : la mélanine et la lipofuscine. La mélanine est située au pole apical de la cellule
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permettant notamment 1’absorption de 1’excés de photons. La lipofuscine quant a elle se situe
dans la portion basale et centrale de la cellule. Elle apparait sous forme de grains qui

s’accumulent avec I’age.

L’EPR joue enfin un réle important dans le stockage et le métabolisme de la vitamine A et de ses

composeés apparentés, les rétinoides. Il intervient enfin dans la régénération des pigments visuels.
1.1.3.2 La rétine neurale

1.1.3.2.1 Anatomie macroscopique

La rétine est une fine tunique transparente, laissant apparaitre la vascularisation choroidienne.
C’est cette transparence qui donne son aspect rose-orangé au fond d’ceil. La rétine est un tissu
dont 1’épaisseur est inférieure a 500 um chez I’homme et varie en fonction de sa localisation.
Ainsi la rétine nasale est Iégerement plus épaisse que la rétine temporale (impliquant ainsi une
densité de batonnets plus importante en position nasale). En extréme périphérie, 1’épaisseur
rétinienne est environ de 100 pm puis s’épaissit a 180-240 um jusqu’a I’aire maculaire ou la
rétine est la plus épaisse avoisinant les 500 um. L’épaisseur minimale de la rétine se trouve au

niveau de la fovéa (zone centrale de la macula) ou elle mesure 130 pm.
» Oraserrata

La rétine couvre environ 15-16 mm du diamétre interne de ’ceil et 72 % de la surface de la
sphere oculaire. Elle s’étend de I’ora serrata en avant jusqu’au nerf optique au pole postérieur du
globe oculaire. L’ora serrata est la zone ou la limite antérieure de la rétine se trouve étre en
continuité avec 1’épithélium non pigmenté de la pars plana, une portion du corps ciliaire. Dans
cette zone speécifique, les batonnets sont absents, les cones présentent quant a eux une

morphologie altérée par rapport aux cones rétiniens.
> Papille optique

La téte du nerf optique est visible macroscopiquement sous forme d’un disque, la papille optique.
Elle est a I’émergence des artéres et veines rétiniennes, de couleur rosée plus claire que la rétine.
Son diametre est variable en moyenne de 1,9 mm dans son axe vertical et 1,7 mm dans son axe

horizontal, sa surface moyenne est de 2,7 mm?.
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» Zones anatomiques rétiniennes distinctes

La macula est une zone de la rétine postérieure qui mesure 5,5 mm de diameétre et dont le centre
est situé a 4 mm en temporal et 0,8 mm inférieurement au centre de la papille. On repere assez
distinctement cette zone par la présence d’un pigment jaunatre et par la raréfaction de vaisseaux
rétiniens en son centre. Subdivisée en plusieurs zones concentriques, le centre de celle-ci forme
une dépression, on parle de fovéa. 11 s’agit de la zone la plus mince de la rétine, elle est trés riche
en cones et dispose de la densité en pigment maculaire la plus élevée (constitué notamment de
lutéine et zéaxanthine). Le pigment maculaire dispose d’un réle de filtre des UV et de fonctions
antioxydantes permettant d’une part de lutter contre les rayonnements bleus responsables des
atteintes oxydatives rétiniennes et d’autre part d’intervenir contre les radicaux libres au niveau
des photorécepteurs (Cruickshanks et al., 1993). Le pigment maculaire n’est cependant pas
restreint & la fovéa, une distribution spatiale a récemment été identifiée. A ce niveau, le pigment
maculaire est principalement situé au niveau des fibres de Henle, alors qu’autour de la fovéa il est
principalement retrouvé au niveau des couches plexiformes internes et externes (Trieschmann et
al., 2008). Cette zone caractérisée de parafovéolaire est une zone de 500 um de diamétre qui
correspond a la région ou la rétine est la plus épaisse du fait d’une grande densité de cellules
ganglionnaires, de la nucléaire interne et de la couche des fibres de Henle. Enfin la derniere zone
concentrique, la plus externe correspond a une zone justifiant d’un amincissement de la rétine, on

parle de zone périfovéolaire (Figure 3).
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Figure 3 : Photographies du fond d’eil avec repéres anatomiques et dimensions des différentes

zones rétiniennes

A : Photographie d’'un fond d’eil droit. M : macula, F : fovéa
B : Photographie d’un fond d’eil gauche

D ’apres EMC d’ophtalmologie © Elsevier Masson SAS.
1.1.3.2.2 Anatomie microscopique

Fonctionnellement parlant, la rétine neurale peut-étre subdivisée en deux parties : d’une part les
cellules photoréceptrices permettant la transformation de 1’énergie lumineuse en un signal
¢lectrique (transduction visuelle), et d’autre part, la rétine interne permettant le traitement partiel
de ce signal et sa transmission jusqu’au niveau des aires cérébrales visuelles du cortex occipital

via le nerf optique.
> Les cellules photoréceptrices

Il existe deux types de photorécepteurs: les cones et les batonnets, se distinguant par de
nombreuses caractéristiques autant anatomiques que fonctionnelles. Ils sont formés de quatre
parties : un segment externe, un segment interne, un corps cellulaire et une terminaison

synaptique (Figure 4). Dans le cas des batonnets, le segment externe est formé d’un empilement
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de disques enchéassés dans le cytoplasme de la cellule, alors que les disques des cones sont formés
par le repliement de la membrane plasmique. La forme du segment externe permet de distinguer
alors les deux grands types de photorécepteurs : les batonnets présentent un long segment externe
cylindrique avec de nombreux disques, les rendant relativement sensibles a la lumiére tandis que
les cbnes ont un segment externe plus court et effilé. Les batonnets sont essentiellement destinés
a la vision périphérique, des formes, crépusculaire et nocturne, on parle de vision scotopique,
alors que les cones situes essentiellement au niveau maculaire sont destinés a la vision de prés,
des couleurs, de jour, on parle de vision photopique. La répartition des photorécepteurs n’est pas
homogéne sur toute la rétine. La macula lutea est en effet caractérisée par une concentration
maximale de cones, la fovéa étant la zone la plus riche, il s’agit d’une zone d’acuité visuelle

maximale, elle permet une vision précise des détails et des couleurs en conditions diurnes.
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Figure 4 : La structure des cbnes et des batonnets

EPR : Epithélium pigmentaire rétinien

Adapté de Gray’s anatomy
- Latransduction visuelle

C’est également au niveau du segment externe des photorécepteurs que se trouvent enchassés
des pigments sensibles a la lumiére. Dans le cas des batonnets, ce pigment photosensible
s’appelle la rhodopsine et présente un pic de sensibilité des photons & une longueur d’onde
d’environ 500 nm. Les cbnes quant & eux, contiennent trois variétés d’opsine, une protéine

transmembranaire tres proche de la rhodopsine variant au niveau de leur séquence en acides
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aminés. Ces trois variétés d’opsine déterminent trois types de cones présentant une sensibilité
dans le spectre d’absorption de la lumiére visible différente. Ainsi Les cones « bleus » ou S sont
principalement activés par une longueur d’onde d’environ 420 nm, les cones « verts » ou M

autour de 530 nm, et les cOnes « rouges » ou L pres de 560 nm.

La transduction visuelle a pour but de convertir 1’énergie lumineuse en un signal électrique, elle
est permise par D’activation de ces photopigments par les photons. Ces photopigments
appartiennent a la famille des opsines. Dans le cas de la rhodopsine, une molécule dérivée de la
vitamine A, appelée 11 cis retinal , est logée au sein des sept domaines transmembranaires du
photopigment. Lorsque cette molécule absorbe la lumiére, le 11 cis retinal subit alors un
changement de conformation appelé isomérisation vers la forme « tout-trans » transformant ainsi

la molécule de rhodopsine en sa forme active, la métarhodopsine I1.

Cette derniere permet 1’activation d’une protéine G appelée transducine. La sous-unit¢ Ta de la
transducine se dissocie alors de ses sous-unités TPy et de la rhodopsine. Cette sous-unité Ta va
activer la phosphodiestérase qui hydrolyse le GMP cyclique (GMPc), entrainant la dissociation
de ce dernier du canal a sodium-calcium de la membrane plasmique et provoquant la fermeture
de ce port. Ces modifications des concentrations ioniques entrainent alors une modification du
potentiel de membrane se traduisant par une hyperpolarisation du photorécepteur qui sera a

I’origine de I'émission d'un signal nerveux vers les cellules de la rétine interne (Figure 5).
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Figure 5 : Activation de la cascade de phototransduction des batonnets

GMP

R : rhodopsine inactive, R* : rhodopsine inactive, T : transducine, PDE : phosphodiesterase
inactive, PDE* : phosphodiesterase active, NCKX : échangeur de Na/Cak, CNG : cyclic-
nucleotide-gated channel

Adapté de Wolfgang Baehr, www.webvision.med.utha.edu.

- Lecycle visuel

Un processus séquentiel appelé "cycle visuel” permet le renouvellement de l'isomére 11-cis-

rétinal isomérisé par les photons lumineux (Figure 6).

Formé par isomérisation du 11-cis-rétinal sous I’action des photons lumineux, le tout-trans-
rétinal est réduit en tout-trans-rétinol au niveau des segments externes des batonnets. A ce niveau,
le tout-trans-rétinol quitte alors le batonnet et diffuse jusqu’au niveau de I’EPR ou il est

séquentiellement estérifié et converti en 11-cis-rétinol par une isomerase spécifique, sous le
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contr6le de RPE65. RPE6G5, dont la fonction moléculaire exacte est longtemps restée inconnue
serait de plus essentiel pour le maintien de la fonction des cones chez les souris NRL déficientes
(Wenzel et al.,, 2007) (Samardzija et al., 2014). Une absence de RPE65 menerait & une
dérégulation de la vitamine A totale. Son implication dans un cycle visuel spécifique des cones

est de plus en plus suspectée (Samardzija et al., 2014).

Le 11-cis-retinol est quant a lui oxydé en 11-cis-rétinal. Ce 11-cis-rétinal diffuse alors en retour

vers les batonnets ou il régénere la rhodopsine, ce qui termine ainsi le cycle visuel.
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Figure 6 : Le cycle visuel des vertébrés
a : microphotographie d 'une rétine de primate.

b : interface d’une cellule photoréceptrice de bdtonnet et de [’épithélium pigmentaire rétinien

mettant en exergue les principales réactions impliquées dans le renouvellement du 11-ci- rétinal.

Adapté de Saari, 2001.
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» Couche plexiforme externe
- Les cellules horizontales

Les cellules horizontales sont des cellules d’association. Trois variétés ont été identifiées dans la
rétine humaine : les cellules HI, HII et HIII (Kolb et al., 1992) (Wassle et al., 2000). Ces cellules
communiquent entre elles par de nombreuses jonctions gap. Elles ont pour role d’inhiber
I’activité des cellules avoisinantes. Cette suppression sélective de certains signaux nerveux

s’appelle I’inhibition latérale, son role général étant d’amplifier le signal sensoriel.
- Les cellules bipolaires

Les cellules bipolaires sont de disposition radiale et sont impliquées particulierement dans la
transmission du signal entre les cellules photoréceptrices et les cellules ganglionnaires. Leurs
dendrites sont situées au niveau de la couche plexiforme externe et leurs axones se terminent au
niveau de la couche plexiforme interne. Elles se répartissent en 2 sous-couches. La sous-couche
a, la plus superficielle, est le lieu de terminaison des bipolaires qui font synapse par contacts
superficiels avec les pédicules de cones L et M. Elles s’hyperpolarisent lorsque les cones L et/ou
M sont stimulés. Ce sont les cellules bipolaires OFF. La sous-couche b, la plus profonde, est le
lieu de terminaison des bipolaires qui font synapses par invaginations avec lesbatonnets et les
cones S, M et L. Elles se dépolarisent lorsque les photorécepteurs sont stimulés. Ce sont les

bipolaires ON.
» La couche plexiforme interne
- Les cellules amacrines

Les cellules amacrines sont des cellules d’association situées entre les cellules bipolaires et les
cellules ganglionnaires. Plus d’une vingtaine de cellules amacrines différentes ont été identifiées,
elles sont réparties entre cellules glycinergiques et cellules GABAergiques (Waéssle et al., 2009).
Les mieux connues sont respectivement les cellules amacrines A17 et les cellules amacrines All,
un exemple de cellules bistratifiées qui assurent la connexion entre la voie des batonnets et les

cellules ganglionnaires naines.
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- Les cellules ganglionnaires

Les cellules ganglionnaires sont des cellules neuronales. Les cellules ganglionnaires sont en
étroite relation avec les cellules bipolaires et les cellules amacrines. Au nombre d’environ 1,2
million chez I’homme, leurs axones se regroupent en un point nommé papille pour former le nerf
optique avant de sortir du globe oculaire par la lamina cribrosa. Le nerf optique pénéetre dans le
crane par le canal optique puis suit la gouttiere optique, avant de rejoindre son homologue
controlatéral pour former le chiasma optique au-dessus de I'nypophyse. Le chiasma se poursuit au
niveau des tractus optiques qui contournent alors le mésencéphale avant de se terminer au niveau

des corps géniculés latéraux.

Il existe trois types principaux de cellules ganglionnaires : les cellules ganglionnaires naines de
type P1 ou P2 situées au niveau de la foveola et de la moyenne périphérie, elles représentent
environ 90% de la population totale de cellules ganglionnaires. Les cellules ganglionnaires
parasols sont présentes sur toute la rétine du centre jusqu’a la périphérie. Les cellules bistratifiées
sont les moins nombreuses, leurs axones se projettent au niveau des voies koniocellulaires, elles
apparaissent jouer un réle important dans le transfert des informations qui code pour le canal
bleu/jaune (Szmajda et al., 2008).

Une quinzaine d’autres types de cellules ganglionnaires ont été identifiées. Parmi elles, les
cellules ganglionnaires dites luminosensibles ont été mises en évidence. Elles expriment
spéecifiquement un pigment la mélanopsine (Hannibal and Fahrenkrug,2002) (Newman et al.,
2003) et joueraient un réle dans la régulation du rythme circadien et le réflexe pupillaire (Ramsey
etal., 2013) (Semo et al., 2014).

- Les cellules gliales

Il existe trois types de cellules gliales dans la rétine : les cellules de Miller, les astrocytes et les
cellules microgliales. Les cellules de Muller et les astrocytes participent au maintien de

I’homéostasie de la rétine.

Les cellules microgliales représentent les principales cellules immunitaires résidentes de la rétine,
en conditions non pathologiques (Hickey and Kimura, 1988) (Perry and Gordon, 1988), elles sont
localisées dans la rétine interne. Dans un cadre physiopathologique comme la RD (Zeng et al.,
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2008), la DMLA (Combadiére et al., 2007a), I’uvéite (Rao et al., 2003) ou simplement lors du
vieillissement (Xu et al., 2008), les cellules microgliales et macrophages s’activent (van der
Schaft et al., 1993) transformant des cellules quiescentes en cellules amiboides qui s’accumulent
dans 1’espace sous-rétinien (Gupta et al., 2003). La microglie activée migre alors vers les zones
endommagées, degradant les débris présents et sécrétant des cytokines et chimiokines pro

inflammatoires (Langmann, 2007).

La migration et I’activation de ces cellules représentent le plus souvent une réponse a un stress
non spécifique. Lors d’atteintes rétiniennes induites par la lumiére, la microglie résidente migre
au travers de la couche des photorécepteurs ou sont génerés des facteurs comme le TNFa ou le
NO, et cela avant que les macrophages circulants et les cellules nucléaires polymorphes aient
infiltré le tissu oculaire (Rao et al., 2003). Les cytokines et médiateurs toxiques (tels que NO)
sont libérés par la microglie activée et sont suspectés d’étre neurotoxiques pour les cellules
photoréceptrices (Xu et al., 2007) (Ma et al., 2009). Ces données suggerent que 1’activation
microgliale peut contribuer a des altérations permanentes de la rétine. D’autre part, la microglie
rétinienne peut sécréter 1’interleukine 27 (IL-27), surexprimé en cas d’uvéite ; sa signalisation
induisant la production de molécules anti-inflammatoires par les cellules photoréceptrices telles
qu’lL-10 (Interleukine 10) et le facteur SOCS1 (Suppressor of cytokin signalling 1). Ainsi en
fonction de son statut d’activation, la microglie serait aussi susceptible de contréler sa réponse

inflammatoire (Lee et al., 2011).
1.2 Les réseaux vasculaires

La rétine est vascularisée par deux systemes vasculaires ne disposant pas de connexions
anatomiques. D’une part, le réseau capillaire rétinien assure la vascularisation directe des couches
rétiniennes internes. D’autre part, le réseau choroidien assure la vascularisation de la rétine de

maniére indirecte via I’EPR (Figure 7).
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Figure 7 : Localisation des vaisseaux rétiniens et choroidiens par rapport aux différentes

couches rétiniennes

Ch : choroide, EPR : épithélium pigmentaire rétinien, SIE : segments internes et externes des
photorécepteurs, CNE : couche nucléaire externe, CPE : couche plexiforme externe, CNI :
couche nucléaire interne, CPIl: couche plexiforme interne, CCG : couche des cellules

ganglionnaires, FN : Couche de fibres nerveuses.

Adapté de I’EMC d’ophtalmologie © Elsevier Masson SAS
1.2.1 Le systeme vasculaire rétinien

Les artéres et veines rétiniennes sont localisées dans la couche des fibres nerveuses (Figure 7).
L’artére centrale de la rétine dérive primitivement de 1’artére ophtalmique qui dérive elle-méme
de la carotide interne, son diameétre est compris entre 80 et 100 um. La veine centrale de la rétine
quant a elle, dispose d’un diamétre 1égérement supérieur de 100 a 125 um. L’artére rejoint le nerf
optique situé a I’arriére du globe oculaire puis suit un trajet intra neural pour émerger au niveau
de la papille ou elle se subdivise en quatre branches terminales : temporale, nasale, supérieure et
inferieure. Ces artéres terminales se divisent alors en collatérales, lesquelles se subdivisent en
terminales comportant des collatérales de manieére dichotomique jusqu’a former un réseau

couvrant un quadrant de la rétine interne pour chacune des artéres. Le diametre des artérioles
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régresse au fur et a mesure de leurs divisions en périphérie ou il atteint 10 a 20 um. Elles
présentent une membrane basale et une media commune aux artéres et veines rétiniennes. Les
capillaires rétiniens mesurant 5 & 6 um de diameétre sont eux-mémes issus de ces vaisseaux
collatéraux. Ceux-ci disposent au niveau de leurs épaisses membranes basales d’une couche de
cellules endothéliales a jonctions serrées ainsi que de péricytes et de cellules microgliales les
entourant. Les capillaires sont organisés en une ou deux rangees en périphérie et en trois ou
quatre rangées au niveau central de la rétine. A ce niveau, une zone de 850 um de diametre est

dépourvue de capillaires rétiniens, on parle alors de zone avasculaire centrale.

Le drainage rétinien est quant a lui assuré par la veine rétinienne qui se déverse dans la veine

ophtalmique supérieure.
1.2.2 Le systeme vasculaire choroidien

La choroide est un tissu de 300 a 500 um d’épaisseur chez I’homme, limité en avant par la
membrane de Bruch et adhérente a la sclere en arriére. La vascularisation choroidienne provient
de branches de I’artére ophtalmique elle-méme issue de branches de la carotide interne. Les
artéres permettant 1’irrigation de la choroide sont appelées artéres ciliaires postérieures (nasale,
temporale et supérieure) (Figure 8). Celles-ci se subdivisent en artéres ciliaires longues et
courtes, la pénétration sclérale des artéres est située en arriere des veines vortiqueuses (Figure
8). La choroide dispose de cellules pigmentées appelées mélanocytes et de 3 types de vaisseaux :
les choriocapillaires, les vaisseaux moyens et les gros vaisseaux. Le débit choroidien moyen est
estimé a 800 mL/min et est considéré comme I’un des plus importants de I’organisme. Les
capillaires choroidiens mesurent entre 15 et 30 um de diamétre soit 3 a 4 fois plus que des
capillaires rétiniens. Le systeme vasculaire choroidien apporte les nutriments et 1’oxygéne
nécessaire au bon fonctionnement de la rétine externe et en particulier les photorécepteurs, la

rétine externe ne comportant pas de réseau capillaire nourricier.
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Figure 8: Représentation schéematique des vaisseaux choroidiens (A) et des veines

vortiqueuses (B)

A - 1: artéres ciliaires postérieures supérieures, 2 : artéres ciliaires postérieures temporales, 3 :

arteres ciliaires postérieures nasales
B - O : ora serrata, E : équateur, V : veines vortiqueuses

Adapté de I’EMC d’ophtalmologie © Elsevier Masson SAS.
1.2.3 La barriere hémato-rétinienne

Les cellules rétiniennes sont isolées du systeme vasculaire par deux barrieres hémato-
rétiniennes : la barriére hémato-rétinienne interne formée par le réseau vasculaire rétinien et la
barriere hémato-rétinienne externe formée par le réseau vasculaire choroidien. La barriére
hémato-rétinienne interne est constituée par les cellules endothéliales des vaisseaux rétiniens, la
lame basale des cellules endothéliales et des cellules disposant d’une activité contractile, les
péricytes, qui entourent les cellules endothéliales. Le premier lieu de sélectivité de passage des
molécules est formé par les jonctions serrées existant entre les cellules endothéliales. De plus, ces
cellules reposent sur une lame basale épaissie limitant ainsi la diffusion passive de grosses
molécules. Les pericytes forment une couche discontinue autour du vaisseau et participent a

I’¢élaboration de la matrice extracellulaire. Ils posseédent des propriétés contractiles et exercent un
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contréle local sur le flux sanguin (Chakravarthy and Gardiner, 1999). De par leurs diverses
fonctions, les péricytes participent a I’homéostasie de la barriére hémato-rétinienne interne. La
paroi des capillaires rétiniens est également en contact avec des cellules gliales telles que les
astrocytes et les cellules de Miuiller. Cette gaine gliale joue un rdle de support structural et
trophique des cellules vasculaires contribuant ainsi a D’intégrité de 1’étanchéité et de la

vasomotricité des vaisseaux.

La barriére hémato-rétinienne externe est constituée par les cellules endothéliales des vaisseaux
choroidiens, la membrane de Bruch et I’EPR. Comme pour la barriére hémato-rétinienne interne,
les cellules endothéliales sont unies par des jonctions serrées constituant, la aussi, un premier lieu
de sélection des molécules. Néanmoins, les fenestrations qui existent entre les cellules
endothéliales augmentent la perméabilité de la barriére hémato-rétinienne externe par rapport a la
barriere hémato-rétinienne interne. La membrane de Bruch, fortement chargée négativement en
raison de la présence de glycosaminoglycanes et des protéoglycanes, permet une seconde
sélection des molécules pouvant atteindre la rétine. Enfin, les cellules de 1’épithélium pigmentaire
sont liées entre elles par des jonctions serrées qui leur conferent un haut degré de contréle de
perméabilité des fluides et des solutés entre la circulation sanguine et la rétine neurale (Cunha-
Vaz, 1997). La barriere hémato-rétinienne comporte de maniere générale des cellules
endothéliales mais aussi des péricytes et des cellules gliales formant 1’unité neurovasculaire
(Abbott et al., 2006). La présence de ces types cellulaires apparait cruciale pour maintenir
I’intégrité de cette barriere. Deux voies peuvent étre affectées lorsque 1’on consideére la
perméabilité de la barriere hémato-rétinienne (impliquée dans de nombreuses pathologies
oculaires et notamment la RD) ; tout d’abord la voie de transport paracellulaire impliquant les
jonctions serrées des cellules endothéliales, mais aussi la voie transcellulaire endothéliale médiée

par des vésicules endocytotiques (cavéole) (Klaassen et al., 2009).

53



Barriére hémato-rétinienne interne

Cellules de

/ Miiller \

Neurone ) )
Jonction serrée L
Péricyte

. Photorécepteur

Cellules endothéliales des capillaires rétiniens

Jonction serrée
Cellulesde I'EPR

Barriére hémato-rétinienne externe

Figure 9 : Représentation des barriéres hémato-rétiniennes interne et externe

Adapté de Che (Che et al., 2014).
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I1- Le syndrome métabolique

Le syndrome métabolique (SMet) est considéré aujourd’hui comme une véritable épidémie
mondiale, avec des conséquences dramatiques sur la santé humaine. Il émerge
principalement des changements drastiques dans notre alimentation concomitants a la réduction
importante de I’activit¢é physique et conduisant donc au déséquilibre de la balance

apports/dépenses énergétiques.

Le SMet a fait sa premiére apparition sous le nom de Syndrome X (Reaven, 1988). Il fut décrit
initialement par son auteur comme un ensemble de symptémes tels que la résistance a I’insuline,
I’intolérance au glucose, I’hyperinsulinémie, 1’augmentation du taux de triacylglycérols (TG), de
lipoprotéines de basse densité (VLDL), la diminution de cholestérol HDL et I’hypertension.
Reaven considérait 1’insulinorésistance comme d’importance primordiale dans les pathologies
coronariennes, 1’hypertension et le diabéte de type 2. L’insulinorésistance est un état métabolique
dans lequel les tissus cibles, et plus globalement I’organisme, sont en incapacité de produire une
réponse biologique adaptée aux modifications des taux de glucose sanguin; il s’agit de la
perturbation majeure du syndrome meétabolique. De nombreuses définitions du syndrome
métabolique ont été proposées par diverses organisations nationales et internationales mais toutes
s’accordent sur ces composantes essentielles ; a savoir, obésité abdominale, insulinorésistance,
intolérance au glucose, dyslipidémie et hypertension. Il s’agit d’un véritable état chronique
d’inflammation a bas niveau résultant de 1’association de facteurs a la fois environnementaux et

génétiques (Kaur, 2014).
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Figure 10 : Représentation schématique du Syndrome métabolique

AG : Acides gras ; AGL : Acides gras libres ; RAA : Rénine, Angiotensine, Aldostérone ; SNS :
Systeme nerveux sympathique ; T2D : Diabete de type 2

Adapté de Kaur, 2014.
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I1.1 Fructose et Syndrome métabolique

[1.1.1 La digestion des glucides

Il existe de nombreux monosaccharides dans la nature mais seul un nombre réduit intervient
comme meétabolite intermédiaire ou comme composant structural chez les mammiféres. Le
glucose est le sucre le plus consommé par les étres humains. Deux autres hexoses, le galactose et
le fructose sont également consommés de maniere non négligeable, par exemple dans les pays
occidentaux 15 a 20% des calories contenues dans le régime sont apportées par le fructose,
représentant donc une contribution importante au métabolisme énergétique. Les glucides arrivent
dans notre alimentation sous forme polymérisée (glycogene, amidon) ou libre (saccharose,

lactose, fructose, glucose).

Le processus digestif commence dans la bouche, sous 1’action de I’a-amylase salivaire (ptyaline).
Cette derniére agit sur les amidons et le glycogéne contenant des liaisons o(1-4) et a(1-6)
délivrant ainsi un mélange d’oligosaccharides ramifiés, de maltose et de glucose. L’hydrolyse par
cette enzyme se poursuit jusque dans 1’estomac ou sa forte acidité va stopper 1’action de ’a-
amylase salivaire. La digestion reprend dans la partie supérieure du jéjunum sous ’action de 1’a-
amylase pancréatique aprés neutralisation de 1’acidité stomacale par les sécrétions pancréatiques
(Figure 11a). L’hydrolyse complete est assurée par des enzymes constituées d’oligosidases et de
glycosidases. Elles sont secrétées par les cellules muqueuses intestinales auxquelles elles
demeurent fixées dans la lumiere de I’intestin. La sécrétine augmente les sécrétions biliaires et la
libération de HCOj3". La cholecystokinine stimule les enzymes pancréatiques et inhibe les
sécretions gastriques (intervenant plutdt lors de la digestion des lipides et des protéines
partiellement hydrolysées). Enfin, le peptide inhibiteur gastrique (GIP) inhibe I’activité gastrique
et entraine la libération d’insuline a partir des Tlots pancréatiques. Le processus d’hydrolyse
ralentit au fur et @ mesure de la progression du bol alimentaire vers I’intestin gréle. La digestion
complete conduit a un mélange de monosaccharides absorbés dans I’intestin au niveau du
duodénum et du jéjunum. Différents mécanismes interviennent (Figure 11b) ; ’absorption du
glucose et du galactose au niveau des cellules de la muqueuse intestinale peut se faire par

processus de co-transport SGT (Serum glucose transporter), nécessitant de I’ATP et entrainant
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I’absorption simultanée de Na+. La libération des oses dans le flux sanguin se fait par transport
facilité en utilisant GLUT (Glucose transporter) ou par simple diffusion.
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Figure 11 : Processus de digestion et d absorption des nutriments
a : processus de digestion

GIP : Peptide d’inhibition gastrique, CCK : Cholécistokinine

b : absorption des nutriments issus du tractus intestinal

Adapté de Cummings B., 2001.

11.1.2 Le métabolisme du fructose

A T’'inverse du glucose qui utilise le transporteur Glut 4, le fructose entre dans la circulation
sanguine en utilisant les transporteurs Glut 2 et Glut 5. Ce transport ne fait pas appel a I’insuline
(Glut 5 est un transporteur présent au niveau intestinal mais peu présent au niveau des cellules
pancréatiques). Le fructose est alors délivré au niveau du foie via la veine porte (Mayes, 1993). Il

est tout d’abord phosphorylé dans le foie par I’ATP pour former le fructose-1-phosphate, cette
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réaction est catalysée par la fructokinase. Le fructose-1-phosphate est alors scindé par 1’aldolase
B en glyceraldéhyde et dihydroxyacétone phosphate. Ainsi la molécule initiale de fructose est
métabolisée en 2 trioses-phosphates qui sont détournés de la principale voie de controle de la
glycolyse par la 6-phosphofructokinase. Ces trioses constituent la structure essentielle a la
synthese de phospholipides et de triacylglycérols (Bray et al., 2004) (Figure 12). Les produits
issus du métabolisme du fructose par la voie glycolytique dans le foie sont le glucose, le
glycogéne, le lactate et le pyruvate. L’absorption du fructose par le foie n’est pas limitée par les
taux de phosphofructokinase, la consommation de fructose résulte ainsi en une augmentation des
taux de lactate circulant bien supérieure a ceux produits par une consommation comparable de

glucose.

Alors que la consommation de faibles doses de fructose semble montrer de véritables bénéfices
pour la santé en régulant la production de glucose hépatique (Hawkins et al., 2002) ou en
améliorant encore le contrdle glycémique de patients atteints de diabete de type 2 (Moore et al.,
2001), I’ingestion de fortes quantités de fructose seraient plus problématique. En particulier, si
celui-ci est apporté sous forme de sucrose ou de high fructose corn syrup (par I’intermédiaire de
sodas, entre autres), une augmentation du métabolisme du fructose serait alors susceptible de
contribuer a une surproduction hépatique de TAG et a une stéatose hépatique (Basaranoglu et al.,
2013). Des études menées chez I’homme ont montré que 1’ingestion de fructose résultait en une
augmentation marquée de la lipogénéese de novo (Nomura and Yamanouchi, 2012) (Tappy and
Lé, 2012), tandis que cette lipogénése de novo n’augmentait pas en réponse a une ingestion de
glucose a valeur calorique similaire (Hellerstein et al., 1996). Le fructose serait donc plus
lipogénique que le glucose, effet qui apparait de plus exacerbé si les sujets disposent de surcroit
d’une hyperlipidémie, d’une insulinorésistance ou encore d’un diabéte de type 2 (Jeppesen et al.,
1995) (Abraha et al., 1998). Le fructose, de plus, ne stimule pas la production de deux hormones,
I’insuline et la leptine. Ces hormones jouent cependant un réle clé en tant que signal afférent dans
le contréle de la prise alimentaire et du poids corporel. Ainsi la diminution des réponses
insulinémiques suite aux repas et leptinémiques associées a une consommation chronique de
fructose seraient donc susceptibles d’avoir des effets déléteres a long terme sur la régulation du
métabolisme énergétique et de ’adiposité corporelle. Elles pourraient enfin jouer un role dans

I’épidémie actuelle d’obésité (Bray et al., 2004).
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Figure 12 : Le métabolisme du fructose

VLDL : Very low density lipoprotéines, ATP : Adénosine tri-phosphate, P : Phosphate, CoA :
Coenzyme A

Adapté de Eliott (Elliott et al., 2002).

11.1.3 Métabolisme énergétique, prise de poids et régulation de la prise
alimentaire

De nombreuses ¢tudes chez I’animal soumis a des régimes enrichis en fructose décrivent une
augmentation du métabolisme énergétique, du poids corporel et de 1’adiposité (Kanarek and

Orthen-Gambill, 1982) (Rizkalla et al., 1993) (Kasim-Karakas et al., 1996). En revanche encore

peu d’informations sont disponibles chez I’€tre humain et les études restent plutot controversées.
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L’insuline et la leptine sont deux hormones aux réles clés. Elles sont impliquées dans la
régulation de la prise alimentaire et la dépense énergétique et apparaissent déterminantes lorsque
I’on s’intéresse a la consommation de fructose. En effet, le fructose a I’inverse du glucose, ne
stimule pas la sécrétion d’insuline a partir des cellules B du pancréas (Grant et al., 1980) (Curry,
1989). Cette absence de stimulation est principalement due aux faibles concentrations du
transporteur de fructose GLUTS5 dans ces cellules  (Sato et al., 1996).

L’insuline est impliquée dans la régulation de I’adiposité corporelle via son action au niveau du
SNC de maniére a inhiber la prise alimentaire et a augmenter la dépense énergétique (Woods et
al., 1996) (Schwartz et al., 2000). En effet, les récepteurs a I’insuline sont localisés dans des aires
du SNC qui sont impliquées dans le contréle de la prise alimentaire et I’homéostasie énergétique.
Ainsi, la répression de 1’expression des génes codants pour les récepteurs a I’insuline dans les
neurones conduit & une hyperphagie et a 1’obésité chez la souris (Briining et al., 2000). De méme,
une libération d’insuline réduite dans le SNC ou un dysfonctionnement de la voie de signalisation
de I’insuline pourrait résulter en une prise de poids et mener a I’installation de 1’obésité (Fukami

etal., 2013).

Une découverte capitale dans la recherche sur I’obésité est survenue lors de la découverte du gene
déficient ob par les expériences de Coleman. Ces expériences mirent notamment en évidence des
symptomes similaires a ceux d’un diabete chez des souris déficientes en récepteurs pour ce géne
ob (Coleman and Hummel, 1969). Vingt-cing ans plus tard ce gene a été cloné. Sa protéine, la
leptine, a été synthétisée et clairement identifiée comme responsable de 1’hyperphagie et de
I’obésité au sein d’une souche de souris diabétiques obéses (Zhang et al., 1994). Ce gene est
exprimé au sein du tissu adipeux (Masuzaki et al., 1995). La leptine fonctionne en tant que signal
dans le SNC ou elle active les voies anorexigénes de la Pro-opiomélanocortine (POMC) et inhibe
les voies orexigenes du Neuropeptide Y et du Agouty related peptide (NPY/AGRP). Son action
inhibe la prise alimentaire et augmente la dépense énergétique (Caro et al., 1996). Ainsi, des
sujets humains identifiés comme présentant une hyperphagie et une obesité marquee disposent le
plus souvent d’une incapacité a produire la leptine ou présentent des déficiences au niveau de
leurs récepteurs (Montague et al., 1997) (Clément et al., 1998). Son effet sur la satiété a été
également mis en éevidence : ’administration de leptine permettrait en I’occurrence de réduire

I’appétit chez des sujets humains (Westerterp-Plantenga et al., 2001). Les concentrations
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plasmatiques de leptine sont de plus clairement corrélées avec le niveau d’adiposité que ce soit
chez le rongeur (Ahrén et al., 1997) (Maffei et al., 1995), le primate ou encore 1’étre humain
(Maffei et al., 1995) (Havel et al., 1996). Elle est en effet considérée comme un signal clé
afférent 1ié¢ au niveau d’adiposité et au statut nutritionnel (Shapiro et al., 2008). Un taux élévé de

leptine pouvant étre quelquefois associé a une leptinorésistance (Scarpace and Zhang, 2007).

Par ailleurs, les effets de I’insuline et de la leptine sur la prise alimentaire partagent une voie de
signalisation commune via 1’activation de la phosphatidyl-3-kinase au niveau hypothalamique.
Malgré leur interaction ces deux hormones agissent de manieres différées dans le temps.
L’insuline exerce ses fonctions principalement a court terme, ses concentrations au niveau du
SNC ayant un effet inhibiteur direct sur la prise alimentaire (Schwartz et al., 2000). La leptine
quant a elle exerce ses fonctions a moyen et long terme en tant que facteur régulateur de la
balance énergétique. Son action au niveau des neurones hypothalamiques et la présence de
récepteurs au niveau du gastrus intestinal indiquent alors I’état de satiété (Havel, 2001).
L’insuline est susceptible de modifier la prise alimentaire en stimulant I’expression du gene
codant pour la leptine, induisant par la suite sa sécrétion. Ce mécanisme est principalement régulé
par I’insuline sur le métabolisme du glucose au niveau adipocytaire. Il contribuerait a réguler la
sécretion de leptine de maniere insulino-dépendante (Mueller et al., 1998). En plus de ses effets
sur la prise alimentaire et la thermogénese, la leptine serait également un médiateur de la réponse
neuroendocrine face a une privation alimentaire. Une étude menée chez la souris a notamment
montré des variations circadiennes de leptine plasmatique, avec des concentrations plus élevées la
nuit, ainsi que la présence d’un pic de leptine a 16h en cas de jelne (Ahima et al., 1998). Par
ailleurs, la ghréline, une hormone peptidique produite au niveau du gastrus intestinal agit
également au niveau de I'nypothalamus en stimulant I’activité des neurones & NPY dans le noyau
arqué et en minimisant leur activité au niveau du noyau paraventriculaire de 1’hypothalamus.
C’est a ce niveau que la ghréline conduirait a la libération de peptides orexigenes et de
neurotransmetteurs diminuant ainsi l'action anorexigene de la leptine (Cowley et al., 2003). Les
taux circulants de ghréline diminuent clairement 1 a 3 h aprés 1’ingestion de boissons a base de
glucose. Dans le cas d’une consommation de fructose, ces taux circulants de ghréline ne
diminuent pas (Teff et al., 2004). Ainsi dans le cadre d’une consommation chronique de fructose,

en période post prandiale, de faibles taux circulants d’insuline et de leptine seraient associés a
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une augmentation circulante de ghréline. Ces perturbations au niveau hypothalamique pourraient

donc mener a un déreglement de la prise alimentaire et du métabolisme énergétique.
11.1.4 Consommation de fructose et insulinorésistance

Les régimes riches en fructose sont connus pour induire une insulinorésistance chez le rongeur
(Zavaroni et al., 1980) et chez le chien (Martinez et al., 1994). A ce titre, des expériences menées
sur des rats nourris avec 35% de fructose pendant 4 semaines ont montré une diminution de
sensibilité a I’insuline associée & une action déficiente de I’insuline au niveau hépatique et une
tolérance au glucose réduite (Thorburn et al., 1989). Bien que le fructose ne stimule pas de
sécrétion d’insuline a court terme (Curry, 1989), I’insulinorésistance induite par de longues
périodes de régime fructose induit une hyperinsulinémie compensatoire (Reaven, 1988). A ce
jour, I’effet de régimes enrichis en fructose reste peu documenté chez 1’étre humain et aucune
donnée avéerée ne permet de I’associer a I’induction d’une insulinorésistance. Cependant une
étude comparant la consommation pendant 7 jours d’un régime riche en glucose et d’un autre
riche en fructose a montré 1’existence d’une diminution de sensibilité a 1’insuline suite au régime
fructose (Beck-Nielsen et al., 1980). Une relation classique est établie entre insulinorésistance,
augmentation des taux circulants d’insuline plasmatique et intolérance au glucose. Il a été
suggére que ces changements métaboliques étaient mediés par I’augmentation des concentrations
plasmatiques en acides gras libres (McGarry, 1994). En effet, une concentration élevée d’acides
gras non estérifiés est I’une des conséquences métaboliques majeures d’une balance énergétique
positive et d’une adiposité élevée (Jequier and Tappy, 1999). La consommation de fructose
engendrerait une sécrétion d’insuline réduite et une diminution de la production de leptine
associees a une augmentation du taux circulant d’acides gras non estérifiés, ce qui serait
susceptible de contribuer a I’augmentation du poids corporel. En effet, une exposition chronique
a des taux éleves d’AG non estérifiés réduirait la sensibilité a I’insuline en augmentant le contenu
lipidique intramyocellulaire. L’augmentation de la libération d’AG non estérifiés au niveau de la
veine porte, en particulier en provenance du tissu adipeux viscéral, pourrait entraver le
métabolisme des glucides, en favorisant la production de glucose hépatique associé a des effets
déléteéres sur la fonction des cellules B (Bergman and Ader, 2000). Cette libération d’AG non
estérifiés conduirait également & une augmentation des triacylglycérols et des VLDL (Arner,
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2001). L’hypertriglycéridémie induite par un régime enrichi en fructose serait peut-étre donc 1’un

des mécanismes potentiels concourant a I’induction d’une insulinorésistance.

11.2 Le diabéete de type 2 et la rétinopathie diabétique (RD)
11.2.1 Epidémiologie et physiopathologie du diabete de type 2

Le SMet comme nous I’avons vu précédemment se définit comme un ensemble de facteurs
physiologiques, métaboliques, biochimiques et cliniques interconnectés qui conduisent a
multiplier par 2 le risque de développer des pathologies cardiovasculaires et par 5 le risque de
développer un diabéte de type 2 (Kaur, 2014).

Le diabéte est une maladie métabolique qui, sans traitement approprié, est caractérisée par une
hyperglycémie chronique résultant de I’incapacité du corps a produire ’insuline et/ou a étre
résistante a son action (Deshpande et al., 2008). Cette pathologie est caractérisée par un désordre
du meétabolisme des glucides, lipides et protéines. Elle est associée au développement de
complications microvasculaires spécifiques telles que les rétinopathies et néphropathies
diabétiques et de complications macrovasculaires aspécifiques, en augmentant notamment le

risque de développer des maladies cardiovasculaires (Aalto, 1999).
Le terme de diabéte recouvre deux maladies différentes :

- le diabete insulino-dépendant (type 1), qui survient le plus souvent avant 1’age de 20 ans

et représente 10 a 15 % des diabetes,

- le diabete non insulino-dépendant (type 2), qui survient le plus souvent aprés 1’age de

50 ans et représente 85 a 90 % des diabetes.

En particulier, le diabéte de type 2 est reconnu comme un Véritable probléme de santé publique
aussi bien en France, ou 1’on dénombre environ 3,5 % de diabétiques (soit 1 600 000 diabétiques
connus et 400 000 diabétiques qui s’ignorent), mais aussi en Europe ou le nombre de diabétiques
est évalué a 30 millions, et aux Etats-Unis ou il existerait 15 millions de diabétiques pour moitié
méconnus. Dans le monde entier, on dénombre 285 millions de diabétiques et ce nombre devrait
atteindre 438 millions d’ici 2030 (www.afd.asso.fr). La prévalence du diabéte de type 2 augmente

parallelement au vieillissement, a 1’urbanisation, a la sédentarisation et au développement de
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I’obésité. Elle est de plus sous-estimée car cette anomalie glycémique asymptomatique peut
évoluer de facon insidieuse et silencieuse pendant de nombreuses années avant que son

diagnostic ne soit établi.

Dans 80% des cas, le diabéte de type 2 est associé a une obésité. Il est le plus souvent
polygénique résultant de I’association d’une prédisposition g@énétiqgue et de facteurs
environnementaux. L’OMS définit le diabéte de type 2 « comme di a un déficit variable de
I’insulino-sécrétion associé a un déficit variable de la sensibilité a 1’insuline ». Le poids du mot
variable prend ici toute sa signification justifiant de la complexité de cette pathologie qui ne

dispose pas d’un mécanisme physiopathologique univoque.

Le diabéte de type 2 dépend de I’expression de plusieurs genes de susceptibilité (ou de
prédisposition), sous I’influence de facteurs environnementaux tels qu’un terrain familial
favorable, un surpoids et/ou un comportement sédentaire. L’anomalie métabolique fondamentale
qui précéde le diabéte de type 2 est I’insulinorésistance qui entraine en réponse un
hyperinsulinisme. Par la suite, il apparait une insulinodéficience responsable de 1’hyperglycémie.
L’insulinorésistance est secondaire a I’exces de graisse au niveau du muscle et a I’augmentation
du tissu adipeux viscéral. Elle se traduit par une diminution de la sensibilité a l'insuline qui

s'exerce au niveau périphérique, mais également au niveau hépatique.

L’insulinorésistance périphérique est omniprésente lors d’un diabéte de type 2. L'action de
I'insuline sur les tissus périphériques, en particulier au niveau du muscle, fait suite a la liaison de
Iinsuline a un récepteur spécifique (IR) hétérotétramérique. Ce récepteur est composé de deux
sous-unités alpha extracellulaires qui lient I'insuline d’une part et de deux sous-unités B qui
possedent une activité tyrosine kinase (TK) intracellulaire d’autre part. La liaison de l'insuline a
son recepteur entraine l'autophosphorylation de la sous-unité B du récepteur sur un certain
nombre de tyrosines. Cette autophosphorylation stimule Il'activité TK du récepteur envers des
substrats cellulaires, dont le role est de transmettre le signal hormonal a I'intérieur de la cellule,

conduisant ainsi a la réponse biologique.

La résistance a l'insuline combine alors deux types d'anomalies spécifiques. D’une part, une
anomalie de la liaison de l'insuline a son récepteur (IR) qui correspond a une diminution du

nombre de récepteurs sans modification de leur affinité. D’autre part, une anomalie de la
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transmission post-récepteur, caractérisée par un défaut de I'activité du transport transmembranaire
du glucose en réponse a la liaison insuline/IR. L'insulinorésistance périphérique induit donc un
déficit de captation du glucose par les tissus insulino-dépendants et tient donc un réle important
dans le développement de I'hyperglycémie post-prandiale. L’insulinorésistance hépatique quant a
elle, est susceptible de mener a la libération d’une grande quantité d’acides gras libres. Le flux
portal d’acides gras libres favorise alors la synthese hépatique de triglycérides et stimule par suite
la néoglucogenese hépatique. La production hépatique de glucose joue alors un réle primordial

dans 1’¢lévation de la glycémie a jeun.

Le stockage et I'utilisation du glucose sont ainsi diminués au niveau musculaire alors qu’au
niveau hépatique il y a une stimulation de la néoglucogenése. Ceci concoure donc a 1’élévation de

la glycémie.
11.2.2 Les modeles animaux de diabete

De nombreux modeles animaux sont couramment utilisés en recherche sur le diabete. La majorité
des études s’appuient sur le modéle rongeur, les plus connus sont répertoriés dans le Tableau 1.
Au cours des derniéres années, I’évolution croissante des techniques de biologie moléculaire ont
permis de produire une grande gamme de nouveaux animaux spécifiques pour 1’étude du diabete,
incluant ainsi des animaux ayant subi des «knock-in » (invalidation d’un ou plusieurs génes
cibles, remplacé par un ou plusieurs génes d’intérét), des « knock-out » généralisés (inactivation
d’un ou plusieurs génes remplacés par un ou plusieurs variants altérés et non fonctionnels) ou

encore des « knock-out » tissus spécifiques.
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Tableau 1 : Modéles animaux de diabétes

Adapté de Rees et Alcolado (Rees and Alcolado, 2005).

Modeles animaux de diabéte

Meéthode, parameétres

Modéles d’hyperglycémie

Pancréatectomie (rats, souris)

Chirurgicale, ablation partielle ou totale du pancréas

Streptozotocine, Alloxan, Vacor, Dithizone8-hydroxyquinalone

Non chirurgicale, induction pharmacologique

Modeéles de diabéte de type 1 spontané

Souris diabétique non obése (NOD)
Rat Bio Breeding (BB)

Rat Long Evans Tokushima (LETL)
Lapin blanc de Nouvelle Zélande
Chien Keeshond

Hamster chinois

Macaque noir

Modéles de diabéte de type 2

Souris Ob/Ob Modéle monogénique d’obésité déficient en leptine

Souris db/db Modéle monogénique d’obésité, déficient en récepteur a la leptine,résistant a
la leptine

Rat Zucker (fa/fa) Modéle monogénique d’obésité résistant a la leptine

Rat du Nil (Arvicanthis Niloticus)

Modéle de SMet (hyperinsulinémie, adiposité abdominale, augmentation du
taux de TG et de cholesterol, hypertension) développé dans les premiers
mois de vie.

Rat de Sables (Psammomys obesus)

Mode¢le de diabéte lorsqu’il est élevé en captivité

Souris KK japonaise

Modéle de diabéte consécutif & une alimentation hypercalorique.

Souris NSY

Souris CBA/Ca

Souris obése de Nouvelle Zélande

Rat OLETF

Rat traité a la streptozotocine + régime « high-fat »

Rat Torri diabétique
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11.2.3 La rétinopathie diabetique

11.2.3.1 Epidémiologie

Considérant 1’épidémie globale de diabeéte a travers le monde, I’incidence de la rétinopathie
diabétique (RD), une complication microvasculaire due au diabéte, affecterait 93 millions de
personnes a travers le monde (Yau et al., 2012). La rétinopathie diabétique est une des 5
premiéres causes majeures de déficience visuelle. Dans les pays industrialisés, la rétinopathie
diabétique est la premiere cause de cécité chez les moins de 50 ans. On estime que 100% de la
population des diabétiques de type | sera atteinte de rétinopathie diabétique au bout de 10 ans
d'évolution de leur diabéte, et qu’elle affectera 33% des patients atteints de diabéte de type Il
aprés 20 ans d’évolution. Parmi ceux-ci, un tiers aura une rétinopathie potentiellement cécitante.
Enfin, un tiers des diabétiques ayant des complications cécitantes deviendra définitivement
aveugle (OMS). Dans I’é¢tude sur la cohorte Wisconsin Epidemiologic Study of Diabetic
Retinopathy (WESDR). La rétinopathie proliférative est la complication la plus prévalente
observée 23% (< 30 ans), 10% (> 30 ans) (Klein et al., 1992b). Toujours dans le cadre de la
WESDR, une récente étude a révélé que la baisse de 1’acuité visuelle et le statut de la rétinopathie
diabétique n’avait cependant pas de réel impact sur les scores d’évaluation de la qualité de vie en

termes de santé mentale et physique des patients atteints de diabéte de type I (Hirai et al., 2013).
11.2.3.2 Sémiologie

La RD peut étre classée en rétinopathie diabétique non proliférante (RDNP) ou proliférante
(RDP). La RDNP est subdivisée en différents stades en fonction du niveau d’avancement de la
pathologie (minime, moderé ou sévére), impliquant ou non le développement d’cedéme

maculaire.

L’aspect sémiologique de la RD est complexe, impliquant I’apparition de nombreuses anomalies
illustrées dans la Figure 13. Le premier signe ophtalmoscopique de la RD est ’apparition de
microanévrismes qui se développent a partir du réseau rétinien superficiel ou profond au niveau
de la portion veineuse du capillaire. lls se présentent sous la forme de lésions punctiformes
rouges de type microanévrismes de diametre généralement compris entre 10 et 125 um dont le

nombre augmente progressivement au cours de 1’évolution de la pathologie.
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Un passage anormal de constituants plasmatiques au travers de la paroi altérée des vaisseaux
rétiniens peut se produire, on parle alors de diffusion ou rupture de la barriere hémato-rétinienne
interne. Elle est la cause de la formation d’cedémes et d’exsudats qui peuvent s’observer trés
précocement et disparaitre spontanément. Lorsque ce liquide extracellulaire s’accumule dans la
région maculaire cela s’accompagne d’une dégradation visuelle lente et progressive. Si cet
cedéme est important il peut s’accompagner d’un décollement séreux rétinien, si ce dernier est
étendu la vision est alors effondrée. Les exsudats sont des dépots jaunes, intrarétinens, parfois
sous rétiniens qui prennent une disposition en couronne autour des anomalies microvasculaires

dont ils sont issus.

L’ischémie rétinienne survient trés tot au cours de I’évolution de la RD au niveau du pole
postérieur. L’occlusion capillaire survient dans les stades précoces entrainant des micro-zones
d’ischémie rétinienne, les microanévrismes étant probablement déja une réponse néovasculaire a
I’ischémie locale, ces zones d’ischémie s’étendant alors progressivement. Une ischémie
prolongée engendre une néovascularisation pré-rétinienne précédée par I’apparition d’anomalies
microvasculaires intra-rétiniennes. Enfin, le décollement de la rétine est une complication sévere
de la RDP.
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A-  Microanévrismes et  B- Ischémie trés sévére de la C- CEdéme. maculaire non cystoide
hémorragies punctiformes périphérie rétinienne visualisée a.  Angiographie
visulalisées en fond d’oeil par angiographie b. OCT

D- Angiographie de la diffusion E- Angiographie d’ anomalies F- Nombreux nodules cotonneux G- Exsudats maculaires prenant
a partir de la paroi des veines microvasculaires intrarétiniennes visualisés en fond d’oeil en une disposition stellaire
correspondant a des réalisant un bourgeonnement moyenne périphérie rétinienne

néovaisseaux prérétiniens

débutants

Figure 13 : Hlustration sémiologique de la RD

Adapté de I’EMC d’ophtalmologie © Elsevier Masson SAS
11.2.3.3 Physiopathogénie

La rétinopathie diabétique est une pathologie multifactorielle, I’hyperglycémie reste a ce jour le
facteur le plus documenté et est tenu comme responsable de la RD. Ses conséquences pour la
rétine sont drastiques et complexes. Les mécanismes d’altérations cellulaires dus a
I’imprégnation du glucose sont notamment la perte des péricytes et la modification de la
permeabilité des vaisseaux ; cedeme maculaire et néovascularisation étant 1’aboutissement de

divers phénomeénes intriqués.

De nombreuses recherches a travers le monde se focalisent sur la compréhension des mécanismes
pathogéniques sous-jacents dans le but de prévenir 1’apparition de la RD. Différents processus
biochimiques ont alors été proposés en tant que composantes clés du développement de la

rétinopathie diabétique ; tels que I’augmentation de la voie des polyols, 1’activation de la protéine
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kinase C (PKC), la formation des produits de glycation avances, I’inflammation et le stress
oxydatif. Ces différentes composantes participeraient activement a I’augmentation de

I’expression de facteurs de croissance (Tarr et al., 2013a).

» Lavoie des polyols

Dans le cadre d’un diabéte, la voie des polyols métabolise 1’exces de glucose, 1’enzyme aldose
réductase présente dans la rétine réduit le glucose en sorbitol en utilisant NADPH comme
cofacteur. Les membranes cellulaires étant impermeéables au sorbitol, il est alors converti en
fructose par la sorbitol déshydrogénase (SDH) qui s’accumule alors au sein de la cellule (Gabbay,
1975) (Kinoshita, 1990). Le cofacteur NADPH est aussi requis par la glutathione réductase en
tant que cofacteur régénérant le glutathion dans les cellules, réduisant ainsi la capacité
antioxydante des cellules. L’accumulation de sorbitol est a méme d’engendrer divers effets
délétéres dans la rétine incluant des perturbations osmotiques (Gabbay, 1973). De plus, le
fructose produit par la voie des polyols peut étre phosphorylé en fructose-3-phosphate qui est
ensuite dégradé en 3-désoxyglucosone, les deux étant de forts potentiels agents de glycation
menant a la production de produits terminaux de glycation (AGE) (Szwergold et al., 1990).
L’utilisation de NADPH en tant que cofacteur dans la voie des polyols résulte en une moins
bonne disponibilit¢ de NADPH pour I’utilisation de la glutathione réductase, cruciale pour la
synthése du glutathion réduit. Cette diminution de glutathion réduit disponible résulte en une
diminution de la protection contre le stress oxydatif (Barnett et al., 1986) et pourrait ainsi mener a
une production augmentée d’espéces réactives de 1’oxygene (ROS) dans la cellule (Lassegue and
Clempus, 2003).

» La glycation non enzymatique des protéines

Parmi les différents mécanismes pathogéniques qui contribuent a la rétinopathie diabétique, la
formation des produits de glycation avancés détient une place de choix. Dans un état
physiologique normal, la formation d’AGE a un faible taux est un mécanisme constant au cours
du temps. Dans le cadre du diabéte, une disponibilité accrue de glucose induit de nombreuses
altérations cellulaires parfois irréversibles. Parmi ces altérations la formation d’AGE via les
réactions de Maillard est largement favorisée (Vlassara and Palace, 2002) (Peppa and Vlassara,
2005). Les AGE sont un groupe de molécules hétérogenes formées par une reaction non

enzymatique suite a une dégradation de sucres associés a des groupements amines de protéines,
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de lipides ou encore d’acides nucléiques. Le produit initial de cette réaction est appelé base de
Schiff, cette base se réorganise alors spontanément en produit d’Amadori (Figure 14). Une
caractéristique clé de ces précurseurs des AGE est leur capacité a former des liaisons covalentes
avec les protéines, altérant ainsi leurs fonctions. Les AGE peuvent aussi interagir avec des
récepteurs a la surface des cellules tels que les récepteurs aux produits de glycation avancés
(RAGE) menant a une activation cellulaire et a un effet pro-oxydant ainsi qu’a des événements
pro-inflammatoires. Des études menées chez I’animal ont montré qu’une forte exposition aux
AGE contribuait a entrainer des complications de type vasculaire (Hammes et al., 1996) (Stitt et
al., 2002). En particulier une étude menée par Hammes a montré qu’aprés I’induction d’un
diabéte chez le rat, les capillaires rétiniens présentaient une augmentation accrue d’AGE et une
perte des péricytes (Hammes et al., 1991).

Glucose
. Produits d’
Base de Schiff . AGE
Amadori
Protéines au T T T
sein des heures jours semaines, mois
cellules

Figure 14 : Formation des produits de glycation avancés (AGE)

Adapté de Tarr (Tarr et al., 2013b).

» L ’activation de la protéine kinase C

La PKC est une famille de 10 enzymes, au sein de laquelle les isoformes B1 et B2 apparaissent

étroitement liées au développement de la RD (Koya and King, 1998).

La PKC est une sérine/thréonine kinase impliquée dans la transduction de signal au niveau
hormonal, neuronal et en réponse a certains facteurs de croissance. Une hyperglycémie menerait

a une augmentation du flux de glucose au travers de la voie de la glycolyse qui conduirait a une
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synthese de novo de diacylglycérol (DAG), un activateur clé de plusieurs isoformes de PKC. Des
études cliniques et expérimentales ont notamment démontré une augmentation de 1I’expression de
DAG associée a une activation de PKC sous état diabétique (Koya and King, 1998). L’activation
de la PKC génererait un effet cascade sur d’autres voies biochimiques influencant ainsi des
changements au niveau de la perméabilité endothéliale, au niveau hémodynamique dans la rétine
mais aussi sur 1’expression de VEGF dans les tissus rétiniens (Aiello et al., 1997) (Aiello et al.,
2006).

» L’activation de la microglie

L’activation gliale induite suite a une hyperglycémie est suspectée de contribuer au
développement précoce de la RD et est associée a des altérations électrorétinographiques, bien

avant que des signes de microangiopathies soient cliniquement détectables (Kern, 2007).

Des études ont notamment mis en évidence des changements morphologiques dans la microglie
détectés avant tout signe d’apoptose neuronale ou d’activation d’autres cellules gliales dans la
rétine apres induction d’un diabéte chez des souris par alloxan (Gaucher et al., 2007). La densité
des cellules microgliales dans la rétine serait également augmentée significativement chez des
rats soumis a des injections de streptozotocine (Zeng et al., 2000). Dans des stades précoces de
diabéte chez le rat une augmentation de 1’expression d’Ibal a été également mise en évidence et
coinciderait avec I’activation microgliale (Chen et al., 2014). L’activation précoce de la microglie
dans la rétine chez I’animal laisse suggérer qu’elle pourrait jouer un réle important dans la

pathogénese de la rétinopathie diabétique (Chen et al., 2014).
> Le stress oxydatif

Le stress oxydatif peut se définir comme un état de déséquilibre entre le taux d’espéces réactives
de I"oxygene (ROS) et les défenses anti-oxydantes dans un systeme biologique (Baynes, 1991).
Le stress oxydatif induit par I’hyperglycémie est une voie importante des complications
microvasculaires diabetiques (Cui et al., 2006). En conditions physiologiques normales, les ROS
sont détoxifiées grace a divers agents réducteurs et séquestrants tels que la thioredoxine, le
glutathion, le tocophérol ou encore des enzymes telles que la superoxyde dismutase (SOD).
L’augmentation du stress oxydatif dans un cadre pathologique résulterait d’une part en une

surproduction de précurseurs de radicaux oxygénés et d’autre part en une inhibition des systémes
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de protection (Baynes, 1991). Des études récentes ont montré 1I’implication des ROS médiés par
I’activation de la métalloprotéinase 2 (MMP-2) dans le développement de la DR. L’activation de
MMP-2 pourrait étre a 1’origine de la mort cellulaire des cellules endothéliales en raison d’un
dysfonctionnement mitochondrial qui activerait la cascade apoptotique (Mohammad and
Kowluru, 2011).

> Les facteurs de croissance

De nombreux facteurs de croissance ont été associés au développement de la RD, incluant
Vascular endothelial growth factor (VEGF), Fibroblast growth factor b (bFGF), Insulin-like
growth factor 1 (IGF-1), Angiopoietin 1 et 2, Stromal derived factor-1, Epidermal growth factor
(EGF), Transforming growth factor B2 (TGF PB2), Platelet-derived growth factor (PDGFs) et
Erythropoietin (Tarr et al., 2013a).

Des taux elevés d’IGF-1 ont été retrouves dans le vitré et le sérum de patients diabétiques mais
son role précis dans la pathologie de la RD reste inconnu (Romaniuk et al., 2013). Le facteur de
croissance le plus étudié dans le cadre de la RD est le facteur VEGF qui existe sous 4 especes
moléculaires homodimériques. Le VEGF est un facteur connu pour promouvoir 1’angiogénése,
causer des ruptures de la barriere hématorétinienne, stimuler la croissance des cellules
endothéliales mais aussi la néovascularisation et enfin augmenter la perméabilité vasculaire dans

une rétine ischémique (Comer and Ciulla, 2004) (Zhang et al., 2009).

> Les défenses anti-oxydantes

Dans le cadre de la RD I’utilisation d’anti-oxydants appropriés peuvent avoir des effets potentiels
sur les conséquences métaboliques et fonctionnelles de cette pathologie. Les anti-oxydants
peuvent agir a différents niveaux soit en inhibant la formation de ROS ou de radicaux libres soit

en augmentant les capacités anti-oxydantes des enzymes.

L’acide lipoique permettrait de lutter contre les ROS et de réduire les métabolites tel que le
glutathion afin de maintenir un état redox cellulaire stable (Packer et al., 1995). Il atténuerait
¢galement 1’apoptose des cellules des capillaires rétiniens chez le rat (Kowluru and Odenbach,
2004). En tant que cofacteur critique des complexes enzymatiques mitochondriaux, il permettrait
de lutter également contre la diminution d’activité mitochondriale observée en cas de diabéte

induit chez 1’animal (Obrosova et al., 2003).
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La Benfotiamine, un dérivé liposoluble de la thiamine (vitamine B1) permettrait d’inhiber
I’augmentation de capillaires acellulaires dans la rétine de rats diabétiques en bloquant

notamment la voie des PKC et des hexosamines (Hammes et al., 2003).

Le Trolox, un analogue hydrosoluble de la vitamine E, empécherait la perte des péricytes chez les

rats diabétiques en réduisant la peroxydation lipidique des membranes (Ansari et al., 1998).

La Nicanartine, un antioxydant aux propriétés hypocholestérolémiantes pourrait également

partiellement inhiber la perte de péricytes chez le rat diabétique (Hammes et al., 1997)

Le Zinc préviendrait de la diminution de glutathion dans la rétine dans le cadre d’un diabéte
(Moustafa, 2004), il permettrait également de protéger la rétine des atteintes des ROS induisant
apoptose des péricytes, rupture des capillaires et néovascularisation (Miao et al., 2013). Le
Sélenium , un autre oligoélément, serait susceptible de diminuer la production de VEGF dans la
rétine en cas de diabete (McCarty, 2005).

Des études utilisant une supplémentation de complexes d’antioxydants comprenant notamment
Vitamine C et Vitamine E ont montré que ces vitamines pourraient empécher I’inhibition de la
gluthatione réductase, de la glutathione peroxydase et des activités superoxydes dismutases
(SOD) (Kowluru et al., 1997). Ce complexe permettrait ¢galement d’éviter le développement de
capillaires acelullaires chez des rats diabétiques (Kowluru, 2001). Des bénéfices sur la survie des
cellules rétiniennes ont également été montrés chez le rat diabétique par I’utilisation d’un
ensemble d’antioxydants incluant Acide acscorbique, o -tocophérol acetate, Trolox, N-acetyl
cystéine, B caroténe et Sélénium. Ces mémes composants abrogeraient 1’augmentation de PKC et
de NO dans la rétine induits par le diabéte. Ils réduiraient aussi la peroxydation lipidique et

préviendraient de la diminution de SOD et de gluthatione réductase (Kowluru et al., 1999).

Une récente étude a mis en évidence que la vitamine A (26 a 52 mg) était susceptible d’améliorer
les conséquences de dégénérescence rétinienne faisant suite a une obésité chez le rat. Elle
engendrerait la surexpression de geénes tels que rhodopsine, arrestin, phosphodiesterase,
transducine et fatty acid elongase-4. D’autre part, I’expression de GFAP (glial fibrillary acidic

protein) serait également diminuée (Tiruvalluru et al., 2013).

75



Malgré les bénéfices intéressants des antioxydants obtenus sur le modéle animal, les résultats
obtenus lors d’études cliniques sont plus ambigus. Le Calcium dobesilate, un composé avec une
activité antioxydante potentielle est d’ores et déja utilisé pour le traitement de la RD, montrant
une diminution de la progression des complications liées au diabete (Garay et al., 2005). Le
Picnogénol, un composé aux propriétés anti-inflammatoires permettant de lutter contre les
radicaux libres a montré également des effets bénéfiques sur la progression de la RD chez des
patients diabétiques (Spadea and Balestrazzi, 2001). A I’inverse, aucune association n’a été mise
en évidence entre la majorité des antioxydants alimentaires dans le sérum et la RD chez des
patients atteints de diabete de type 2. Enfin, une étude a rapporté des effets bénéfiques sur la RD

d’une supplémentation incluant vitamines C, E et B-caroténe (Mayer-Davis et al., 1998).
11.2.3.4 Les modeles animaux de retinopathie diabétique

Il n’existe pas a ce jour de modele animal parfait de RD combinant tous les aspects
sémiologiques de cette pathologie chez I’homme. Le Tableau 2 répertorie les modéles rongeurs

les plus couramment utilisés en laboratoire pour simuler les conditions de la RD.
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Tableau 2 : Modeéles rongeurs de RD

CG : Cellules ganglionnaires, MB : membrane de Bruch, BHR : barriére hémato-rétinienne

Adapté de Robinson (Robinson et al., 2012)

Modele animal | Type de | Age de début du | Lésions rétiniennes
diabéte diabéte

Rat

STZ Type 1 3j apres injection Perte des péricytes, rupture des vaisseaux, perte des CG,
endommagement des cellules endothéliales, occlusion des vaisseaux et
des capillaires rétiniens, affinement de la MB

Galactosémie - - Perte des péricytes, capillaires acellulaires, affinement de la MB

BB Type 1 2-5 mois Perte des péricytes, capillaires acellulaires, rupture de la BHR,
affinement de la MB

WBN /Kob Type 1 9-21 mois Capillaires acellulaires, affinement de la MB

SDT Type 1 5-6 mois Perte des péricytes, capillaires acellulaires, rupture des vaisseaux,
détachement rétinien, prolifération fibreuse

ZDF Type 2 1-2 mois Perte des péricytes, capillaires acellulaires, affinement de la MB

OLETF Type 2 4-5 mois Microanévrismes, tortuosité, boucles capillaires, irrégularités dans le
calibre des vaisseaux, affinement de la MB

Souris

STz Type 1 3 jours aprés injection | Perte des péricytes, capillaires acellulaires, apoptose des cellules
vasculaires, perte des CG, affinement de la rétine

Galactosémie - - Perte des péricytes, capillaires acellulaires, microanévrismes, affinement
de la MB

NOD Type 1 8 mois Perte des micro-vaisseaux rétiniens, prolifération de nouveaux vaisseaux
anarchiques

db/db Type 2 1-2 mois Perte des péricytes,c apillaires acellulaires, rupture de la BHR,
amincissement de la MB

Ins2/kia Type 1 1 mois Augmentation de la perméabilité vasculaire, capillaires acellulaires,
amincissement de la rétine, perte des CG

Akimba Type 1 1 mois Microanévrismes, rupture des vaisseaux, dilatation des vaisseaux,

tortuosité, hémorragies, possible néovascularisation, cedéme rétinien
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1.3 La dégénérescence maculaire liée a I’age (DMLA)

La DMLA est la premiere cause de cécité dans les pays développés avant 50 ans et la 3eme cause
de cécitée au monde (Pascolini and Mariotti, 2012). Sa forme précoce est appelée maculopathie
liée a I’age (MLA) et ses deux formes avancées sont la DMLA exsudative et la DMLA

atrophique.

La MLA est caractérisée par un affinement de I’EPR et de la membrane de Bruch, elle inclut la
formation de drusen (amas lipidiques et protéiques jaunatres) et mene progressivement a une
atrophie de I’EPR et des photorécepteurs, son évolution est lente. La DMLA atrophique est
définie par une atrophie rétinienne a bord nette permettant la visualisation des vaisseaux
choroidiens. Enfin la forme humide ou exsudative est caractérisée par la prolifération anormale
de vaisseaux sous la macula menant a une réorganisation de la rétine centrale et a une
cicatrisation fibreuse, son évolution est rapide. Parmi les formes de DMLA, la prévalence de la
DMLA exsudative est de 55% contre 45% pour la DMLA atrophique (Friedman et al., 2004).
(Figure 15)

Différentes écoles s’affrontent quant a la classification des MLA et DMLA. Selon I’étude
AREDS, différents stades ont été définis

-Stade 1 : moins de 5 drusen (<63um)

-Stade 2 : nombreux petits drusen ou drusen intermédiaires (63-124um) peu nombreux, ou
altérations de I’EPR

-Stade 3 : au moins un gros drusen (>125um) ou nombreux drusen intermédiaires ou atrophie

géographique non centrale

-Stade 4 : DMLA ¢évoluée a 1 seul ceil (atrophie géographique centrale ou néovascularisation

choroidienne)

Les stades 2 et 3 constituent la maculopathie liée a I’age (MLA) qui peut étre asymptomatique ou
se traduire par un trouble de I’adaptation au changement d’ambiance lumineuse ou encore par un
besoin accru d’éclairage lors de la lecture. Ces stades 2 et 3 prédisposent au développement d’un

stade 4. Le stade 4 constitue la DMLA a proprement parler.
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Figure 15 : Les différentes formes de MLA et DMLA

EPR : Epithélium pigmentaire rétinien, CNV : Néovascularisation choroidienne
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A : Rétine présentant une MLA. Accumulation de déchets protéiques et lipidiques appelés drusen
altérant les fonctions de barriere de la membrane de Bruch. Inflammation dans la rétine externe

signalée par la présence de cellules microgliales activées.

B : Rétine présentant une atrophie géographique. A ce stade avancé de la DMLA, la membrane
de Bruch est séverement endommagée, la perte et [’atrophie des photorécepteurs et des cellules
de I’EPR sont prononcées. La perte d’autres types cellulaires tels que les cellules horizontales,
bipolaires et amacrines est également évidente. La choriocapillaire est faiblement perfusée,
Uinflammation est importante signalée par la présence de microglie et de macrophages en

abondance dans [’aire dégénérée.

C : Rétine présentant une DMLA néovasculaire avec un vaisseau occulte. La membrane de Bruch
est endommagée par la présence de néovaisseaux emmergeant de la choriocapillaire. Les fluides
libérés a partir des néovaisseaux s’accumulent sous [’EPR dans [’espace sous-rétinien,
engendrant une désorganisation des structures locales et causant un stress de [’EPR et des
cellules photoréceptrices. La choriocapillaire est pauvrement perfusée et [’'inflammation

manifeste du fait de la présence de microglie activée et de macrophages.

D : Rétine présentant une DMLA néovasculaire avec un vaisseau visible. Présente les mémes
caractéristiques pathologiques que C, avec un phénotype additionnel ; les néovaisseaux
entrainent une rupture de la couche de I’EPR progressant dans la couche de photorécepteurs,

résultant en une accumulation de fluide dans [’espace intra-rétinien.

Adapté de van Lookeren Campagne (van Lookeren Campagne et al., 2014).
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11.3.1 Epidémiologie

La DMLA est une pathologie fortement associée aux populations caucasiennes et asiatiques, sa
prévalence serait selon 1’étude Baltimore Eye study, 10 fois plus présente chez les caucasiens que
chez les africains ou américains (Friedman et al., 1999). En termes de prévalence globale, elle
affecte 8% des plus de 50 ans soit 1,5 millions de personnes en France, dont 600 000 MLA et
900 000 DMLA (www.sfo.asso.fr). Cette prévalence augmente avec 1’age touchant 1% des moins
de 55 ans jusqu’a atteindre 25% des plus de 75 ans. L’Eureye study indique des fréquences de

DMLA symptomatiques de 1% avant 70 ans et de 12% apres 80 ans (Augood et al., 2006).
11.3.2 Facteurs de risques environnementaux et géenétiques

L’étiologie de la DMLA est multifactorielle, facteurs environnementaux et génétiques
contribuant a I’installation et au développement de la pathologie, mais 1’dge avancé demeure le

premier d’entre eux.

Parmi les facteurs environnementaux, le tabagisme est 1'un des facteurs de risques les plus
importants, confirmé a la fois a la suite d’études menées sur les effets de la nicotine sur la
néovascularisation choroidienne chez le modele animal (Sufier et al., 2004) mais aussi dans des
populations humaines (Seddon et al., 1996) (Delcourt et al., 1998). L’obésité et plus
particulierement 1’indice de masse corporelle associé aux facteurs alimentaires affecterait
¢galement 1’incidence de la DMLA (Ersoy et al., 2014). Un régime alimentaire possédant un
index glycémique élevé serait également associé a une un risque augmenté de développer une
DMLA et favoriserait aussi sa progression (Chiu et al., 2007). De plus la consommation de
graisses saturées et de cholestérol serait susceptible d’augmenter le risque de MLA (Mares-
Perlman et al., 1995). Un régime sain et équilibré, le contrdle du poids, la pratique d’une activité
physique et 1’absence de tabagisme permettrait donc de reduire le risque de développer une
DMLA (Cho et al., 2001a) (Seddon et al., 2001a) (Seddon et al., 2003). Certaines pathologies
telles que les pathologies cardiovasculaires et les atteintes des fonctions rénales du fait du partage
de facteurs de risques communs peuvent également étre associées a la DMLA, (Klein et al.,
2003) (Sobrin and Seddon, 2014). Par ailleurs, différentes études ont montré que le diabéte
pouvait également constituer un terrain favorable a I’installation de la maculopathie et de la

DMLA (Mitchell and Wang, 1999) (Topouzis et al., 2009). D’autre part, le facteur VEGF, un
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facteur clé dans le développement de la néovascularisation choroidienne dans la DMLA serait

également augmenté chez des patients atteints de syndrome métabolique (Jesmin et al., 2013).

Depuis 2005, de nombreux variants génétiques ont été associés avec la DMLA, ceux considérés

comme courants sont répertoriés dans le Tableau 3.

Le polymorphisme de 2 génes (CFH et LOC387715) en particulier, semble tres fortement apparié
a cette pathologie. Le polymorphisme de génes codant pour le complément du facteur H (CFH),
confererait en effet un risque accru de développer une DMLA, de nombreuses protéines du
systeme des compléments ayant été identifiées au sein des drusen. L’ association du CFH avec les
protéines reliées au CFH 1 et 3 dans le cadre de la DMLA a récemment été suggéré, la
suppression de ces protéines conférant un caractére protecteur (Calippe et al., 2014). Cependant
comprendre quels mécanismes d’altérations du CFH seraient susceptibles d’induire une
inflammation et/ou phagocytose dans le cadre de la DMLA reste un enjeu majeur de la recherche
dans ce domaine (Calippe et al., 2014). Des études menées sur des souris invalidées pour le CFH
ont montré un effet age-dépendant sur le déclin de leur acuité visuelle et ont mis en évidence le
réle du CFH dans sa capacité a neutraliser les effets pro-inflammatoires et a atténuer le stress
oxydatif. Des articles récents ont montré une association entre un polymorphisme commun de
génes du CFH (T1277C ou Y402H), la présence de drusen et la probabilité de développer une
DMLA avancée, incluant atrophie géographique et DMLA néovasculaire (Haines et al., 2005)
(Klein et al., 2005) (Edwards et al., 2005) (Postel et al., 2006).

Par ailleurs, un autre géne de susceptibilité, LOC387715 (variant rs10490924), a récemment été
identifié, mais sa caractérisation biologique est encore peu claire (Rivera et al., 2005). Une étude
a notamment mis en évidence que des fumeurs présentant le variant LOC387715 avaient une plus
grande probabilité de développer une DMLA avancée et en particulier de type néovasculaire
(Schmidt et al., 2006).
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Tableau 3 : Variants des génes associés a la pathologie de la DMLA

Adapté de Sobrin et Seddon (Sobrin and Seddon, 2014).

Geénes et variants

Voies concernées et/ou fonctions suspectées
dans la pathologie de la DMLA

CFH (Y402H, RS1410996)
FACTOR B

CC2ET3

CF1ET?2

Systéme du complément, réponse immunitaire
et inflammatoire

LOC387715 (RS10490924)

Possiblement associé au tabagisme, voie
encore non déterminée

HTRA1L
VEGFA
TGFBR1

Angiogenese, signalisation de TGF-f

LIPC, CETP, ABCA1, APOE

Voie de HDL-C

TIMP3
COL10A1l/FRK , COL8A1

Matrice extracellulaire

TNFRSF10A, IER/DDR1, SLC16A8,
RAD51B, ADAMTS9/MIR548A2,
B2GALTL

Stress oxydatif, réparation de I’ADN
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11.3.3 Physiopathogénie de la DMLA
11.3.3.1 Des formes précoces aux formes atrophiques

» La formation de drusen

La pathogénése de la MLA est caractérisée par un amincissement de la membrane de Bruch et a
I’accumulation de lipides et de protéines qui forment des amas appelés drusen sous I’EPR. La
mise en place de ces amas lipido-protéiques interfere avec les échanges au travers de I’EPR et de
la membrane de Bruch, induisant un stress de ’EPR. En effet, les cellules stressées sont connues
pour libérer des exosomes susceptibles d’étre impliqués dans les dépots de la région sub-EPR.
Ceci conduit & une augmentation du gradient de lipofuscine au sein des cellules de I’EPR,
affectant les fonctions lysosomales et le métabolisme du cholestérol (Miller, 2013). Les dépots
sub-EPR sont classés selon deux types : les dépbts basaux laminaires (BlamD) et les dépots
basaux linéaires (BlinD). Les BlamD sont des dépdts constitués de matériel membranaire et de
collagéne situés entre la membrane plasmique et la base laminaire de I’EPR. Les BlinD sont des
matériaux veésiculaires logés dans les couches de collagéne internes de la membrane de Bruch. Le
role des drusen dans la pathogénése de la DMLA est encore mal connu bien qu’il soit reconnu

qu’ils constituent les 1ésions caractéristiques de cette pathologie.
> Le stress oxydatif

La génération et la neutralisation des radicaux libres est un processus physiologique. Bien que ces
radicaux soient scrutés par les systemes de défenses antioxydantes leur présence n’est pas
toujours délétere. C’est plutot le déséquilibre entre oxydants et antioxydants en faveur des
oxydants qui résultera alors en un stress oxydatif. Le concept a été initialement formulé par
Harman en 1956 qui proposait que le vieillissement proviendrait en fait de atteintes induites par
des espéces réactives de I’oxygéne (ROS) (Harman, 1956). Des données expérimentales
soutiennent ces propos indiquant que le stress oxydatif jouerait un role certain dans les processus
de vieillissement et dans la pathogénése de nombreuses maladies liées au vieillissement telle que
la DMLA (Chiba et al., 2009).

En effet, la rétine est un tissu abondant en ROS. Tout d’abord, la consommation d’oxygéne dans

la rétine est la plus élevée comparée aux autres tissus humains (Yu and Cringle, 2001). D’autre
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part, ’EPR et les photorécepteurs sont exposés a une haute quantit¢ d’énergie lumineuse,
particulierement centrée au niveau de la macula (Youssef et al., 2011). De méme, les membranes
cellulaires des photorécepteurs sont tres riches en AGPI-LC qui sont susceptibles d’étre
facilement oxydés du fait de la présence de nombreuses doubles liaisons, par nature trés sensibles
aux oxydations (Anderson et al., 1974). Différentes molécules telles que les rétinoides et bis-
rétinoides sont présentes dans I’EPR et dans les photorécepteurs. lls représentent des
photosensibilisants possibles dans le cadre d’altérations photochimiques (Hunter et al., 2012).
Enfin la phagocytose des segments externes des photorécepteurs conduite par les cellules de
I’EPR s’accompagne d’un métabolisme oxydatif important et donc une propagation rapide de
ROS (Miceli et al., 1994). En effet, les segments externes des photorécepteurs contiennent des
lipides, des protéines et des particules facilement oxydables en particulier dans un environnement
riche en oxygene associé a une exposition lumineuse (Tate et al., 1997). Une étude a notamment
mis en évidence le potentiel rdle du carboxyethylpyrrole, un produit d’oxydation du DHA au sein
de la rétine externe, susceptible d’induire des 1ésions similaires a celles retrouvées dans la DMLA

chez la souris (Hollyfield et al., 2008).

» L’autophagie

L’autophagie est une voie lysosomale essentielle dégradant les protéines cytoplasmiques et les
organelles endommagées (Eskelinen, 2008). Ce processus est particulierement important dans des
cellules telles que celles de ’EPR qui sont soumises a une activité de phagocytose accrue due au
renouvellement journalier des segments externes des photorécepteurs. Il existe 2 voies
autophagiques, la premiere la micro autophagie, est médiée par des protéines chaperonnes. La
seconde la macro autophagie, représente la voie principale permettant le transport des organelles
et des agrégats de protéines jusqu’au lysosome (Klionsky et al., 2007). Les autophagosomes
formés fusionnent avec le lysosome ou leur contenu est dégrade grace a des enzymes lysosomales
(Kaarniranta et al., 2013). Lors du vieillissement des cellules de I’EPR, I’autophagie conduit a
I’accumulation de lipofuscine lysosomale, contribuant largement a la pathogénese de la DMLA
(Sparrow and Boulton, 2005). La lipofuscine et I’un de ses fluorophores, A2E (un bis-rétinoide
pyridinium) peut générer une augmentation de pH et diminuer son potentiel de dégradation,
réduisant ainsi la capacité fonctionnelle de I’EPR tout en augmentant le stress cellulaire
(Bergmann et al., 2004).
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» Microglie et macrophages

Bien que la DMLA ne soit pas une pathologie inflammatoire classique, une augmentation du
nombre de macrophages a été détectée dans les aires endommagees de la membrane de Bruch et
de ’EPR (Buschini et al., 2011) (Grossniklaus et al., 2002). L’infiltration de macrophages et de
cellules microgliales dans 1’espace sous rétinien est également précisé dans le cadre d’un stress
induit par la lumiére (Kohno et al., 2014). Il existe deux types de macrophages, les macrophages
M1 pro inflammatoires et les macrophages M2 anti inflammatoires, leurs fonctions principales
étant d’éliminer les déchets et de participer au renouvellement tissulaire. Les macrophages M2
ont des effets bénéfiques a long terme intervenant dans la dégradation des drusen dans les stades
initiaux de la pathologie. Les macrophages M1 quant a eux, incitent une réponse inflammatoire

suite aux atteintes rétiniennes présentes (Mettu et al., 2012).

La présence prolongée des macrophages et des cellules microgliales dans un cadre pathologique
tel que la DMLA est largement associé avec une dégénérescence des photorécepteurs
(Combadiere et al., 2007a). Des données mettent également en évidence une association de ces
cellules avec le développement de néovascularisation choroidienne chez le modele animal. En
effet, ces cellules sont d’importantes sources de cytokines et de facteurs pro-angiogéniques tel
que le VEGF (Yi et al., 1997). Les chimiokines influent directement sur les leukocytes. Ainsi la
signalisation de CCL2 au travers de CCR2, et la signalisation de CX3CL1 au travers de CX3CR1
semblent étre des facteurs clés dans le recrutement de macrophages au niveau de lésions
tissulaires (Combadiere et al., 2008) (Combadiere et al., 2003). CX3CRL1 en particulier, serait

impliqué dans le contréle de la migration microgliale (Combadiere et al., 2007a).

L’accumulation de macrophages et de la microglie dans I’espace sous rétinien lors de la DMLA
amene a suggérer qu’un dysfonctionnement de la signalisation de CX3CL1/CX3CRI1 jouerait un
réle potentiel dans la pathogénese de la DMLA. Cependant les mécanismes menant a cette
accumulation restent obscures. Concernant la signalisation de CCL2/CCR2, il semblerait que son
inhibition ait des effets bénéfiques sur la formation de CNV ainsi que sur la dégénérescence de
photorécepteurs associée a la présence de cellules microgliales et macrophages. Cette voie de
signalisation prendrait toute son importance dans les stades précoces de DMLA (d’aprés la revue
de Raoul et al., 2010). Une étude récente a notamment mis en évidence qu’une délétion de CCL2

et de CCR2 (ou leur inhibition) pourrait amener a diminuer 1’inflammation sous rétinienne et la
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dégenérescence des photorecepteurs chez des souris invalidées pour le géne CX3CR1. En effet,
CX3CRL1 serait constitutivement exprim¢ dans la rétine ou il réprimerait 1’expression de CCL2 et

le recrutement des monocytes CCR2 neurotoxiques et inflammatoires (Sennlaub et al., 2013).
11.3.3.2 Les formes néovasculaires

La DMLA néovasculaire ou humide est généralement diagnostiquée par la présence au niveau de
la macula, d’un décollement de I’EPR et/ou de la rétine, de la présence d’exsudats, de cicatrices
fibrovasculaires et parfois d’hémorragies. La néovascularisation choroidienne est une réaction
secondaire a d’autres altérations pathologiques survenues précédemment. Par exemple, un stress
de I’EPR ou un endommagement associé aux réponses immunitaires de 1’organisme sont connus
pour promouvoir la production de facteurs pro-angiogéniques menant au mécanisme de CNV
(Ambati and Fowler, 2012). Les lésions précoces dans la DMLA indiquent une perte des
vaisseaux et/ou une réduction de la perfusion dans la choriocapillaire et au niveau de la couche de
Sattler (au sein de la choroide) qui précédent la formation de vaisseaux pathologiques. La perte
vasculaire est souvent accompagnée par 1’accumulation de macrophages et corps cellulaires
étrangers ainsi que par les premiers signes de ’angiogénése tels que I’activation des cellules
endothéliales et des péricytes (McLeod and Lutty, 1994) (Killingsworth, 1995). Ces changements
avasculaires asymptomatiques peuvent ainsi résulter en une hypoxie et en une sur-expression de
facteurs pro-angiogéniques dans la choroide, menant a la formation de vaisseaux pathologiques.
Parmi les différents facteurs pro-angiogéniques, VEGF-A apparait étre un facteur clé aussi bien
chez les modéles animaux que chez 1’étre humain (Kwak et al., 2000) (Bhutto et al., 2006)
(Campa et al., 2008). VEGF-A serait responsable de multiples altérations endothéliales affectant
I’intégrité structurelle des microvaisseaux rétiniens, entrainant une extravasation des protéines
plasmatiques vers le compartiment extracellulaire. Ainsi, les inhibiteurs de VEGF-A sous forme
d’injections intravitréennes ont démontré leur efficacité en clinique dans le but de traiter la
DMLA exsudative (Lally et al., 2012), permettant de réduire significativement les cedémes et de

faire régresser dans certains cas les vaisseaux pathologiques (Frampton, 2013).
11.3.4 Les modeles animaux de DMLA

Un modele idéal de DMLA consisterait a exprimer 1’ensemble des changements histologiques et

fonctionnels propres a la pathologie ; il présenterait idéalement un faible coit ainsi qu’un temps
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d’évolution rapide. De nombreux mode¢les animaux de DMLA ont été¢ créés dans cet objectif,
cependant la DMLA reste un processus complexe impliquant a la fois facteurs génétiques et
environnementaux. La susceptibilité de cette pathologie ne tient pas a seulement & un seul géne
mais bien a un ensemble de polymorphismes génétiques (Tableau 3). Cette pathologie est avant
tout multi causale ; stress oxydatif, inflammation, métabolisme des glucides et des lipides étant
impliqués dans la DMLA. Par ailleurs, les différences anatomiques entre les espéces animales
utilisées en tant que modele de DMLA et la rétine humaine sont nombreuses, a commencer par
I’absence de macula chez le modéle rongeur. Cependant le rongeur offre de nombreux avantages
en termes de colt, de progression de la pathologie sur une échelle de temps courte et de facilité

d’obtention de modeles genétiques spécifiques.

Parmi les modéles rongeurs de DMLA les plus usités pour simuler une DMLA seche nous
retrouvons des modeles mettant en jeu le polymorphisme génétique de la voie du complément
telles que la souris cfh -/- (Coffey et al., 2007), la souris transgénique cfh y402h (Ufret-Vincenty
et al., 2010), la souris transgenique surexprimant ¢3 (Cashman et al., 2011), la souris c3a et cba
(récepteur -/-) (Nozaki et al., 2006). D’autre mod¢les sont aussi focalisés sur la mutation vis-a-vis
de I’expression de chemokines telles que la souris ccl2-/- et ccr2-/- (Ambati et al., 2003), la
souris cx3crl (Combadiere et al., 2007b), la souris ccl2/cx3crl-/- (Tuo et al., 2007). 1l existe
aussi des modéles d’altérations oxydatives tels que la souris knock-out pour Sodl (Imamura et
al., 2006), la souris knock-down pour sod2 (Justilien et al., 2007), I’association fumée de
cigarette ou hydroquinone +/- régime high fat +/- lumiére bleue (Espinosa-Heidmann et al.,
2006), la souris nrf2-/- (Zhao et al., 2007), la rat OXYS (Markovets et al., 2011). Une
modification du métabolisme glucidique/lipidique a permis également I’obtention de modeles
notamment par I’utilisation d’un régime high fat chez la souris &gée (Cousins et al., 2002), par
I’utilisation de régimes a index glycémique éleve (Uchiki et al., 2012). L’association d’un régime
high fat avec des modeles de souris transgeniques ont eté egalement développés. Ces différentes
souches sont apoee2/e4 (Malek et al., 2005), apoe3 (Kliffen et al., 2000), apob100 (Fujihara et
al., 2009), récepteur Idl-/- (Rudolf et al., 2005)). L’utilisation des souris mutées vidir -/-
(Heckenlively et al., 2003), cd36-/- (Picard et al., 2010), apoe (Dithmar et al., 2000) est
également decrite. Il existe par ailleurs des modeéles de souris a senescence accélerées telles que
les souris SAM (Takada et al., 1993).
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Parmi les modéles de DMLA humide, le modele le plus fréqguemment utilisé lors
d’expérimentation chez le rongeur est le modéle de photocoagulation laser (ou modéle CNV)
(Lambert et al., 2013). Les impacts lasers réalisés permettent d’induire une rupture de la
membrane de Bruch qui conduit a la croissance de nouveaux vaisseaux sanguins a partir de la
choroide. Ces vaisseaux vont ensuite émerger au niveau de 1’espace sous-rétinien mimant ainsi
les principales caractéristiques des formes exsudatives de DMLA (Tobe et al., 1998). Dans ce
modele, les cellules inflammatoires sont supposées étre les initiatrices potentielles du processus
angiogenique au travers des mécanismes de relargage de facteurs pro-angiogéeniques (Noél et al.,
2007). Parmi ces facteurs, VEGF-A représente le facteur angiogénique principal impliqué dans la
formation de CNV. D’autres facteurs apparaissent également importants dans ce processus tels
que Placental Growth Factor (PIGF) (Rakic et al., 2003) et certaines protéases (Lambert et al.,
2003) (Lambert et al., 2001). Plus récemment une relation a été établie entre le CFH, CCL2,
VEGF et le complément MAC lors du développement de CNV. Le complément MAC est un
médiateur agissant en amont qui influencerait sur le développement de CNV induit par laser. Au
niveau de I’EPR et de la choroide, CFH régulerait la formation locale du complément MAC.
MAC aurait ainsi des effets directs sur le facteur VEGF, lui-méme médié par CCL2 (Lyzogubov
etal., 2010) (Liu etal., 2011).
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I11. Les acides gras polyinsaturés a longue chaine de type

oméga 3

I11.1 Structure et propriéetés physico-chimiques des acides gras

Les acides gras sont des molécules organiques constitués d’une chaine hydrocarbonée
linéaire terminée a une extrémité par un groupement méthyle et a I’autre par un groupement
carboxyle. Cette chaine peut étre dépourvue de double liaison, on parle alors d’acide gras saturé
(AGS), elle peut posséder une double liaison, il s’agit alors d’acides gras monoinsaturés (AGMI),

ou enfin posséder plusieurs doubles liaisons, ce sont les acides gras polyinsaturés (AGPI).

Les différentes familles d’AG insaturés sont référencées par rapport a la présence de la premiere
double liaison du c6té méthyle terminal. Ainsi, les acides gras des familles oméga 6 (ou n-6) et
oméga 3 (ou n-3) ont pour caractéristigue de posséder leur premiere double liaison
respectivement a 6 carbones et 3 carbones de I’extrémité portant le groupement méthyle terminal.
L’acide linoléique C18:2 n-6 et I’acide alpha-linolénique C18:3 n-3 sont respectivement les
précurseurs des lignées oméga 6 et oméga 3 d’acides gras polyinsaturés (Figure 16) et doivent
impérativement étre apportés par 1’alimentation. En effet, les animaux incluant 1’espéce humaine
n’ont pas la capacité pour une synthése de novo de ces acides gras, du fait de 1’absence des
enzymes Al5 et A12 désaturases qui seraient nécessaires a leur synthése a partir de 1’acide
oléique (C18:1 n-9). On parle a ce titre d’acides gras essentiels. Par ailleurs, 1’étre humain et
I’animal sont capables a partir de ces précurseurs et a 1’aide d’enzymes spécifiques d’ajouter des
doubles liaisons supplémentaires en direction de I’extrémité carboxyle et d’allonger la chaine
carbonée au niveau de cette extrémité. Certains de ces AG dont le nombre de carbones est
supérieur ou égal a 18, sont appelés acides gras polyinsaturés a longue chaine (AGPI-LC). C’est
le cas des acides arachidonique (C20:4 n-6), eicosapentaénoique (C20:5 n-3) et
docosahexaénoique (C22:6 n-3). lls sont considérés comme des acides gras indispensables, en

raison de leurs multiples fonctions biochimiques et cellulaires.

Trois activités enzymatiques sont impliquées dans la formation des AGPI-LC : la désaturation en
position A6, 1’élongation et la désaturation en position A5 (Figure 16). Ces activités de

désaturation consistent en 1’addition de doubles liaisons et sont catalysées par des enzymes
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appelées désaturases. Les élongases permettent 1’allongement de la chaine hydrocarbonee. Ces
enzymes permettent notamment la conversion de I’acide alpha linolénique (ALA, C18:3 n-3) en
acide eicosapentaénoique (EPA, C20:5 n-3), puis en acide docosapentaénoique (DPA, C22:5 n-3)
et enfin en acide docosahéxaénoique (DHA, C22:6 n-3). Si I’acide linoléique et 1’acide alpha
linolénique utilisent les mémes voies de conversion en AGPI-LC, les deux familles oméga 6 et

oméga 3 ne sont cependant pas interchangeables, 1’une entrant en compétition avec ’autre.
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Figure 16 : Structure des acides gras oméga 6 et oméga 3

Les AGPI-LC sont présents dans I’organisme essentiellement sous forme estérifiée au sein des
phospholipides (principalement en position sn-2 du glycérol) ou des triacylglycerols (TAG). Les
phospholipides sont les éléments structurels des membranes. Dans la rétine neurale, ils
représentent en masse presque 90% des lipides. Les phospholipides y sont particulierement riches
en AGPI-LC, dont en AA et en DHA (Fliesler and Anderson, 1983) (Bretillon et al., 2008). La
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phosphatidylcholine (PC) représente 40 a 50% des phospholipides de la rétine. Elle est
principalement localisée dans les feuillets externes des membranes. Elle est suivie par la
phosphatidyléthanolamine et la phosphatidylsérine qui représentent respectivement 30-35% et 5-
10% des phospholipides de la rétine. Ces composés ont tendance a s’orienter plutét au niveau du
feuillet cytoplasmique. Enfin, le phophatidylinositol compose 3-6% des phospholipides rétiniens,
il agirait en tant que constituant des domaines membranaires en agissant au niveau des cascades

de signalisation (d’apres la revue de SanGiovanni and Chew, 2005).

111.2 Production de médiateurs lipidiques a partir des acides gras

polyinsatures

Le dGLA, I’AA, I’EPA et le DHA sont des AGPI particulierement intéressants puisqu’ils sont
précurseurs de molécules biologiquement actives jouant le réle de messagers cellulaires. Ces
médiateurs lipidiques procurent aux AGPI une grande part de leur action pro ou anti-
inflammatoire, neuroprotectrice (Calder, 2006) (Serhan et al.,, 2008), mais aussi anti-
angiogenique (Serini et al., 2011). Les AGPI des phospholipides membranaires sont libérés dans
le cytoplasme par hydrolyse de la liaison ester par une phospholipase A2 (PLA2) cytosolique
dépendante (cPLA2) ou indépendante du calcium (iPLA2). Les AGPI sous forme libre peuvent
alors entrer dans deux voies métaboliques distinctes. La voie des cyclooxygénases (COX) conduit
a la formation des prostaglandines (PG), prostacyclines (PGI), thromboxanes (TX) et résolvines
(Rv). La voie des lipoxygénases (LOX) conduit & la formation de leucotriénes (LT) mais aussi de
résolvines et de protectines (Phillis et al., 2006). Les PG, PGI, TX et LT appartiennent a la
famille des eicosanoides et sont caractérisés par une chaine carbonée contenant 20 atomes de

carbones.
> Lavoie de la cyclooxygenase

Il existe deux formes de COX, la COX1 dite constitutive et la COX2 dite inductible. Les COX
permettent la synthese des prostanoides (PG et PGI) des séries 1, 2 et 3 a partir, respectivement
du dGLA, de I’AA et de ’EPA (Figure 17). Il est intéressant de souligner que les eicosanoides de
la série 2 sont les produits majoritaires de la COX car celle-ci présente une affinité plus

importante avec I’AA qu’avec les autres AGPI (Phillis et al., 2006).
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Les résolvines sont des molécules anti-inflammatoires produites par un mécanisme utilisant le
cytochrome P450 comme cofacteur (Capdevila et al., 1996). Lors d’un traitement avec I’aspirine,
I’EPA et le DHA peuvent également étre convertis par la COX respectivement en résolvines de la
série E (type 18R) et D (type 17R) (Serhan et al., 2004). La résolution précise du métabolome des
oméga 3 a récemment été explicitée (Serhan, 2014). En effet, la biosynthese des résolvines de
série E serait initiée par I’insertion d’une molécule d’oxygéne au niveau du carbone 18 de ’EPA
produite par les cellules endothéliales humaines hypoxiques, par la COX-2 acétylée ou le
cytochrome p450. La résolution de ce métabolome comprendrait également 1’activation de la
lipoxygénation au niveau du carbone 17 du DHA par abstraction d’hydrogéne. Le 17S-HpDHA
serait alors converti en résolvine-époxide contenant des composés intermédiaires qui seraient
ensuite transformes en résolvines D1 & D4 par les neutrophiles humains. L’intermédiaire 17S-
HpDHA serait aussi un précurseur des 16,17-époxides-protectines, qui seraient convertis en
protectine D1/neuroprotectine D1 par les neutrophiles, les lymphocytes T, les cellules neurales, et
les cellules de I’épithélium pigmentaire rétinien. Enfin, les marésines représentent un autre type
de médiateur aux propriétés antinflammatoires impliqué dans ce métabolome. Elles seraient
produites par une lipoxygénation initiale. Ceci comprend I’insertion d’une molécule d’oxygene
au niveau du carbone 14 afin de former un intermédiaire qui serait rapidement converti en
13S,14S-époxide-marésine. Ce composé est enfin enzymatiquement converti en marésine-1
(Figure 18 : Mécanismes de biosynthése des résolvines, protectines et marésines a partir de
[’EPA et du DHA
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Figure 17 : Représentation schématique de la synthese des eicosanoides via la voie de la

cyclooxygénase

dGLA= acide dihomo y-linolénique, AA= acide arachidonique et EPA= acide
eicosapentaénoique, PG= prostaglandine.

Adapté de Calder (Calder, 2006).
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> Lavoie de la lipoxygénase

On distingue trois types de LOX : la 5-LOX, la 12-LOX et la 15-LOX. Celles-ci conduisent a la
formation d’acides gras hydroperoxydés (HPETrE, HPETE et HPEPE), puis d’acides gras
peroxydés (HETrE, HETE et HEPE), respectivement de type 5, 12 et 15. Les leucotriénes formes
a partir de la 5-LOX sont répartis en trois classes selon 1’AGPI précurseur. Ainsi, le dGLA est
métabolisé en LT de la série 3 (LT3), I’AA donne naissance aux LT de la série 4 (LT4) et enfin
I’EPA meéne a la formation de LT de la série 5 (LT5) (Phillis et al 2006) (Figure 19). Le DHA
peut également étre métabolisé en résolvines de la série D (type 17S) et en protectines dont la
neuroprotectine D1 (NPD1) par la 15-LOX (Figure 18) (Serhan et al., 2004).
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Figure 19: Représentation schematique de la synthése des eicosanoides via la voie
deslipoxygenases (LOX)

AA= acide arachidonique, dGLA= acide dihomo y-linolénique, et EPA= acide
eicosapentaénoique, LT= leucotriéne.

Adapté de (Calder, 2006).
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[11.3 Les sources alimentaires d’AGPI-LC omeéga 3 et apports

nutritionnels conseillés

Parmi les différentes sources alimentaires d’oméga 3, les poissons et fruits de mer représentent
les sources majeures d’EPA et de DHA. Les poissons gras vivant en eaux froides sont
particulierement riches en oméga 3. Parmi les poissons les plus riches, nous retrouvons
principalement le saumon sauvage, le flétan, le hareng, I’anchois, le maquereau ou encore la
sardine. Les poissons assimilent les oméga 3 a partir de leur propre alimentation, en effet, les
algues et micro algues sont tres riches en DHA et constituent aujourd’hui directement une source
a fort potentiel. Parmi les algues non océaniques, la spiruline (cyanobactérie appartenant a la
classe des algues bleues) constitue une source potentielle d’oméga 3 tout comme la schizotrium
qui détient notamment un taux record de 32% de DHA. Les algues rouges quant a elles sont

constituées principalement d’EPA.

Par ailleurs, le lin constitue une source végétale d’oméga 3 non négligeable, son huile avoisinant
les 58% d’acide alpha linolénique (ALA). D’autres huiles sont aussi réputées pour leur richesse
en ALA telles que I’huile de colza, I’huile de noix , I’huile de soja, ’huile de chanvre. Enfin, les
Iégumes verts a feuilles tels que la méache, le chou, la laitue contiennent également des teneurs
relativement importantes en ALA mais leur faible teneur en lipides en font des sources

marginales en ALA.

En termes d’apports nutritionnels conseillés (ANC) pour la population francaise, les acides gras
ont fait I’objet d’une réévaluation par I’ANSES. Ainsi, selon ’avis formulé le 1* mai 2011, les
besoins physiologiques minimaux en acides gras indispensables et conditionnellement
indispensables, correspondent a un apport nécessaire afin d’assurer un bon fonctionnement de
I’ensemble de I’organisme, en particulier le développement et le fonctionnement cérébral. Il est
important de noter que le DHA est désormais considéré comme indispensable tout comme les
acides linoléique et alpha linolénique, en raison de la faible capacité de 1’organisme humain a le
synthétiser de novo en quantité suffisante. D’un point de vue préventif, sur le plan physio-
pathologique, on parle alors de besoins physiologiques optimaux. Les pathologies suivantes ont
été incluses dans ces nouvelles recommandations : syndrome meétabolique, diabete, obésité,

maladies cardiovasculaires, cancer (du sein et du colon) et DMLA (Tableau 4).
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Tableau 4 : Apport nutritionnels conseillés en omega 3

Pour un adulte consommant 2000kcal/j, exprimés en pourcentage de [’apport énergétique total

pour I’ALA et en mg pour I’EPA et le DHA

(Avis de I’AFSSA — saisine n°2006-SA-0359. AFSSA. Maisons-Alfort, France, 2011)

Prévention
Besoin Syndrome Pathologies Cancers Pathologies DMLA | ANC
physiologique métabolique, cardio du sein et | neuropsychiatriques 2010
minimal diabéte, obésité | vasculaires du célon
ALA 0.8% 1% 1% 0.8% 0.8% 0.8% 1%
EPA - 250mg
500mg 500-700mg 500mg > 200-300mg 500mg
DHA 250mg 250mg

I11.4 Transport et accréetion des AGPI-LC dans la rétine

Les acides gras existent principalement sous forme estérifiées dans 1’alimentation au sein des
triacylglycerols (huiles et corps gras) et dans une moindre mesure au sein des phospholipides
(produits animaux en particulier). Au cours des premicres phases d’absorption des lipides, les
acides gras libres sont clivés a partir de la position sn-1 et sn-3 des TG par la lipase pancréatique
au niveau de l’intestin. Les AGPI libres et les complexes de monoacylglycerols issus de ces
AGPI, sont ensuite réesterifiés en TG et phospholipides au sein des entérocytes dans 1’épithélium
intestinal. TG et PL sont ensuite intégrés sous forme de chylomicrons natifs, secrétés dans le
systeme lymphatique. Ils rejoignent le systéme circulatoire par la veine cave via le canal
thoracique jusqu’au foie. Le foie par ailleurs, est le site principal pour la synthese de
lipoprotéines, et principalement des VLDL. TG et cholestérol sont alors associés avec
I’apolipoprotéine B-100 (ApoB100) pour former des VLDL, qui sont relargués ensuite dans la
circulation sanguine par un processus dépendant d’ApoB100. Une fois la particule native de
VLDL prise en charge par les apolipoprotéines C-11 et E, elle est alors considérée comme mature.

L’apolipoprotéine C-ll active notamment la lipoprotéine lipase, entrainant 1’hydrolyse de la
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particule VLDL et la libération d’acides gras et de glycérol. Ces produits peuvent alors étre

absorbés depuis la circulation sanguine vers les tissus périphériques.

En particulier dans la rétine, les LDL et VLDL constitueraient les principaux vecteurs pour le
transport des acides gras et notamment du cholestérol. La rétine serait en effet capable d’absorber
rapidement les LDL circulants via un processus médié par les récepteurs au LDL (LDL-R) dans
I’EPR mais également au niveau des cellules de Miller (Tserentsoodol et al., 2006). D’autre part,
les esters de cholestérol sont les lipides prédominants dans les LDL, représentant plus de la
moitié de leur masse lipidique (Teerlink et al., 2004). lls pourraient donc constituer une voie
majeure de I’apport des acides gras d’origine alimentaire dans la rétine (Bretillon et al., 2008). La
biosynthése du DHA dans la rétine est lente et insuffisante pour assurer le besoin en DHA des
photorécepteurs qui disposent d’une capacité a synthétiser le DHA trés limitée (Wetzel et al.,
1991) (Wang and Anderson, 1993). Le DHA d’origine cellulaire est synthétisé principalement au
niveau du foie (Li et al., 2001), il sera finalement estérifié au sein des phospholipides et formera
des complexes avec des apoprotéines. Ces complexes sont transportés par des vesicules de Golgi
ou ils sont assembles, puis secrétés sous forme de VLDL. Ce DHA d’origine cellulaire est alors
transporté avec le DHA d’origine alimentaire via des lipoprotéines VLDL jusqu’au niveau de la
choriocapillaire. Les AGPI arrivent ainsi au niveau du RPE et des segments internes des
photorécepteurs via un processus de transport médié par un récepteur. lls entrent précisément au
niveau de la myoide, une aire adjacente a la base des segments externes, qui montre une
préférence pour I’incorporation du DHA. Ensuite, une dégradation enzymatique au niveau du
segment interne et une activation du coenzyme A interviennent menant a une ré-esterification du
DHA en acide phosphatidique. Un processus de biosynthése de novo des phospholipides,
diglycérides et triglycérides intervient. Les phospholipides contenus dans le DHA sont ensuite
intégrés en tant que composés structuraux des membranes des disques des photorécepteurs a

proximité des molécules de rhodopsine (d’aprés revue de SanGiovanni and Chew, 2005).
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111.5 Réle de PEPA et du DHA dans la rétine

111.5.1 Roble structural

Le DHA représente 30% des acides gras totaux de la rétine (Bretillon et al., 2008). Les fortes
proportions de DHA présentes conferent aux membranes des propriétés a la fois biophysiques
(dynamique membranaire, fluidité, perméabilité, épaisseur) et biochimiques (en tant que source
primaire de molécules de signalisation). Elles influencent également fortement la dynamique de

la communication inter et intracellulaire (Litman and Mitchell, 1996).

En particulier, le DHA est un acide gras majeur des lipides structuraux constituant les membranes
des segments externes des disques des photorécepteurs (Fliesler and Anderson, 1983). Les
différentes especes de phospholipides au sein des segments externes des photorécepteurs
comprennent 40% de PE, 12% de PS, 10% de PC, chez les mammiferes. le DHA compose
environ 20% des PC, 30% des PE et des PS (Anderson, 1970). La composition des segments
externes des photorécepteurs est unique avec 80 a 90% de glycérophospholipides et 8 a 10% de
lipides neutres (Daemen, 1973). Les lipides neutres retrouvés a ce niveau sont principalement du
cholestérol, ainsi qu’une faible proportion d’acides gras libres (Bretillon et al., 2008). Les
phospholipides de la rétine peuvent posséder des AGPI soit en position sn-1 ou sn2 de la

molécule de glycérol.

[11.5.2 Déficiences en DHA, conséquences fonctionnelles et statut

tissulaire

Les déficiences en DHA apparaissent étroitement associées avec des dysfonctionnements
structurels et fonctionnels du systéme visuel (Uauy et al., 2000) (Uauy et al., 2001). Des études
menées chez des rongeurs et des primates ont notamment montré 1’existence d’une différence
dans la forme des ondes de I’ERG en fonction de 1’apport en n-3 par 1’alimentation (Jeffrey et al.,
2001). Des études menées sur des primates ont également rapporté une altération de 1’acuité
visuelle fonction de 1’apport en AGPI-LC alimentaires. Enfin, des études cliniques sur des

enfants prématurés ou non ont mis en évidence des différences dans la résolution de 1’acuité
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visuelle entre 2 et 4 mois qui iraient en faveur d’une supplémentation en DHA (d’apres les revues

de SanGiovanni et al., 2000a, SanGiovanni et al., 2000b).

D’autre part, de nombreux facteurs génétiques, métaboliques et comportementaux pourraient

influencer également le statut tissulaire et I’absorption du DHA.

Si 'on considére les pathologies de dégénerescences rétiniennes héreditaires, la rétinite
pigmentaire (RP), est une pathologie définie notamment par une atrophie des photorécepteurs,
une perte de la vision de nuit et une restriction des champs visuels périphériques (Hoffman et al.,
2001). Des études menées sur des modeéles animaux présentant ce type de pathologies ont
montrées une diminution nette de la concentration en DHA des segments externes des
photorécepteurs (Anderson et al., 2001). De plus, chez des patients souffrant de RP, les taux de
DHA plasmatiques et érythrocytaires seraient aussi inférieurs (Anderson et al., 1999). Par
ailleurs, certaines populations exprimant des atteintes du peroxysome, comme cela peut étre le
cas dans le syndrome de Zellweger ou dans les leucodystrophies néonatales, présentent
généralement des désordres importants du métabolisme des AGPI-LC. Ces déficits visuels
pourraient étre améliorés par une supplémentation en AGPI-LC de type oméga 3 (Martinez et al.,
2000). Nous ne disposons malheureusement pas de suffisamment de données a 1’heure actuelle
qui permettraient de justifier si ¢’est bel et bien la diminution de DHA qui serait a I’origine de ces

dégénérescences rétiniennes ou s’il s’agit a I’inverse d’une conséquence de ces atteintes.
[11.5.3 Importance dans les mécanismes de phototransduction

Le mécanisme de phototransduction tel que décrit précédemment (Figure 5) implique la
transformation de la molécule de rhodopsine en sa forme active la métarhodopsine 1l (M-11),
étape essentielle du mécanisme de phototransduction (Litman and Mitchell, 1996). Le DHA
favoriserait cette activation, I’activation du complexe (MIl)-transducine serait en effet amélioré
par 2 fois dans un systeme riche en DHA plutét qu’en AGS ou AGMI (Salem et al., 2001),
indiquant I’efficacité d’interactions entre ce complexe et des membranes riches en DHA. Des
relations similaires ont également été observées concernant 1’activité de la phosphodiestérase,
ayant pour fonction principale I’hydrolyse du GMPc (Litman et al., 2001). Enfin, le DHA jouerait
un role primordial dans la régénération de la rhodopsine, il participerait au transport du 11-cis-
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rétinal (composant de la rhodopsine) permis notamment par la protéine de liaison rétinienne
interphotoréceptrice (IRBP) a partir de I’EPR (Chen et al., 1996).

[11.5.4 Expression génique

Le DHA est un ligand des récepteurs hormonaux nucléaires du peroxysome PPAR (Lin et al.,
1999) et RXR (de Urquiza et al., 2000). II se lie en effet spécifiquement aux motifs de I’ADN
présents sur les éléments cis-régulés des régions promotrices de genes cibles. Celui-ci module
alors I’activation des récepteurs de PPAR et RXR qui agissent habituellement en tant que facteurs
de transcription (Gottlicher et al., 1993). Le DHA est susceptible d’affecter plusieurs isoformes
des récepteurs PPAR incluant a, B et y (Dreyer et al., 1993) (Gottlicher et al., 1993), il peut agir
également directement au niveau de la transcription (Salem et al., 2001). Enfin le DHA peut
intervenir a un niveau post-transcriptionnel en agissant en tant que ligand, induisant des
changements dans les événements de phosphorylation de I’ARNm natif, mais aussi au niveau de

son transport de sa stabilisation ou encore de son taux de dégradation (Uauy et al., 2000).
111.6 Oméga 3 et Syndrome Métabolique

Les individus présentant un syndrome métabolique ont un plus fort risque de développer un
diabéte de type 2 ou encore des pathologies cardiovasculaires. L’inflammation chronique
constituerait un facteur a la fois contributeur et associé du syndrome métabolique. En effet, un
¢état de faible inflammation chronique dans le cadre d’un syndrome métabolique serait caractérisé
par la sécrétion anormale de cytokines pro et anti inflammatoire dérivées du tissu adipeux (TNF-
a), d’interleukines (IL-6, IL-8, IL-10) de protéine réactive C (CRP) et d’adipokines
(adiponectine, leptine, resistine). Bien que l’inflammation ne fasse pas clairement partie
intégrante du diagnostic clinigue du SMet, il contribuerait au développement de
dysfonctionnements métaboliques, tel que I’insulinorésistance (Romeo et al., 2012) (Kalupahana
et al., 2012). Différentes études épidémiologiques, humaines, animales et sur cultures cellulaires
ont montré un intérét grandissant des AGPI-LC (ALA, EPA et DHA) sur I’amélioration des

composantes associees au SMet et en particulier sur ces composantes inflammatoires.

Les récentes etudes observationnelles chez des patients sains rapportent un effet intéressant sur la

diminution du taux de CRP lors de la consommation réguliere de poissons gras, ou lors de régime
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riches en n-3. En revanche, les études interventionnelles menées dans les 5 derniéres années sur
patients sains supplémentés avec une combinaison d’ALA, EPA, DHA, ne rapportent pas de
différences entre groupes supplémentés et non supplémentés (d’aprés la revue de Robinson and
Mazurak, 2013). Si I’on s’intéresse a présent aux patients présentant un SMet, les études
interventionnelles menées montrent qu’ un enrichissement en ALA ne semble pas avoir d’effet
sur les taux d’IL-6, de CRP, ou encore de MCP1 (Faintuch et al., 2007) (Bloedon et al., 2008)
(Dewell et al., 2011). L’étude interventionnelle de Ramel (Ramel et al., 2010) sur 324 patients
avec un IMC>27,5 supplémentés par une alimentation riche en AGPI-LC de type omeéga 3
montre une diminution intéressante des différents parameétres inflammatoires (CRP, IL-6,
PGEF2a). D’autres études interventionnelles suggerent également un effet d’une supplémentation
en oméga 3 sur les taux de CRP et de TNFa chez des adultes hyperlipidémiques (Micallef et al.,
2009) ou encore sur les taux d’adiponectine chez de jeunes obéses (Sneddon et al., 2008). L’effet
des AGPI-LC sur I’inflammation dans le cadre d’un SMet semble & priori avéré, suggérant
cependant qu’un état pré-inflammatoire ou un statut déficient en oméga 3 doit étre requis pour

visualiser véritablement un effet sur ces composantes.

D’autre part, 1’utilisation d’huile de poisson riche en oméga 3 aiderait a diminuer le taux de
triglycérides plasmatiques, de lipoprotéines de basse densité (VLDL) et la pression artérielle.
Combinés a une activité physique réguliére et a un mode de vie sain, les oméga 3 permettraient
de réduire considérablement le risque de pathologies cardiovasculaires inhérentes au SMet
(Soares et al., 2014).

I11.7 Oméga 3 et pathologies rétiniennes

[11.7.1 Oméga 3 et Rétinopathie diabétique

Le métabolisme du glucose est étroitement lie au métabolisme des lipides. En effet de
nombreuses interactions existent entre acides gras et systeme endocrinien, les hormones affectant
a la fois le métabolisme des acides gras et leur composition au sein des tissus riches en lipides.
Les principales hormones impliquées dans le métabolisme des lipides sont I’insuline, le glucagon,
les catécholamines. Récemment les hormones thyroidiennes ont également été mises en évidence
pour leur rble central dans ce métabolisme (Mullur et al., 2014). Les concentrations de ces

hormones sont particulierement altérées en conditions dégénératives chroniques tel qu’un diabéte,
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ce qui conduit a I’altération des tissus riches en lipides. La lipogénése et la lipolyse, qui modulent
les concentrations en acides gras du plasma et des tissus sont sous contrdle hormonal. D’autre
part, les neuropeptides sont impliqués dans le métabolisme lipidique du cerveau et de tissus tels
que la rétine. Les AGPI sont aussi les précurseurs des eicosanoides incluant prostaglandines,
leukotrienes et thromboxanes qui possédent des activités hormonales. Ainsi, les acides gras sont
susceptibles d’interagir & la fois au niveau hormonal et au niveau des concentrations de
neuropeptides. Récemment, une revue s’est notamment focalisée sur les différents liens existants
entre métabolisme des eicosanoides, inflammation persistante et altération du métabolisme des
glucides dans le cadre d’un SMet (d'aprés la revue de Hardwick et al., 2013). Ainsi, il a été
montré que les acides gras saturés et trans diminueraient les concentrations d’insuline
plasmatiques menant a [D’installation d’une insulinorésistance. A [D’inverse les AGPI
augmenteraient les concentrations plasmatiques d’insuline et diminueraient 1’insulinorésistance

(Bhathena, 2000).

Parmi les différents facteurs étiologiques de la RD, les différentes actions putatives des AGPI-LC
omega 3 ont été mises en évidence (d’apres la revue de SanGiovanni and Chew, 2005). Les
AGPI LC oméga 3 disposeraient tout d’abord d’un réle modulateur au niveau des procédés
immunitaires et inflammatoires. Leur action interviendrait au niveau des cytokines pro-
inflammatoires, considérant I’inhibition de la synthése de leukotriéne B4. L’EPA agirait au
niveau de la voie des PKC susceptible d’étre impliquée dans les dysfonctionnements vasculaires
liés au diabéte en modulant les taux de DAG (Kuroki et al., 1998). L’EPA et le DHA
interviendraient aussi en protégeant la dégénérescence des péricytes (de Wilde et al., 2002). De
maniere plus générale, ils agiraient au niveau des altérations cellulaires endothéliales inhérentes a
la pathologie, en luttant contre la production d’AGE (El-seweidy et al., 2002) et en atténuant la
production de VEGF (Yang et al., 1998). Enfin, le DHA permettrait de limiter la toxicité du
glucose en favorisant son absorption lors de la libération d’insuline au niveau intestinal (Onuki et
al., 2000).

Récemment, une étude a notamment suggéré 1’importance d’une prévention par des AGPI-LC
EPA et DHA afin de ralentir la perte de la vision chez des souris atteintes de diabéte de type 2
(Sapieha et al., 2012). Des données rapportent egalement que résolvines, lipoxines et protectines

apporteraient un bénéfice significatif dans la prévention de 1I’cedéme maculaire diabétique et de la
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RD (Das, 2013). Enfin, une étude menée chez le rat soumis a des injections de streptozotocine a
montré un effet intéressant de I’ALA face a I’inflammation, au stress oxydatif, a la sécrétion de
facteurs de croissances vasculaires générés dans la DR. Cette étude renforge I’importance de
considérer également I’ALA dans un but préventif (Shen et al., 2013). Ces études principalement

menées sur le modele animal demandent cependant a étre confirmées d’un point de vue clinique.

I11.7-2 Oméga 3 et rétinopathie du prématuré (ROP)

Parmi les différents facteurs influengant les phénomenes de vascularisation anormale il a été
montré que les AGPI-LC oméga 3 seraient susceptibles de prévenir le développement vasculaire
rétinien anormal au cours de la rétinopathie des prématurés (Connor et al., 2007) (Leduc et al.,
2007). D’un point de vue moléculaire, il semblerait que les acides gras polyinsaturés modulent
les voies d’activation de I’IGF-1 (Abribat et al., 2000) et la prolifération de cellules endothéliales
induite par le VEGF (Calviello et al., 2004). Ces voies de signalisation seraient en effet
impliquées dans la physiopathologie de la rétinopathie du prématuré (Hellstrom et al., 2001)
(Smith, 2004) (Smith, 2005). Il semblerait par ailleurs que IGF-1 et le VEGF interagiraient via la
voie de signalisation de la PI-3K/AKT (Hellstrom et al., 2001). Des travaux menés par 1’équipe
de L. Smith et al a Boston ont suggéré qu’une supplémentation alimentaire en AGPl omega 3
protégerait du développement et de la progression de la néovascularisation rétinienne induite
dans un modé¢le ROP induit par I’oxygene chez la souris, ceci par I’intermédiaire de la NDP1 et
des résolvines. Venant conforter cette idée, une étude menée par 1’équipe de Bazan, a montré en
particulier, que I’augmentation de la phosphorylation d’Akt était médi¢e par la NPDI1. Ainsi, en
augmentant sa phosphorylation la NPD1 permettrait de maintenir la survie cellulaire via les voies
PIBK/AKT et mTOR/p70S6K (Halapin and Bazan, 2010).

[11.7-3 Oméga 3 et DMLA

De nombreuses raisons biologiques plausibles ont amené a suggérer qu’une augmentation en
omega 3 d’origine alimentaire serait judicieuse dans le cadre des pathologies de la MLA et de la
DMLA. D’une part, le renouvellement constant des segments externes des photorécepteurs
requiert un apport en DHA ou en ses precurseurs, une déficience pouvant predisposer a
développer ces pathologies. D’autre part, les AGPI-LC de type oméga 3 pourraient conférer une

protection contre le stress oxydatif, I’inflammation et les atteintes vasculaires qui apparaissent

104



jouer un réle clé dans le pathogénese de la DMLA (Bjelakovic et al., 2012) (Kishan et al., 2011).
Des études observationnelles menées chez I’Homme ont rapporté que la consommation de
poisson ou de nourriture riche en AGPI-LC oméga 3 pourrait permettre de réduire le risque de
développer une DMLA (Chong et al., 2009) (Christen et al., 2011).

Selon le rapport n°30 de I’étude prospective AREDS, les patients ayant eu la plus forte
consommation d’AGPI-LC oméga 3 (0,11% de I’apport énergétique total) bénéficieraient de 30%
de risque en moins de développer une atrophie géographique (OR=0,65) ou une DMLA non
vasculaire (OR=0,68) comparé aux patients ayant la plus faible consommation d’AGPI-LC
oméga 3 (Sangiovanni et al., 2009). Plus récemment une étude confortant cette idée a montré
qu’une consommation d’oméga 3 serait associée a un risque réduit de développer une atrophie
géographique (Reynolds et al.,, 2013). En revanche, une autre étude menée par
électrorétinographie n’a pas montré d’amélioration significative des fonctionnalités rétiniennes
dans le cadre d’une DMLA seche chez des patients supplémentés avec de fortes doses d’oméga 3

(840 mg d’EPA et 2520 mg de DHA par jour) pendant 6 mois (Gerstenblith et al., 2013).

Par ailleurs, certains stades de DMLA avanceée présentent des aspects de néovascularisation et de
dégénérescence cellulaire qui seraient susceptibles d’étre modulés par les AGPI oméga 3. De
nombreuses études épidémiologiques se sont intéressées a la relation protectrice induite par une
consommation de poisson ou d’AGPI-LC oméga 3 sur la prévalence des formes de DMLA.

Celles-ci sont répertoriées dans la table ci-dessous (Tableau 5).
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Tableau 5 : Récapitulatif des études cliniques étudiant /‘effet des omega 3 sur les MLA et DMLA

BDES : Beaver Dam Eye Study, BMES : Blue Mountains Eye Study, NHS/HPFU : Nurse Health
Study/Health Professional Follow up, NHANES : National Health and Nutrition Survey, EDCCS
. Eye disease Case-Control Study, AREDS : Age Related Eye Disease Study, POLANUT :

Pathologies oculaires liées a [’dge et Nutrition

Etude Type Type Pathologie Nombre | Conclusions
d’étude d’exposition de cas
BDES Population | Poisson DMLA 30 Association non
. significative
(Klein et al.,
1996) OR=0,8
BMES Population | Poisson DMLA 46 Non significatif de
] maniere générale
(Smith et al.,
2000)
NHS/HPFU Prospective | AGPI-LC DMLA 567 Effet protecteur
néovasculaire
(Choetal., OR=0,8
2001b) _ ) )
Risque relatif augmenté
Sous consommation
d’acide lino¢ique
NHANES, 2001 | Etude Poisson DMLA 9 Non significatif
Nationale
(USA) OR=0,4
EDCCS Cas- AGPI-LC DMLA 349 Effet protecteur
controle néovasculaire
(Seddon et al., OR=0,5
2001b) _ .
Augmentation du risque
si consommation d’ n-6
AREDS Cas- AGPI-LC DMLA 658 Effet protecteur
controle néovasculaire
(Age-Related Eye OR=0,5
Disease Study
Research Group,
2001)
REYKJAVIK Population | Poisson MLA-DMLA | 126 Effet protecteur
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EYE STUDY MLA OR=0,61
(Arnasson et al., 8 DMLA

2006)

POLANUT Population | Poisson MLA-DMLA | 38 MLA | Effet protecteur
(Delcourt et al., 10 OR=0,64
2007) DMLA

Parmi les études les plus récentes, 1’étude AREDS2 qui a débuté en octobre 2006, avait pour but
de se focaliser notamment sur le réle des AGPI oméga 3 dans le développement et la progression
de la dégénérescence maculaire liée a I'age (4000 patients). Cette étude a montré que 1’apport d’1
gramme d’AGPI omega 3 (DHA/EPA : 350/650 mg par jour) ne présentait aucun effet sur la
progression de la DMLA (Age-Related Eye Disease Study 2 Research Group, 2013).

En revanche, I’étude NAT-2 a montré que la consommation d’AGPI oméga 3 (DHA/EPA :
840/270 mg par jour) induisait une augmentation significative des niveaux membranaires en
oméga 3 (+70%, p <0,001). Cette étude révele de plus, que le risque de développer une DMLA
exsudative sur 3 ans était significativement plus faible chez les patients ayant atteint les niveaux
membranaires les plus élevés en oméga 3, (68%, p = 0,047 ; HR = 0,32; IC = 0,10 a 0,99)
(Souied et al., 2013).

Cet effet protecteur apparaitrait donc controversé selon les études. Il est certes dépendant de
I'apport en oméga 3 du poisson. Il varierait également en fonction de I’apport en AGPI oméga 6
dans 1’alimentation, du fait de la compétition enzymatique existante entre ces deux familles. Il
serait donc aussi dependant du statut lipidique de 1’individu et pose finalement la question de la

nécessité d’une supplémentation en fonction des apports et des besoins réels du patient.
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Chapitre 2

Caractérisation de I’adaptation de la rétine a
un régime diabétogene a court terme
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I-Problématique

N otre société est confrontée a une épidémie de diabéte grandissante, intrinsequement liée a

I’augmentation de la prévalence du syndrome métabolique au sein des populations. La
rétinopathie diabétique constitue une complication microvasculaire liée au diabéte qui survient en
moyenne aprés 15 ans d’évolution. A ce jour, beaucoup d’études se sont intéressées a
comprendre les mécanismes physiologiques de la rétinopathie diabétique mais seulement
quelques-unes se sont penchées sur la question d’éventuelles altérations de la rétine bien avant la
mise en place réelle de la pathologie. Cependant, selon certains auteurs, il apparait certain que les
fonctionnalités de la rétine neurale seraient atteintes bien avant la manifestation de lésions
vasculaires (Antonetti et al., 2006) (Adams and Bearse, 2012) (Bronson-Castain et al., 2012)
(Fortune et al., 1999) (Shoji et al., 2011).

Dans ce contexte, nous avons émis [’hypothése qu’un régime diabétogene chez le rat serait
possiblement susceptible d’induire au bout de quelques jours des altérations de la rétine et une

modification de son homéostasie.

Afin de vérifier cette hypothese, des rats Brown Norway ont été soumis pendant des durées a tres
court termes de 3 et 8 jours, soit a un régime enrichi a 60% de fructose, soit a un régime standard.
Dans ces travaux, I’adaptation du métabolisme de I’animal a ces regimes a été vérifiée. Cette
¢tude s’est ensuite principalement focalisée sur 1’analyse des fonctions rétiniennes et

I’expression des genes dans la rétine.

Les résultats de ces travaux font I’objet d’une soumission dans le journal Experimental Eye

Research.
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Abstract

The incapacity of neurons to respond to dietary changes, such as high fat and high fructose diets,
by modulating gene and protein expression has been associated to functional and behavioral
impairments that can have detrimental consequences. Feeding rodents with high fructose is a
recognized and widely used model to trigger obesity and metabolic syndrome. However the
adaptive response of the retina to short term feeding with high fructose is poorly documented. We
therefore aimed to characterize both the functional and gene expression changes in the
neurosensory retina of Brown Norway rats fed during 3 and 8 days with a 60%-rich fructose diet
(n=16 per diet and per time point). Glucose, insulin, leptin, triacylglycerols, total cholesterol,
HDL-cholesterol, LDL-cholesterol and fructosamine were quantified in plasma (n=8 in each
group). Functionality of the inner retina was studied using scotopic single flash
electroretinography (n=8 in each group) and sensitivity of photoreceptors recorded using 8Hz
Flicker electroretinography (n=8 in each group). Analysis of gene expression in the neurosensory
retina was performed by Affymetrix genechips, and confirmed by RT-qPCR (n=6 in each group).
Elevated glycemia (+13%), insulinemia (+83%), and leptinemia (+172%) was observed after 8
days of fructose feeding. The sensitivity of cone photoreceptors to light stimulus was partially
lost at day 8 in high fructose fed rats (A=0.5 log unit of light stimulus intensity). Affymetrix
analysis of gene expression highlighted significant modulation of the pathways of elF2 signaling
and endoplasmic reticulum stress, regulation of elF4 and p70S6K signaling, as well as mTOR
signaling and mitochondrial dysfunction. RT-gPCR analysis confirmed the down regulation of
Crystallin, Npy, Nid1 and Optc genes after 3 days of fructose feeding, and up regulation of End2.
Our results are consistent with early alterations of the functioning and gene expression in the

retina in a pro diabetogenic environment.

Key words: fructose; retina; diet; gene expression; electroretinography
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Highlights

e High fructose diet elevated plasma glucose, insulin and leptin at day 8 of feeding

e High fructose diet impaired cone sensitivity at day 8 of feeding in the rat

e Endothelin 2 gene was overexpressed in the retina at day 3 of high fructose feeding
e 19 genes were modulated in the retina at day 3 of feeding with high fructose

e High fructose diet regulated elF2 signaling and ER-stress pathways in the retina
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1. Introduction

It is now considered as a postulate that long term adaptation to the environment is a key driver for
the origin and evolution of living species. In On the Origin of Species published in 1859, Charles
Darwin suggested that “It is not the strongest of the species that survive, nor the most intelligent,
but the one most responsive to change” (Darwin, 1859). Among other powerful environmental
factors, the ability to meet nutritional requirements by adapting to new foods plays a crucial role
in the origin and evolution of species (Verginelli et al., 2009). More recently the early adaptation
to dietary factors has emerged as an important contributor to behavioral and metabolic changes. It
was shown that a high fat diet rewired hypothalamic neurons in the time frame of three days only.
Moreover, the inhibition of this rewiring mechanism limited the metabolic adaptation of mice to
high fat diet, leading to obesity (Benani et al., 2012). In conjunction with high fat, dietary high
fructose induced short term insulin signaling and neuronal changes in the hippocampus after
seven days of feeding (Calvo-Ochoa et al., 2014). In the retina, neuronal defects were the earliest
detectable changes in diabetes, before the onset of vascular alterations. Functional changes have
been suggested to be more sensitive indicators of retinal integrity than clinical ophthalmological
endpoints (Antonetti et al., 2006). As recently reviewed by Abcouwer and Gardner, changes in
the electroretinographic response including loss of photoreceptor light sensitivity have been
reported in diabetic patients without diabetic retinopathy (Abcouwer and Gardner, 2014). Far less
is known on the very early functional and gene expression changes in the retina in the context of
pre diabetic states, such as obesity and metabolic syndrome that remain important risk factors for
diabetes (Alberti et al., 2009). We therefore aimed to characterize the functional and gene
expression changes in the retina of rats fed a high fructose diet after short term periods of
feeding, accounting that feeding rodents with high fructose diets is a recognized and widely used

model to trigger obesity and correlative metabolic syndrome (Dekker et al., 2010).
2. Materials and Methods

2.1. Ethical concerns

All procedures were conducted in accordance with the ARVO Statements for the use of animals
in ophthalmic and vision research and were approved by the local Animal Care and Use
Committee (Comité d’Ethique de I’Expérimentation Animale C2EA nr 105, Dijon, France).
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Personal (nr 21CAE095) and institutional (nr B21231010EA) agreements were obtained
according to French regulations.

2.2 Experimental diets
Standard and 60%-rich fructose diets (Table 1) were purchased from Sniff Spezialdidten Gmbh

(Soest, Germany).

2.3 Animals

Male Brown Norway rats (n=64, 6 weeks of age, Charles River, L’ Arbresle, France) were housed
in controlled temperature (22+1°C) and humidity (55-60%) conditions with a 12-h light/12-h
dark cycle. After a 7-day-long quarantine, the animals were randomly allocated to the
experimental groups corresponding to the feeding of either of the two experimental diets during 3
or 8 days (n=16 per diet and per time point). Rats had unrestricted access to food and deionized

tap water.

2.4 Electroretinography

The electroretinograms (ERG) were recorded after 3 and 8 days of feeding (n=16 rats per group),
according to previously described procedures and International Society for Clinical
Electrophysiology of Vision (ISCEV) guidelines (Jaissle et al., 2001). Rats were dark-adapted
overnight before the experiments. All further procedures were carried out under dim red light
(A<650 nm) at a constant temperature of 25°C. Rats were anesthetized by intramuscular injection
of ketamine (100 mg/kg, Imalgéne 1000, Merial, Lyon, France) and xylazine (10 mg/kg, Rompun
2%, Bayer, Puteau, France). Pupils were dilated with 1% tropicamide (Mydriaticum, Laboratoires
Thea, Clermont-Ferrand, France). After 10 min, rats were positioned on a warming plate, 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 first ERG examination consisted in fixed frequency 8Hz light stimulation (n=8 rats per
group). Eight-hertz Flicker ERG is a suitable technique to specifically record changes in rod and
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cone sensitivity to light stimulus (Seeliger et al., 2001). The responses were recorded at ten
increasing intensities from 0.0003 cd.s/m? to 10 cd.s/m? with an inter-stimulus interval of 0.166 s.
The second ERG examination corresponded to the scotopic single flash, scotopic threshold
response (STR) and oscillatory potential (OP) recordings (n=8 rats per group). The band-pass
filter width was 1-300 Hz for the recording procedure of scotopic single-flash responses. The
stimuli of the scotopic single-flash were recorded with ten increasing intensities from 0.0003
cd.s/m2 to 10 cds/m2. These responses were averaged with an inter-stimulus interval of 5 s (from
1to 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 STR
recording procedure. The STR stimuli were recorded with three increasing intensities: —4.60 log,
—4.32 log, and —4.02 log. A 2-s inter-stimulus interval was used between these stimuli. A single
stimulus was applied at 0.06 Hz. The inter-stimuli interval was about 17 s. After amplification,
the signal was digitized and processed. The amplitude and latency of the a- and b-waves were
analyzed as previously described (Bretillon et al., 2008). OPs were recorded as previously
published (Fourgeux et al., 2014). The band-pass filter width was 200-500 Hz. A single stimulus
was applied at 0.06 Hz. The inter-stimuli interval was about 17 s. After amplification, the signal
was digitized and processed on the basis of means of amplitude and time-latency measurements
of each of the four typically characterized peaks (OP1-OP4) (Hancock and Kraft, 2004).

2.5 Collection of samples

The animals (n=8 rats per group) were fasted overnight. The rats were deeply anesthetized with
pentobarbital. Blood was collected from the abdominal artery in EDTA tubes and plasma was
prepared by centrifugation (20 min, 3000 rpm) and stored at —80°C until further analysis. Retinas
were dissected and stored in RNAlater solution (Qiagen, Courtaboeuf, France) until RNA

extraction.

2.6 Plasma analyses

Glycemia was evaluated using a blood glucose system (One Touch Ultra, Lifescan). Cholesterol,
triacylglycerol, HDL, LDL, and fructosamine were quantified by standard automatic analyzers
(Dimension Vista® system, Siemens, Germany) at the Clinical Chemistry Department of the
Dijon University Hospital (Dijon, France). Plasma insulin and leptin levels were quantified on a

96-well plate using the Rat Metabolic Magnetic Bead Panel and assessed by Luminex technology
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(Biorad Bioplex®200 system, Life Sciences, Marnes-la-Coquette, France). The analyses were

performed according to the manufacturers’ protocols (Milliplex kit, Merck Millipore).

2.7 Analysis of gene expression in the neurosensory retina

Total RNA from the neurosensory retina (n=6 in each group) were extracted using a commercial
kit following the manufacturer’s procedure (RNAqueous, Applied Biosystems, Courtaboeuf,
France).

An aliquot of total RNA (4-5 pg) was analyzed using Affymetrix Genechips by Plateforme
Biopuces et Sequencage, Institut de Génétique et de Biologie Moléculaire et Cellulaire, Ilikirch,
France. The chips were washed and stained in the GeneChip® Fluidics Station 450 (Affymetrix)
and scanned with the GeneChip® Scanner 3000 7G (Affymetrix) at a resolution of 0.7 um. Raw
data (CEL Intensity files) were extracted from the scanned images using the Affymetrix
GeneChip® Command Console version 3.2 CEL files were further processed with Affymetrix
Expression Console software version 1.1 to calculate probe set signal intensities using Robust
Multi-array Average algorithms with default settings. To select the differentially expressed genes,
we used the fold change rank ordering statistics (FCROS) method (Dembélé and Kastner, 2014).
With this method, the samples from two biological conditions were compared. Two independent
comparisons were performed: standard diet fed rats at 3 days versus fructose diet fed rats at 3
days, standard diet rats at 8 days versus fructose diet fed rats at 8 days. The FCROS error level
was put at 3% for selecting the differentially expressed genes. The lists of genes obtained in the 2
comparison analyses were used as inputs for the Ingenuity Pathway Analysis (IPA) tool which
allows creating gene networks.

Genes with significant FCROS values (<0.03) after Affymetrix GeneChip analysis were further
analyzed by RT-qPCR. The list of those 41 selected genes, including 2 control genes (B2m and
18S), is presented in table 2. cDNA was prepared from 4-5 pg of total RNA using oligo-dT as
the primer and the High-Capacity RNA-to-cDNA Master Mix from Applied Biosystems. The
quality and concentration of the cDNA samples were checked by gPCR analysis of B2m
expression using TagMan technology (ABI7900 Fast Real-Time PCR system, Applied
Biosystems). Samples were analyzed using TagMan Array FAST Custom Plates on Viia7 system,

Fast Real-Time PCR system, Applied Biosystems, Courtaboeuf, France)

2.8 Statistical analyses
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All analyses were conducted using GraphPad Prism software version 5.0 (La Jolla,CA, USA) The
level of statistical significance was set at p<0.05 (*) and 0.01 (%), the tests were two-tailed. A
nonparametric Mann & Whitney test was used to compare glycaemia, circulating insulin and
leptin levels in the standard and fructose groups. Statistical analysis of Affymetrix Microarrays
was performed using FCROS test defining a F value at 0.03 with a1=0.015 and 02=0.985.
Analysis of gene expression by gPCR was performed using integrated statistical analysis of data
assist software (Student t-test). A heat map was performed using the fold change values of g°PCR
and Microarrays, from downregulation with a 0.1-fold change to up-regulation at a value of 2.2.
The levels of statistical significance were set at 0.05 (*), and 0.01 (}) for t-test and 0.03 for
FCROS.
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3. Results

3.1 A short term fructose diet affected plasma parameters

Significant hyperglycemia (+13%), hyperinsulinemia (+83%) and hyperleptinemia (+172%) were
observed after 8 days of feeding with high-fructose diet (p<0.05), whereas no relevant effect was
detected at 3 days (Fig 1). On the other hand, plasma levels of LDL, HDL, cholesterol,

triacylglycerol and fructosamine remained unmodified by the high fructose diet (data not shown).

3.2 Fructose diet induced early alterations of sensitivity of photoreceptors

Data demonstrated no effect of fructose on rod or cone sensitivity after 3 days of feeding (Fig 2).
On the contrary, data obtained at 8 days of feeding exhibited a shift to the right of the maximal
response of cones (A=0.5 log of light stimulus intensity) in rats fed with high fructose diet. This
illustrates that a higher light intensity was required to reach the maximal response of cones,
suggesting partial loss of cones sensitivity induced by the short term fructose diet.

Oscillatory potentials (OPs) as well as the amplitude and implicit time of a-wave and b-wave
were further analyzed but did not present any significant difference in fructose-fed rats compared

to rats fed with the standard diet (data not shown).

3.3 Fructose diet modulated the expression of genes in the neurosensory retina

Table 3 summarizes IPA of gene expression changes in the neurosensory retina of rats after 3 and
8 days of a pro-diabetogenic 60%-rich fructose diet. IPA scores revealed that the most significant
changes in cell cycle, lipid metabolism were observed at day 3 of fructose feeding. Similarly and
expectedly, the pathways of genes coding proteins involved in visual function and development,
neurological and ophthalmic diseases were significantly modulated, especially at day 3.
Interestingly, genes coding proteins involved in canonical pathways of P70S6kinase and mTOR
signaling were regulated, especially after 8 days of fructose feeding, as well as pathways of

mitochondrial dysfunction, oxidative stress and elF2 signaling.

Expression changes of genes identified by Affymetrix Genechips (FCROS values <0.03) were
further confirmed by gPCR. Fold change values obtained by gPCR analysis are presented as a
heat map in Figure 3. Among 39 genes which expression was initially identified by Affymetrix
Genechip analysis to be modified by fructose feeding at days 3 and 8 (table 2), 19 genes only

were confirmed by gPCR at day 3 and 9 at day 8. The following genes coding crystallins were
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significantly downregulated in the retina of fructose fed rats after 3 days of feeding, compared
with standard fed rats: Cryab (p<0.01), Crypal and Crypa2 (p<0.01), Cryyc, Cryyd, Cryye
(p<0.05), Cryys (p<0.01). Other genes were similarly regulated: Nid1 coding Nidogen 1 (p<0.01),
Optc coding Opticin (p<0.05), Pde6H coding cGMP-specific cone phosphodiesterase 6H
(p<0.05), Pla2glb coding Phospholipase A2 group 1B (p<0.01), Pitx3 coding Paired-like
homeodomain 3 protein (p<0.01) and Slc4all coding Solute carrier family 4 sodium borate
transporter member 11 (p<0.01). Only Edn2 coding Endothelin 2 was overexpressed at day 3
(p<0.01). Three genes were significantly down regulated in the retina after 8 days of fructose
feeding: Bcr coding Breakpoint cluster region (p<0.05), Fabp5 coding Fatty acid binding protein
5 (p<0.05), and Htral coding HtrA serine peptidase 1 (p<0.01).

4. Discussion

On the one hand, we showed that a 60% fructose enriched diet induced fast disruptions of plasma
levels of glucose, insulin and leptin after only 8 days of feeding suggesting that rat metabolism is
very sensitive to a such diabetogenic diet. Accordingly, a recent study showed that rats fed for 7
days with a high fat and high fructose diet (consisting of 10% lard supplemented chow and 20%
high-fructose syrup in the drinking water) induced as rapidly obesity and insulin resistance,
associated with alterations in the hippocampus: decrease of insulin signaling, hippocampal
morphologic, structural, and functional modifications (Calvo-Ochoa et al., 2014).

On the other hand, we reported that the functioning of the neurosensory retina was early affected
by these conditions of hyperglycemia, hyperinsulinemia and hyperleptinemia induced by dietary
changes. Scotopic single flash electroretinography was performed in order to investigate possible
alterations of the functionality of inner retinal cells, but no significant differences were detected.
However, the evaluation of sensitivity of photoreceptors using 8Hz Flicker electroretinography

(Seeliger et al., 2001) suggested partial loss of cone sensitivity in fructose fed rats at 8 days.

In order to better characterize the retinal changes and try to associate functional alterations to
transcriptomic changes, we performed a pan genomic analysis of gene expression in the
neurosensory retina using Affymetrix genechips. IPA revealed significant regulation of elF2
signaling pathway suggesting endoplasmic reticulum stress induced by fructose feeding at both 3

and 8 days of the diet. Consistent with the expected biological effects of fructose in the
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generation of oxidative stress (Delbosc et al., 2005), pathways involved in mitochondrial

functions and oxidative stress were modulated.

Among the genes which expression changes were identified by microarray analysis, we
confirmed down regulation of numerous crystallin gene subfamilies after 3 days of diet.
Crystallins constitute a family of proteins containing similar structural domains. Initially
characterized in the lens where they play a critical role in maintaining its transparency, they were
discovered outside the vertebrate eye lens by Bhat and Nagineni in 1989 who found aB-crystallin
expression in the retina, heart, skeletal muscles, skin, and brain among other tissues (Bhat and
Nagineni, 1989). Recent findings pointed out their anti-inflammatory and anti-apoptotic
functions in the retina in normal and disease conditions (Kannan et al., 2012). aA-crystallin and
aB-crystallin are considered as small heat shock proteins and are constitutively expressed during
development. Though chaperone activity was the first described function of a-crystallins in the
eye, the importance of a-crystallins in cellular function is further highlighted by their
participation in a growing number of fundamental cellular processes, such as prevention of
apoptosis, protection against oxidant insults, and neuroprotection (Andley, 2007; Arrigo et al.,
2007). More recently a-crystallins were thought to participate to retinal neuron survival while B/y

could be involved in axonal regeneration (Thanos et al., 2014).

By using both microarray and gPCR analyses, we reported down regulation of genes coding a-,
B- and vy- crystallins. This finding is in contradiction with previous studies that described that -
and PB- crystallins were upregulated in rodent models of type 1 and type 2 diabetes (Kim et al.,
2007; Fort et al., 2009; Losiewicz and Fort, 2011; Heise et al., 2013). Up regulation of aA-
crystallin in DR was supposed to respond to AGE accumulation, which may contribute to the
protection of photoreceptors against AGE-related retinal tissue injury (Kase et al., 2011). Another
report suggested that B-crystallins could be involved in different aspects of the pathogenesis of

DR and particularly in the regulation of retinal vascular remodeling (Sinha et al., 2008).

Downregulation of Cryyc, Cryyd, Cryye, and Cryys was also presented in our study.
Immunohistochemistry showed that y- crystallin expression was concentrated in astrocytes
surrounding vasculature of the retained hyaloid artery; its involvement in vascular remodeling via
VEGF interaction was also suggested (Zhang et al., 2005). Upregulation of y- crystallins was
reported in axons of retinal ganglion cells in diabetes (Fort et al., 2009).
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a-Crystallins have been implicated in the regulation of inflammation and cell survival
(Masilamoni et al., 2005; Losiewicz and Fort, 2011). It has been suggested that an increase of a-
crystallin could reflect an adaptive counteractive response of the tissue to the induction of pro
apoptotic mechanisms and particularly during transient stress episodes, although a-crystallin
were not able to completely prevent retinal cell death associated with chronic stress in type 1
diabetic rats (Heise et al., 2013).

One of the reasons for this discrepancy between our results showing down regulation of genes
coding a, B and y-crystallins and previous ones may be that we focused on very early steps of the
adaptation of the retina, i.e. 3 and 8 days when compared to 4 (Heise et al., 2013) or 12 weeks
(Losiewicz and Fort, 2011; Heise et al., 2013). We hypothesized that down regulation of
crystallin genes could be a pre-adaptive response of the retina to a pro-diabetogenic environment
triggered by high-fructose feeding. A similar mechanism may be suggested with Npy since we
reported its down regulation at day 3, whereas the opposite was observed after 9 months of
feeding with high fructose in the hypothalamus (Bursa¢ et al., 2014). Accounting that neither
glycaemia, nor insulinemia nor leptinemia were modified at day 3 of the feeding experiment
while down regulation of crystallins and Npy was at its highest level of magnitude, we postulate
that those gene expression changes may more likely be the early response to the changes in
dietary intakes than to adaptive mechanisms taking place in the retina during diabetes. Further
analysis of crystallin gene expression in the retina would be warranted at later time points of
feeding with high fructose. It must be noticed that, although down regulation was still significant
at day 8, fold change of crystallin expression tended to normalize at this time point.

Secondly, the models are different: streptozotocin-induced diabetes (Losiewicz and Fort, 2011;
Heise et al., 2013) compared to fructose-feeding. Nevertheless, we must point out that feeding
rats with high fructose is a recognized model for inducing insulin resistance (Aydin et al., 2014).
We recently published data showing hyperinsulinemia, hyperleptinemia, liver steatosis and body
adiposity after 1 and 3 months of high fructose feeding (Thierry et al., 2014). In this study we
also reported increased laser-induced choroidal neovascularization (CNV) in rats fed with high
fructose, when compared to rats fed with a standard diet, suggesting that insulin resistance would

be a favorable environment for the development of CNV.
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Nid1l gene was down regulated at day 3. Interestingly a recent study described that Nid1 was a
member of the crystallin gene network in the retina (Templeton et al., 2013). To some extent,
down regulation of Nid1 would be consistently associated to down regulation of crystallin genes.
Nid1 is coding for Nidogen 1 that is a protein localized in the inner limiting membrane of the
retina (Balasubramani et al., 2010; Semkova et al., 2014). Reduced expression of Nidl gene in
inner limiting membrane and Bruch’s membrane was reported in leptin-receptor deficient db/db
mice (Abari et al., 2013). Interestingly, Nid1l knock-out showed increased laser-induced CNV
compared to wild type animals (Semkova et al., 2014). Optc gene was similarly down regulated
at day 3. Optc is coding for Opticin protein that is specifically localized in the inner retina
(Keenan et al., 2012). The lack of Opticin was involved in the formation of pre-CNV lesions in
the retina (Le Goff et al., 2012). Altogether, changes in Optc and Nid1 gene expression may be
consistent with our data showing increased propensity of rats fed with high-fructose to develop
laser-induced CNV (Thierry et al., 2014).

Edn2 gene was found to be up regulated at day 3 of the experiment. Edn2 is coding Endothelin 2
protein that was reported to be a stress signal of photoreceptor stress for glial Muller cells in the
retina (Rattner and Nathans, 2005), and one of the members of the survival pathways of
photoreceptors (Samardzija et al., 2012). Up regulation of Edn2 gene at day 3 may therefore
reflect early stress of photoreceptors in response to high fructose feeding that would be

functionally observed at day 8 by partial loss of cone sensitivity.

In summary, our data are consistent for an early alteration of plasma parameters and functionality
of the retina after only few days of fructose feeding in rats. These finding may provide evidence
for the development of functional deficits of the retina as early events of insulin resistance.
Crystallins, opticin, NPY, nidogen 1 may be in the adaptation of the retina to this new
environment, and potentially to the development of retinopathies, and associated neovascular

complications.
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7. Figure legends and captions

Figure 1: Evaluation of glycaemia (a), insulinemia (b) and leptinemia (c) in fructose fed rats
after 3 and 8 days of feeding.

Values are given as means + SD (n=8 rats per group). * and T statistically different at p<0.05 and
0.01, respectively (Mann & Whitney test).

Figure 2: 8Hz Flicker electroretinographic data of the rats fed with either the standard (black
traces) or 60%-rich fructose (red traces) diet during 3 or 8 days.

Data of the amplitude of the electroretinographic response (in % of the maximum amplitude) are
plotted as a function of light stimulus intensity (log (I)) (n=8 per group). The first peak
corresponds to the maximal response of rods and the second peak to the maximal response of
cones (Seeliger et al., 2001). A shift to the right of the second peak in the 60%-rich fructose fed

rats is indicative of the loss of rod sensitivity in fructose-fed animals.
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Figure 3: Heat map representation of gene expression changes obtained by RT-qPCR analysis of
the neurosensory retina of rats fed 3 and 8 days with a 60%-rich fructose diet compared to rats
fed with a standard chow diet.

Fold change is indicated in the color scale, green color indicates maximum downregulation (fold
change=0.1) and red color indicates maximum upregulation (fold change=2.2). * and ft,

significant gene expression effect at p<0.05 and 0.01, respectively (n=6 per group, Student z-test).
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Table 1: Composition of the experimental diets

Standard diet Fructose diet

In g per kg of diet
Casein 180 180
Cornstarch 460 90
Sucrose 230 0
Fructose 0 600
Cellulose 20 20
Mineral mix® 50 50
Vitamin mix" 10 10
Fat® 50 50

 Composition (g/kg): sucrose, 110.7; CaCOs, 240; K,HPO, 215; CaHPQy,, 215; MgS0,.7H,0,
100; NaCl, 60; MgO, 40; FeSO4.7H,0, 8; ZnSQ4, 7H,0. 7; MnSO4.H,0, 2; CuSO4.5H,0, 1;
Na,Si07.3H,0, 0.5; AIK(SO,),.12H,0, 0.2; K,CrOy, 0.15; NaF, 0.1; NiSO4.6H,0, 0.1; H,BOs;,
0.1; C0S0,4.7H,0, 0.05; KIO3, 0.04; (NH4)sM07024.4H,0, 0.02; LiCl, 0.015; Na,SeOs, 0.015;
NH;VOs3, 0.01.

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

¢ Composition of the oil mix (%): rapeseed oil, 18.7; oleic oil, 38.1; sunflower oil, 5; palm oil,
38.1. Omega 6 to omega 3 ratio=7.5.
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Table 2: Genes which expression in the neurosensory retina was significantly modulated after 3 and 8 days of fructose feeding in rats,
as revealed by Affimetrix gene chip analysis

Gene symbol

Gene name

Reference sequence

18S (control)
B2m (control)
Aktl

Agp4

Ber

Casp3
Casp7
Crabp2
Cryab
Crybal
Cryba2
Crygc

Crygd

Cryge

Crygs

Edn2

Fabp5

Fgf2

Fscn2

Htrif

Ribosomal 18S sub-unit

beta-2 microglobulin

v-akt murine thymoma viral oncogene homolog
aquaporin 4

breakpoint cluster region

caspase 3

caspase 7

cellular retinoic acid binding protein 2
crystallin, alpha B

crystallin, beta Al

crystallin, beta A2

crystallin, gamma C

crystallin, gamma D

crystallin, gamma E

crystallin, gamma S

endothelin 2

fatty acid binding protein 5

fibroblast growth factor 2

fascin homolog 2, actin-bundling protein, retinal
5-hydroxytryptamine (serotonin) receptor 1F

X_03205
NM_012512
NM_033230.1
NM_001142366
XM_228091
NM_012922
NM_022260
NM_017244
NM_012935
XM_340846
NM_173140
NM_001081660
NM_033095
NM_173289
NM_001109553
NM_012549
NM_145878
NM_019305
NM_001107072
NM_021857
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Htral HtrA serine peptidase 1 NM_031721
lgfl insulin-like growth factor 1 NM_001082477
Igf2 insulin-like growth factor 2 NM_001190162
Mme membrane metallo-endopeptidase NM_012608
Ncam2 neural cell adhesion molecule 2 NM_203409
Nidl nidogen 1 XM_213954
Npy neuropeptide Y NM_012614
Nsgl neuron specific gene family member 1 NM_024128
Optc opticin NM_001107176
Pde6h phosphodiesterase 6H, cGMP-specific, cone, gamma NM_053688
Pik3rl phosphoinositide-3-kinase, regulatory subunit 1 (alpha) NM_013005
Pitx3 paired-like homeodomain 3 NM_019247
Pla2glb phospholipase A2, group IB NM_031585
Plcbl phospholipase C, beta 1 NM_001077641
Psmd9 proteasome (prosome, macropain) 26S subunit, non-ATPase, 9 NM_ 130430
Rbpl retinol binding protein 1, cellular NM_012733
Rpe65 retinal pigment epithelium 65 NM_053562
Slc4all solute carrier family 4, sodium borate transporter, member 11 NM_001107775
Spata7 spermatogenesis associated 7 NM_138862
Tank TRAF family member-associated NFKB activator NM_001164073
Tp53 tumor protein p53 NM_ 030989
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Table 3: IPA analysis of gene pathways significantly modulated in the neurosensory retina of
rats fed during 3 and 8 days with high fructose diet

Feeding period

3 days 8 days

IPA score® nr of genes IPA score® nr of genes
Molecular and cellular functions
Cell cycle 1.67-4.08 25 1.70 -3.52 26
Cell death and survival 1.70 - 3.03 52 1.70-4.11 102
Cellular compromise 1.70 - 2.28 12 1.70-3.78 20
Cellular function and maintenance 1.70 - 3.40 25 1.70 - 3.78 57
;)nﬁ,ér\e;earilrlcatlon, recombination 170 - 3.37 23 170 _ 411 12
Protein synthesis 1.67 —3.58 37 1.73-5.98 58
Lipid metabolism 1.70 — 3.96 21 1.70 - 2.22 11
Molecular transport 1.67 —3.96 27 1.70-2.93 56
Physiological system development and functions
Embryonic development 1.71-6.47 31 1.70-3.40 20
Organ development 1.71-6.47 32 1.70-2.15 14
Organismal development 1.67 — 6.47 36 1.70 2
Tissue development 1.67 — 6.47 39 1.70-2.93 36
ler?sg;ystem development and 167 6.47 08 170 - 211 3
Diseases and disorders
Developmental disorders 1.82 -10.23 34 1.70 - 3.40 32
Ophthalmic diseases 1.82-10.2 27 1.70 2
Neurological diseases 1.70 — 7.66 80 1.70-8.21 63
Psychological disorders 1.74-7.66 62 1.70-6.38 44
Hereditary disorders 1.70-6.74 72 1.70 - 5.27 65
Canonical pathways — Top toxicological pathways
elF2 signaling 6.20 14/192° 11.66 23/192°
Mitochondrial dysfunction 3.24 9/157° 2.90 10/157°
Endoplasmic reticulum stress 1.54 2/18" 2.29 2/18°
Oxidative stress 2.80 5/57° <1.52 0/57°
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Regulation of elF4 and p70S6K 279 8/164" 311 10/164°
signaling
mTOR signaling 2.12 8/198" 2.30 10/198°

% IPA enrichment score=-log (P-value).

® Ratio of genes represented in the gene list versus total genes in the pathway (IPA was
carried out on August 26", 2014)
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Figure 1
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Figure 2
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Figure 3
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I11-Résultats et conclusions principales

D es rats Brown Norway ont été soumis pendant respectivement 3 jours et 8 jours a un
régime enrichi a 60% de fructose et comparés a des rats soumis a un régime standard.
Apreés 8 jours de régime enrichi en fructose, les animaux développent une hyperglycémie, une
hyperinsulinémie et une hyperleptinémie significatives justifiant d’une affectation tres rapide

de leur métabolisme face a cet environnement diabétogene.

Les analyses électrorétinographiques menées en conditions scotopiques simple flash n’ont pas
montré d’altérations fonctionnelles significatives des cellules de la rétine interne. En
revanche, 1’étude de la sensibilité des photorécepteurs par ERG de type Flicker a 8Hz a révélé
une diminution de la sensibilité des photorécepteurs de type cénes aprés seulement 8 jours de
régime. Ce type d’altération a également été retrouvé dans le cadre d’un diabéte avec RD ou
non (Yamamoto et al., 1996) ou chez des rats rendus diabétiques par streptozotocine

suggérant une dégéneration des cones S et M (Enzsoly et al., 2014).

Dans le but de comprendre quels mécanismes pouvaient étre 1’origine d’une atteinte aussi
précoce, un ciblage de I’expression des genes dans la rétine a été réalisé par biopuces
Affymetrix. Ces analyses confirmées ensuite par RT-qgPCR ont particulierement mis en
évidence, des 3 jours de régime, une sous expression des sous familles de crystallines : Cryab,
Crypal, Crypa2, Cryyc, Cryyd, Cryye,Cryys. Ces données conformément a d’autres études
dans ce domaine (Heise et al., 2013) (Losiewicz and Fort, 2011) (Fort et al., 2009) (Sinha et
al., 2008) (Kim et al., 2007) confirmeraient I’implication des crystallines dans la pathogénése
du diabéte. A ce stade précoce, elles pourraient constituer une réponse adaptative de la rétine
face a un nouvel environnement. Ceci suggererait une implication potentielle des crystallines
dans les prémices de I’apparition des pathologies oculaires telle que la rétinopathie diabétique.
Par ailleurs, cette étude a montré également une sous expression de Nidl, un géne qui serait
en relation avec le réseau des crystallines, et dont la protéine a récemment été identifiée

comme disposant d’effets anti-angiogéniques (Semkova et al., 2014).

Cette étude met finalement en exergue la présence d’altérations précoces dans la rétine et
I’existence de modifications de 1’expression génique apres seulement quelques jours de
régime diabétogene. Ces données confirment I’existence de dysfonctions des cellules

rétiniennes deés les premiers stades d’installation d’un SMet, bien avant qu’une
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insulinorésistance ou qu’un diabéte ne soient installés ou que des complications

microvasculaires ne soient détectées.

Il nous a paru a ce stade intéressant de considérer des durées de régime a plus long terme afin
de déterminer si d’une part ces altérations €taient seulement transitoires. D’autre part, nous
souhaitions identifier si un tel régime etait susceptible de constituer un environnement
favorisant I’apparition de complications néovasculaires et d’autres altérations fonctionnelles
dans la rétine. Ceci nous permettrait alors de décrire un nouveau modéle pour I’étude des

pathologies rétiniennes.
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Chapitre 3

Caractérisation de ’adaptation de la rétine
a un regime diabétogene a long terme
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I-Problématique

a RD et la DMLA représentent les principales causes de déficience et de perte de la
L vision dans les populations occidentales avant 1’age de 50 ans (Klein and Klein, 2013).
L’association entre ces deux pathologies oculaires restent cependant trés controversée, bien
que de nombreuses études aient rapporté une augmentation de la prévalence de la DMLA
chez les patients atteints de diabete ou de RD (Clemons et al., 2005) (Hahn et al., 2013)
(Klein and Klein, 2013) (Mitchell and Wang, 1999) (Topouzis et al., 2009). D’autre part, a ce
jour peu de données sont connues sur 1’adaptation et la caractérisation de la rétine dans le

cadre d’un syndrome métabolique.

Nous avons émis ici I’hypothése qu’un syndrome métabolique, facteur de risque majeur d’un
diabete de type 2 serait susceptible de constituer un environnement favorable au
développement d’une néovascularisation choroidienne, une complication majeure de la

DMLA.

Dans ce but, des rats Brown Norway ont été soumis a un régime diabétogéne enrichi en
fructose a long terme (1, 3 et 6 mois) afin d’induire une insulinorésistance et ont été comparés
a des rats soumis a un régime standard. Ces animaux ont ét¢ d’une part soumis a des
électrorétinographies afin d’évaluer d’éventuelles altérations des fonctionnalités de la rétine.
IIs ont recu d’autre part des impacts laser au niveau de la membrane de Bruch afin de créer
une néovascularisation choroidienne. Cette étude a donc pour but d’identifier si un régime
diabétogéne serait susceptible de favoriser I’apparition d’altérations et de creer un

environnement favorable a des complications de type néovasculaires dans la rétine.

Les résultats de cette étude font 1’objet d’une publication acceptée dans le journal PLoS ONE.
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Abstract

Diabetic retinopathy and age-related macular degeneration are the leading causes of blindness in Western populations.
Although it is a matter of controversy, large-scale population-based studies have reported increased prevalence of age-
related macular degeneration in patients with diabetes or diabetic retinopathy. We hypothesized that metabolic syndrome,
one of the major risk factors for type 2 diabetes, would represent a favorable environment for the development of charoidal
neovascularization, the main complication of age-related macular degeneration. The fructose-fed rat was used as a model
for metabolic syndrome in which choroidal neovascularization was induced by laser photocoagulation. Male Brown Norway
rats were fed for 1, 3, and 6 months with a standard equilibrated chow diet or a 60%-rich fructose diet (n =24 per time
point). The animals expectedly developed significant body adiposity (+17%), liver steatosis at 3 and 6 months,
hyperleptinemia at 1 and 3 months (two-fold increase) and hyperinsulinemia at 3 and 6 months (up to two-fold increase),
but remained normoglycemic and normolipemic. The fructose-fed animals exhibited partial loss of rod sensitivity to light
stimulus and reduced amplitude of oscillatory potentials at 6 months. Fructose-fed rats developed significantly more
choroidal neovascularization at 14 and 21 days post-laser photocoagulation after 1 and 3 months of diet compared to
animals fed the control diet. These results were consistent with infiltration/activation of phagocytic cells and up-regulation
of pro-angiogenic gene expression such as Vegf and Leptin in the retina. Our data therefore suggested that metabolic
syndrome would exacerbate the development of choroidal neovascularization in our experimental model.
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Introduction and elevated fasting glycemia. Tts prevalence is high worldwide,

. . . ) although it varies from one country to another and depends on
) Diabetic retinopathy '\DB-J and ;1ge-re1mfd m;\rul;uf degencra- delining criteria. Using the NCEP (National Cholesterol Educa-
tion '\A_\[D,“ are the leading causes of visual loss in _“"’S“’m tion Program) definition, MetS reached 14.1% of the population
populations before and after the age of 50 years, respectively [1]. in France in 2006-2007 [9] and 22.9% in the US in 2010 [7].

The association between DR and AMD remains controversial. MetS remains a major risk factor for the development of type 2

Large-scale population-based studies have reported increased diabetes (T2D) [10]. The prevalence of diabetic retinopathy (DR)

incidence or prevalence of AMD in patents with diabetes or in the diabetic population is high: from 9.9% in T2D adults 18

DR [2,3,4,5]. On the contrary, others have failed to find a similar vears and older to 28.5% after the age of 40 years [1]. Diabetes

relationship such as the Framingham Eye Study [6] and smaller plays a deleterious role on several structures in the eye including

syndrome (MetS) is defined the cornea, the lens, the optical nerve head and the retina [11,12].

as a constellation of clinical eriteria including visceral adiposity, Although no animal model of T2D recapitulates the late
elevated blood pressure, hypertriglyceridemia, insulin resistance, -

case—control studies [7,8]. Metabolic

proliferative stages of DR [13], most studies on the consequences

PLOS ONE | www.plosone.org 1 November 2014 | Volume 9 | Issue 11 | e112450
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of diabetes on the retina were restricted to the vascular eflects of
hyperglycemia, including vasopermeability, endothelial cell pro-
liferation and promoted neovascularization [14,15]. However, far
less 1s known on the adaptation and characterization of the retinal
changes related to MetS. High-fructose diets have been associated
with metabolic changes and excess weight gain that are typical of
MetS and may predispose to T2D [14,16,17,18]. This concern
was supported mainly by observations in high-fructose-fed rodents
that reported hyperinsulinemia, increase of body fat, and
hepatomegaly associated with accumulation of lipids in the liver
[19,20]. The feeding of rats with high fructose is therefore a
suitable and pertinent model for MetS [14]. Choroidal neovascu-
larization (CNV) is the major complication of exudative AMD.
The rupture of Bruch’s membrane by laser impacts is a commonly
used technique to induce CNV in animals [21]. In our study, we
sought first to characterize the functional and gene expression
changes in the retina of fructose-fed rats, and second to evaluate
whether fructose-fed rats would be more prone to developing
CNV than control animals.

Materials and Methods

1. Ethical concerns

All procedures were conducted in accordance with the
Association for Research in Vision and Ophthalmology State-
ments for the use of animals in ophthalmic and vision research and
were approved by the local Animal Care and Use Committee
(Comit¢ d’Ethique de I'Expérimentatdon Animale nr 105, Dijon,
Franc Personal (nr 21CAE095) and institutional (nr
B21231010EA) agreements were obtained according to French
regulations.

2. Experimental diets
Standard and 60%-rich fructose diets (Table 1) were purchased
from Snifl’ Spezialdiaten Gmbh (Soest, Germany).

3. Animals

Male Brown Norway rats (6 weeks of age, Charles River,
L’Arbresle, France) were housed in controlled temperature
(22+1°C) and humidity (55-60%) conditions with a 12-h light/
12-h dark cycle (Animalerie Expérimentale, CSGA, Dijon,

Table 1. Composition of the experimental diets.

Metabolic Syndrome and Retinal Neovascularization

France). Afier a 7-day-long quarantine, the animals were
randomly allocated to the experimental groups corresponding to
the feeding of either of the two experimental diets during 1, 3 and
6 months (n =24 per diet and per time point) (Figure 1). Rats had
unrestricted access to food and deionized tap water.

4. Argon laser-induced choroidal neovascularization
(CNV) in rats

One week before the end of each dietary period (1, 3 or 6
months) (Figure 1), the rats were anesthetized by intraperitoneal
injection of ketamine (100 mg/kg, Imalgéne 1000, Merial, Lyon,
France) and xylazine (10 mg/kg, Rompun 2%, Bayer, Puteau,
France). Pupils were dilated with 1% tropicamide (Mydriaticum,
Laboratoires Théa, Clermont-Ferrand, France). Laser photocoag-
(532 nm, 300 mW, 50 ms, 75 pm, Vitra, Quantel
Medical, Clermont-Ferrand, France) was unilaterally performed
(5 to 7 spots per eye) in 8 animals per group. The laser spots were
delivered around the optic nerve using a slit lamp delivery system
and a glass coverslip as a contact lens. The validation of the injury
was ascertained at the time of the laser shot by the appearance ofa
bubble.

ulation

5. Retinal and choroidal angiography

Retinal and choroidal angiography was performed every 7 days
for the 3 weeks following CNV induction by confocal scanning
laser ophthalmoscopy using Heidelberg Retinal Angiograph
(HRAI, Heidelberg Engineering, Germany) (r =8 rats per group)
(Figure 1). Rats were anesthetized by intraperitoneal injection of
ketamine (100 mg/kg, Imalgéne 1000, Merial) and xylazine
(10 mg/kg, Rompun 2%, Bayer). Pupils were dilated with 1%
tropicamide  (Mydriaticum, Laboratoires Théa). TFluorescein
(0.15 mL of 1% saline solution per 300 g body weight, Sigma
Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France) and Indocyanine Green
(ICG) (0.15 mL of 0.4% saline solution per 300 g body weight,
Infracyanine, Serb, Paris, France) were injected intravenously via
the penile vein. Single pictures and depth scan movies were taken
between 5 and 10 min after dye administration. Photographs of
the retinal and the choroidal vasculature were recorded at 488 nm
for retinal vessel fuorescein angiography and at 795 nm for
choroidal ICG angiography. Barrier filters at 500 and 810 nm

Standard diet

Fructose-enriched diet

In g per kg of diet

Casein 180
Cornstarch 460
Sucrose 230
Fructose 0
Cellulose 20
Mineral mix (a) 50
Vitamin mix (b) 10
Fat: oil mix(c) 50

180
20
0
600
20
50
10
50

0.015; NaySeOs, 0.015; NHLVO03, 001.

doi:10.1371/journal pone.0112450.t001
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(a) Composition (g/kg): sucrose, 110.7; CaCOs, 240; K;HPO,, 215; CaHPO,, 215; MgS0,.7H,0, 100; NaCl, 60; MgO, 40; FeS0,.7H20, 8; Zn50,, 7H,0. 7; MnS0,4.H:0, 2;
CuS04.5H:0, 1; NasSi07.3H;0, 0.5; AlK(S04)2.12H,0, 0.2; K>CrO4, 0.15; NaF, 0.1; NiS04.6H,0, 0.1; HBOs, 0.1; CoS504.7H20, 0.05; KIO3, 0.04; (NH4)sMo70-4.4H-0, 0.02; LiCl,

(b) Composition (g/kg): sucrose, 549.45; retinyl acetate, 1; cholecalciferol, 0.25; DL-tocopheryl acetate, 20; phylloquinone, 0.1; thiamine HCl, 1; riboflavin, 1; nicotinic acid,
5; calcium pantothenate, 2.5; pyridoxine HC, 1; biotin, 1; folic acid, 0.2; cyanocobalamin, 2.5; choline HCI, 200; DL-methionine, 200; p-aminobenzoic acid, 5; inositol, 10.
(c) Composition of the oil mix (%): Rapeseed oil, 18. 7; Oleic oil, 38.1; Sunflower oil, 5; Palm oil, 38.1. Omega 6 to omega 3 ratio =7.5.
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Figure 1. Flow chart of the experimental procedure. CNV: choroidal neovascularization, ERG: electroretinography.

doi:10.1371/journal.pone.0112450.g001

provided the optimal cutofl at the respective peak fluorescence
emission values for the two types of angiography. The size of the
square scan field was set at 20” and 10°.

6. Semi-quantitative analysis of laser-induced CNV

CNV was semi-quantified in a double-blind manner by two
independent investigators on images from ICG angiography 2 and
3 weeks after laser-induced CNV using Image] software. The
CNV area was delimited on grey-scale images centered on the
optic nerve head and measured in pixels. In the 256 values of the
grey scale, the lower limit for the detection of CNV (ie.,
hyperfluorescence) was 11913 compared to 80217 for back-
ground noise (mean = SD, n =8 independent determinations in
different fundi). The ratio of the fluorescence of each laser impact
to the optic nerve head area was calculated and averaged per eve
(n=>5 impacts per eye, n =08 rats per group).
7. Electroretinography

The electroretinograms (ERG) were recorded afier 1, 3, and 6
months of feeding (n = 16 rats per group) (Figure 1), according to
previously described procedures and ISCEV (International Society
for Clinical Electrophysiology of Vision) guidelines [22]. Rats were
dark-adapted overnight before the experiments. All further
procedures were carried out under dim red light (A<(650 nm) at
a constant temperature of 25°C. Rats were anesthetized by
intramuscular injection of ketamine (100 mg/kg, Imalgéne 1000,
Merial) and xylazine (10 mg/kg, Rompun 2%, Bayer). Pupils were
dilated with 1% tropicamide (Mydriaticum, Laboratoires Thea).
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After 10 min, rats were positioned on a warming plate, 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 (RETT port/scan 21, Stasche & Finger GmbH,
Roland Consult, Brandenburg, Germany). ERG responses were
recorded from both eyes simultaneously afier the rats were placed
in the Ganzfeld bowl.

The first ERG examination corresponded to the scotopic single
flash, scotopic threshold response (STR) and oscillatory potental
(OP) recordings (n =8 rats per group). The band-pass filter width
was 1-300 Hz for the recording procedure of scotopic single-flash
responses. The stimuli of the scotopic single-flash were recorded
with ten increasing intensities from 0.0003 cd.s/m? to 10 eds/m?,
These responses were averaged with an inter-stimulus interval of
55 (from 1 to 10 ed.s/m?) or 17 s (up to 0.3 ¢d.s/m?). The band-
pass filter width was 0.2-30 Hz for the STR recording procedure.
The STR stmuli were recorded with three increasing intensities:
—4.60 log, —4.32 log, and —4.02 log cd.s/m”. A 2 s inter-stimulus
interval was used between these stimuli. After amplification, the
signal was digitized and processed. The amplitude and latency of
the a- and b-waves were analyzed as previously described [23].
OPs were recorded as previously published [24]. The band-pass
filter width was 200-500 Hz. Two sumuli were applied with an
inter-stimuli interval of 17 s. After amplification, the signal was
digitized and processed on the basis of means of amplitude and
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time-latency measurements of each of the four typically charac-
terized peaks (OP1-OP4) [25]. The second flicker ERG exami-
nation consisted in fixed frequency 8.02 Hz light stimulation, in
order to avoid subharmonic of the [requency of the power supply
(set at 50 Hz) (n =28 rats per group). The responses were recorded
at ten increasing intensities from 0.0003 cd.s/m? o 10 cd.s/m?
with an inter-stimulus interval of 0.1247 s.

8. Body composition analysis

As mentioned in Figure 1, whole body composition was
analyzed by quantitative magnetic resonance imaging (EchoMRI
500, EchoMRI, Houston, Texas; Plateforme de phénotypage du
petit animal, Universit¢ de Bourgogne, AgroSup Dijon, France).
Animals were adapted to the environment of the EchoMRI
analyzer at least 12 h before measurement with free access to food
and water. Scans were taken by placing animals in a thin-walled
plastic cylinder (3 mm thick, 6.8- or 8.2-cm inner diameter, based
on body weight), with a eylindrical plastic insert added to limit the
movement of the animals. Within the tube, the animals were
briefly subjected to a low-intensity (0.05 Tesla) electromagnetic
field to measure fat, lean mass, free water, and total body water, as
described by Tinsley [26]. Briefly, this system generates a signal
that modifies the spin patterns of hydrogen atoms within the
subject, and uses an algorithm to evaluate the resulting T1 and T2
relaxation curves specific to each of the four components
measured: fat mass, lean muscle mass equivalent, total body
water, and free water. Quantitative magnetic resonance scans
were taken in triplicate (n =8 rats per group).

9. Collection of samples

The animals (n = 16 rats per group) were fasted overnight. The
rats were deeply anesthetized with pentobarbital (Ceva, Santé
animale, Libourne, France). Blood was collected from the
abdominal artery in EDTA tubes and plasma was prepared by
centrifugation (20 min, 3000 rpm) and stored at —80°C untl
further analysis. Rats were then euthanized by exsanguination.
Retinas were dissected and stored in RNAlater solution (Qiagen,
Courtaboeul, France) untl RNA extraction. The liver was
collected and stored at —80°C. until lipid and fatty acid analyses.
Eyes were collected at the end of the CNV protocol for
flatmounting of the retinas (see paragraph 2.13), two weeks afier
the end of the diet period (r =8 per group) (Figure 1).

10. Lipid analyses

Lipids were extracted from the liver (r = 8 per group) according
to the Folch method [27] and submitted to transmethylation of the
fatty acids using boron trifluoride in methanol according to
Morrison and Smith [28]. Fatty acid methyl esters were
subsequently extracted with hexane and analyzed using gas
chromatography on a Hewlett Packard Model 5890 gas
chromatograph (Palo Alto, CA, USA) using a CPSIL-88 column
(100 m, 0.25 mm i.d., 0.20-um film thickness, Varian, Les Ulis,
France) equipped with a flame ionization detector. Hydrogen was
used as the carrier gas (inlet pressure, 210 kPa). The oven
temperature was held at 60°C for 5 min, increased to 165°C at
15°C/min and held for 1 min and then to 225°C at 2°C/min and
finally held at 225°C for 17 min. The injector and the detector
were maintained at 250°C. Fatty acid methyl esters were identified
by comparison with commercial and synthetic standards (Sigma
Aldrich, L'Isle d’Abeau, France). The data were processed using
the EZChrom Elite software (Agilent Technologies, Massy,
France) and reported as a percentage of the total fatty acids.

The distribution of lipids into phospholipids, triacylglycerols,
free fatty acids, free cholesterol, and cholesteryl esters in the neural
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retina (n =8 per group) was determined using a combination of
thin-layer chromatography on silica gel-coated quartz rods and
flame ionization detection (latroscan system, latron, Tokyo,
Japan), according to Ackman’s technique [29] and published by
our group [30]. The values obtained for each compound were
corrected according to their response factor using specific
calibration curves, as previously published [31]. Data were
reported as a percentage of the total lipids in the sample.

11. Plasma analyses

Glycemnia was evaluated using a blood glucose system (One
Touch Ultra, Lifescan) (n=8 rats per group). Cholesterol,
triacylglycerol, HDL, LDL, and fructosamine were quantified by
standard automatic analyzers at the Clinical Chemistry Depart-
ment of the Dijon University Hospital (Dijon, France) (n =8 rats
per group). Plasma insulin and leptin levels (n = 8 rats per group)
were quantified on a 96-well plate using the Rat Metabolic
Magnetic Bead Panel and assessed by Luminex technology (Biorad
Bioplex 200 system, Life Sciences, Marnes-la-Coquette, France).
The analyses were performed according to the manufacturers’
protocols (Milliplex kit, Merck Millipore).

12. Analysis of gene expression in the neurosensory
retina

Total RNA from the neurosensory retina (n =38 in each group)
were extracted using a commercial kit following the manufactur-
er’s procedure (RNAqueous, Applied Biosystems, Courtaboeuf,
France). cDNA were prepared using oligo-dT as the primer and
the High-Capacity RNA-to-cDNA Master Mix from Applied
Biosystems. The quality and concentration of the cDNA samples
were checked by qPCR analysis of glucuronidase beta (GUSB)
expression using TagMan technology (ABI7900 Fast Real-Time
PCR system, Applied Biosystems). The expression of 61 genes
(Table 2), including four control genes and genes coding for lipid
metabolism, fatty acid transport, inflammation, neovasculariza-
ton, and chemokines, was analyzed using qPCR with the
TagMan Array Plates FAST Custom (ABI7900 Fast Real-Time
PCR system, Applied Biosystems).

13. Quantification of phagocytic cells in flat-mounted
retinas

Rats fed 3 months with standard or fructose diets and submitted
to laser-induced CNV were euthanized and enucleated 3 weeks
after laser photocoagulation (Figure 1). The eyeballs were fixed in
4% paraformaldehyde (Sigma-Aldrich, Saint Quentin Fallavier,
France) for 50 min, washed in PBS azide and stored at 4°C in PBS
until preparation of retinal latmounts. The cornea was incised, the
lens was taken out, and four radial cuts were made on the eyecups.
The vitreous was removed with forceps, and the retinas were
gently isolated and flattened on microscope slides and circled by a
hydrophobic pen (Dakopen, Dakocytomation, Trappes, France) in
200 pL. of a blocking solution (1% BSA in PBS pH 6.8, 0.5%
Tween 20) for 1 day and stored at 4°C under stirring. PBLec
washing solution (PBSIX, pH 6.8, 0. mM Cacls, 0.1 mM
MgCly, 1% Tween 20) was used twice to wash the retinal
flatmounts (200 pl. per washing for 5 min). Primary mouse
antibody raised against rat  ant-CD68  (dilution 1:100)
(MCA341R, AbD Serotec) was incubated overnight at 4°C under
stirring. Five washings with PBS1X were then carried out, and
retinal flatmounts were incubated with secondary antibody
(dilution 1:100) (A1101, anti-mouse Alexa 488, Life Technologies)
for 2 h. Five washings in PBS1X were performed and the slides
were coverslipped  with a fluorescence mounting medium
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Table 2. List of the genes which expression was analyzed by RT-qPCR.

Gene symbol

Gene name

Reference sequence

Abcal
Abca4
Abcgl
Akt2
Alox12
Alox5
Angptl3
Apoa4
Apob
Apoe
Asmt
Ccl2
Cd36
Cyp27al
Cyp46al
Cyp7al
Edn1
Fas
Foxa2
Gfap
Hifla
Hmger
Htra1
1gf1
b

li6
Insig1
Ipcefl
Irs1
Itgh2
Lcat
Ldlir
Lep
Lepr
Lpl
Lrp1
Mapk8
Mtnria
Mtnrib
Mttp
Nos2
Nox1
Nox3
Nrid1
Nr1h3
Pltp
Ppara
Ppard
Rela

Rxra
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ATP-binding cassette, subfamily A (ABC1), member 1 NM_178095.2
ATP-binding cassette, subfamily A (ABC1), member 4 NM_001107721.1
ATP-binding cassette, subfamily G (WHITE), member 1 NM_053502.1
v-akt murine thymoma viral oncogene homolog 2 NM_017093.1
arachidonate 12-lipoxygenase NM_001105798.1
arachidonate 5-lipoxygenase NM_012822.1
angiopoietin-like 3 NM_001025065.1
apolipoprotein A-IV NM_012737.1
apolipoprotein B NM_019287.2
apolipoprotein E NM_138828.3
acetylserotonin O-methyltransferase NM_144759.2
chemokine (C-C motif) ligand 2 NM_031530.1
CD36 molecule (thrombospondin receptor) NM_031561.2
cytochrome P450, family 27, subfamily a, polypeptide 1 NM_178847.2
cytochrome P450, family 46, subfamily a, polypeptide 1 NM_001108723.1
cytochrome P450, family 7, subfamily a, polypeptide 1 NM_012942.1
endothelin 1 NM_012548.2
Fas (TNF receptor superfamily, member 6) NM_139194.2
forkhead box A2 NM_012743.1
glial fibrillary acidic protein NM_017009.1
hypoxia-inducible factor 1, alpha subunit (basic helix-loop-helix transcription factor) NM_024359.1
3-hydroxy-3-methylglutaryl-Coenzyme A reductase NM_013134.2
HtrA serine peptidase 1 NM_031721.1
insulin-like growth factor 1 NM_001082477.2
interleukin 1 beta NM_031512.2
interleukin 6 NM_012589.1
insulin induced gene 1 NM_022392.1
nteraction protein for cytohesin exchange factors 1 NM_001170799.1
insulin receptor substrate 1 NM_012969.1
integrin, beta 2 NM_001037780.2
lecithin cholesterol acyltransferase NM_017024.2
low density lipoprotein receptor NM_175762.2
leptin NM_013076.3
leptin receptor NM_012596.1
lipoprotein lipase NM_012598.2
low density lipoprotein-related protein 1 (alpha-2-macroglobulin receptor) NM_001130490.1
mitogen-activated protein kinase 8 NM_053829.1
melatonin receptor 1A NM_053676.2
melatonin receptor 1B NM_001100641.1
microsomal triglyceride transfer protein NM_001107727.1
nitric oxide synthase 2, inducible NM_012611.3
NADPH oxidase 1 NM_053683.1
NADPH oxidase 3 NM_001004216.1
nuclear receptor subfamily 1, group D, member 1 NM_001113422.1
nuclear receptor subfamily 1, group H, member 3 NM_031627.2
phospholipid transfer protein NM_001168543.1
peroxisome proliferator activated receptor alpha NM_013196.1
peroxisome proliferator-activated receptor delta NM_013141.2
v-rel reticuloendotheliosis viral oncogene homolog A (avian) NM_199267.2
retinoid X receptor alpha NM_012805.2
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Gene symbol Gene name Reference sequence
Rxrb retinoid X receptor beta NM_206849.3
Rxrg retinoid X receptor gamma NM_031765.1
Slc2a2 solute carrier family 2 (facilitated glucose transporter), member 2 NM_012879.2
Slc2a4 solute carrier family 2 (facilitated glucose transporter), member 4 NM_012751.1
Srb1 scavenger receptor class B, member 1 NM_031541.1
Tnf tumor necrosis factor (TNF superfamily, member 2) NM_012675.3
Vegfa vascular endothelial growth factor A NM_001110333.1
Housekeeping genes

Gadd45a growth arrest and DNA-damage-inducible, alpha NM_024127.2
Gusb glucuronidase, beta NM_017015.2
B2m beta-2 microglobulin NM_012512.2
185 Ribosomal 185 sub-unit X_03205

doi:10.1371/journal pone.0112450.t002

(Dakocytomation, Trappes, France). Retinas were examined
under a confocal fluorescence microscope (Leica SP2, Leica
Microsystems, Wetzlar, Germany, Plate-forme DIMACELL,
Dijon, France). Images (165 umx165 um) were taken for quan-
tfication of the fluorescence in the experimental and fellow retinas
using Image] software. Images from confocal fluorescence
microscopy were converted in binary mode. The number of
pixels corresponding to the value of 255 on the gray scale was
considered as CD68-positive cells, Five images per eye lor each
diet (standard and fructose diets in both experimental and fellow
retinas) were evaluated and averaged.

14. Statistical analyses

All analyses were conducted using GraphPad Prism software
version 4.0, The level of statistical significance of the two-tailed
tests was set at p=0.05 and 0.01. A nonparametric Mann &
Whitney test was used to compare body fat, circulating insulin and
leptin levels, fatty acids, and lipid classes in the liver and non
parametric Kruskal-Wallis test for quantification of CNV and
CD68-immunostaining in the standard and fructose groups.
Statistical analysis of gene expression was performed using
integrated statistical analysis of data assist software (Student -test)
and a heat map was performed using the fold change values. Fold
changes above the value of 1.5 was considered as significant. Dark
green was used to represent a 10-fold change downregulation of
gene expression, dark red was used to represent 7-fold change
upregulation of gene expression. The levels of statistical signifi-
cance were set at #=0.1, 0.05, and 0.01.

Results

1. Fructose diet triggered metabolic syndrome in the rat

The fructose diet did not affect body weight (data not shown),
but significantly increased body fat by 17% compared to rats of the
control group at the corresponding ages (Figure 2). Plasma
analyses revealed significant hyperleptinemia after 1 and 3 months
of fructose feeding (p=0.03 and 0.001, respectively), and
hyperinsulinemia at 3 and 6 months ($=0.05 and 0.04,
respectively) (Figure 3). On the other hand, glycemia and plasma
levels of HDL and LDL cholesterol and fructosamine remained
constant (data not shown). The analysis of the lipid classes in the
liver revealed a significant increase of triacylglycerol levels afier 3
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and 6 months of diet (five- and threefold increase, respectively,
Figure 4), highlighting the development of liver steatosis induced
by the fructose diet. As expected, increased liver triacylglycerols
were associated with accumulation of palmitic and oleic acids
(Table 3), which remain the prominent fatty acids accumulating at
the time of steatosis [32,33].

2. Metabolic syndrome favored laser-induced choroidal
neovascularization in the rat via activation/infiltration of
phagocytic cells in the retina

CNV did not develop 1 week afier laser, as illustrated by the
lack of fluorescence in the scars created by the laser spots
(Figure 5A). Hyperfluorescent areas appeared in the lesions
compared to the surrounding choroid after 2 (images not shown)
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Figure 2. Body fat is increased in rats fed with a 60%-rich
fructose diet. Body fat (expressed as % of body mass) was quantified
by EchoMRI in the rat after 1, 3, and 6 months of feeding with either the
standard (S) or 60%-rich fructose (F) diet. * and ** statistically different
at p=0.05 and 0.01, respectively (Mann & Whitney test). The bottom
and top of the box are the first and third quartiles, and the band inside
the box is the median. The ends of the whiskers are 1 standard
deviation above and below the mean of the data (n=8 rats per group).
doi:10.1371/journal.pone.0112450.g002
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Figure 3. Insulinemia and leptinemia are increased in rats fed with a 60%-rich fructose diet. Plasma insulin and leptin (expressed in pg
per mL of plasma) were quantified in the rat after 1, 3, and 6 months of feeding with either the standard (S) or 60%-rich fructose (F) diet. * and **
statistically different at p=0.05 and 0.01, respectively (Mann & Whitney test). Values are given as means * SD (n = 8 rats per group).

doi:10.1371/journal.pone0112450.g003

and 3 weeks (Figure 5A). These areas correspond to filling of the
vessels with ICG dye and thus to the neovascularization process.
Figure 5B presents semi-quantitative CNV data. A significant
CNV enhancement was observed after 1 month of fructose-
feeding 2 and 3 weeks after laser injury compared to the standard
diet (p=0.03, p =0.0003, respectively). Afier 3 months of [eeding,
fructose-fed rats showed exacerbated CNV development only at
week 2 afier laser impacts (p =0.0065). No significant CNV was
observed after 6 months of feeding with the high-fructose diet (>
0.05). Analysis of CD68-positive immunostaining in flat-mounted
retinas  (Figure 6A) showed a significant increase of CD68
expression in [ructose-fed rats compared to standard-fed animals
in fellow retinas (p=0.01, Figure 6B). CNV significantly enhanced
CD68 immunostaining in [ructose-fed rats, suggesting massive
infiliration of circulating macrophages and/or activation of
resident microglia.

3. Fructose diet-modulated gene expression in the retina

Figure 7 presents the data of gene expression in the retina of
fructose-fed rats by comparison to animals fed the standard diet.
The results show significant upregulation of the proangiogenic
genes Vegfa at 1 month (p=0.01), 3 months ($=0.03), and 6
months (p=0.05) and Hifla at 6 months (p=0.1). Meanwhile
Leptin (p=0.1) and Mapk8 genes (p=0.01) were upregulated at 1
month. In contrast, melatonin receptor genes (Minrla and

Minrib) were downregulated after 1 and 3 months of diet (p=
0.1). At 3 months, fructose feeding induced upregulation of several
genes coding nuclear factors (Rxrg, Nrlh3, p=0.1), proteins
involved in lipid metabolism including Plip (p=0.1), Lcal, and
Cd36 (p=0.05), cell death inflammation (T'nf, p=0.1), and
diabetes (131, Slc2a2, p=0.1). After 6 months of fructose feeding,
we noted down regulation of genes involved in photoreceptor
signaling (Abcad, p=0.1) and lipid metabolism: Apoad and ApoB
(p=0.05), although Plp remained upregulated (p=0.1).

4. Rod sensitivity to light was partially lost in metabolic

syndrome

The amplitudes and implicit times of the a- and b-waves of the
ERG are shown in Figure 8A. No significant eflect of fructose
feeding was reported, although a tend was observed for the
reduction of the b-wave amplitude in fructose-fed rats. To further
characterize the changes induced by the fructose diet, additional
protocols were performed. Flicker ERG 1is a suitable technique to
specifically record rod and cone sensitivity to light stimulus [34]. Tt
was recorded alter 1, 3, and 6 months in both fructose-fed rats and
animals fed the standard diet. The results are shown in Figure 8B.
The data demonstrated no effect of fructose on rod or cone
sensitivity at 1 and 3 months. On the contrary, the data obtained
in rats fed with fructose for 6 months exhibited a shift o the right
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Figure 4. Liver steatosis is increased in rats fed with a 60%-rich fructose diet. Liver steatosis was evaluated by quantifying triacylglycerols
(expressed in % of total lipids) in the liver of the rat after 1, 3, and 6 months of feeding with either the standard (S) or 60%-rich fructose (F) diet. **
statistically different at p=0.01 (Mann & Whitney test). Values are given as means = SD (n=8 rats per group).

doi:10.1371/journal.pone.0112450.g004
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of the maximal response of rods (A=0.5 log(I)). This illustrates
that a higher light intensity was required to reach the maximal
response of rods, suggesting partial loss of rod sensitivity induced
by the fructose diet. Oscillatory potentials (OPs) were further
analyzed. The amplitudes and implicit times of the four OPs are
presented in Figure 8C. A significant decrease of OP2 was
observed in fructose-fed rats as illustrated in the insert of
Figure 8C (p=0.05).

Fructose
1234+105.0
732+894 *
1560+ 253.4
487+453
2461342

Discussion

MetS is a major risk factor for T2D and DR. Most studies on
DR focused on the mechanisms and consequences of hypergly-
cemia in retinal vessels. These data highlighted the prominent role
of oxidative stress, inflammation and hemostatic factors including
VEGEF secretion in the complications of DR, namely retinal edema
and retinal neovascularization [12,35,36]. Our data showed that
feeding Brown Norway rats for 1 and 3 months with a 60%-rich

8 per group).

6 months

Standard
1081+£179.7
857+1524
11031683
587+101.6
290+386

fructose diet induced body adiposity and hyperleptinemia.
Hyperinsulinemia was reported after 3 and 6 months of diet
(Figure 3), suggesting the development of insulin resistance in a
prediabetic state [37]. These data are consistent with previous
reports using [ructose diet as a model to induce insulin resistance
in rats [38,39] and more generally describing some features of
MetS [40].

Most large-scale population-based studies reported increased
incidence or prevalence of AMD in patients with diabetes or DR
[2,3.,4,5], with the exception of the Framingham Eye Study [6] or
smaller case—control studies [7,8]. The matter is subject to

Fructose
1790+2139 ™
392+1083 **
1795636
280+67.2 **
95£35,5 *

controversy. At least two studies reported a consistent and similar
association between diabetes and neovascular AMD, with an odds
ratio of 1.88 (95% CI, 1.07-3.31) in the Age-Related Eye Disease
Study [2] and L.81 (95% CI, 1.10-2.98) in the EUREYE study
[5]. Others found an association with geographic atrophy [4].
Nevertheless and interestingly, in those reports diabetes and early
AMD appeared to be unrelated. These data reinforced our
hypothesis that MetS as a risk factor for T2D is a promoting factor
for neovascular complications in the retina.

3 months
Standard
1116+39.0
983+52.4
8581264
586+36.8
275+263

On the one hand, the primary objective of this study was to
characterize the adaptation of the retina to MetS. Flicker ERG
data revealed partial loss of rod sensitivity to light simulus alter 6
months of fructose feeding (Figure 8B). This is consistent with
downregulation of the Abca4 gene after 6 months of fructose
feeding, accounting for ABCA4 being physiologically involved in

Fructose
1218+210.1 ™
649+98.0 *
122043358
607+80.2
260+36.0

the retinoid cycle and mutations in Abca4 being associated with
cone and rod dystrophies [41]. Tt was previously reported that the
sensitivity of photoreceptors was aflected in DR and could be
attributed to transduction abnormalities [42]. Alterations of
photoreceptors were consistently observed in a model of strepto-

1 month
Standard
579+76.6
241+17.0

Groups
971+93.7
651+395
894+154.8

zotocin-induced diabetic rats [43]. We also suggested a slight
decrease of [unctionality of inner retinal cells by scotopic standard
ERG, since the b-wave amplitude was lowered, although the
difference [rom controls failed to reach statistical significance. We
observed a decrease of OP2 amplitude in fructose-fed rats.
Although the exact origin of OPs is still uncertain, OPs most
probably reflect neuronal activity of bipolar cells and amacrine
cells [44]. Several studies pointed out the association between
alterations of OPs and diabetes. Indeed OP2 and OP4 responses
were delayed in streptozotocin-induced diabetic rats [45]. Previous
studies reported the association between the reduction of OP
amplitudes and the severity of diabetic retinopathy [46,47,48], or
even with the greater probability of developing DR [49].

C16:0 (palmitic acid)

C18:0 (stearic acid)

C18:1 n-9 (oleic acid)

C18:2 n-6 (linoleic acid)

€22:6 n-3 (docosahexaenoic acid)

Furthermore, patients with retinopathy and cone-rod diseases
presented delayed OP2 despite normal b-wave peak times [50].

Table 3. Fatty acid composition of total lipids in the liver of rats fed with either the standard or 60%-rich fructose diet during 1, 3, and 6 months.

* and **, statistically different from the data in the corresponding standard group at p=0.05 and 0.01, respectively (Mann & Whitney test). Values are means = SD (n

doi:10.1371/journal pone.0112450.t003

Fatty acids

PLOS ONE | www.plosone.org 8 November 2014 | Volume 9 | Issue 11 | e112450

150



Fructose

A Standard

1 week post laser
CNV induction

3 weeks post laser

Metabolic Syndrome and Retinal Neovascularization

CNV induction
B 1 month of diet 6 months of diet
15 . s _. 08
@ * 1] ]
o [
@ ek © v T 06 L
Q (] Q
gg 1o nt v S8 S8 . é 7
2% = Ml Ssoy L
z8 & A z8 ﬂ} . 28 | . = =2
O g 05 _q_ (1] O g 05 P ] 7 O o . vy
é ry A é _E._ [ L] = Ty :"g 0.2: . i v
g g ]
=~ 0.0 - T T - =00 T T T = 0.0 T T T T
S F S F S S F S F S F
2 weeks 3 weeks 2 weeks 3 weeks 2 weeks 3 weeks
post CNV post CNV post CNV post CNV post CNV post CNV
induction induction induction induction induction induction

Figure 5. Laser-induced choroidal neovascularization (CNV) is enhanced in rats fed with a 60%-rich fructose diet. A. Representative
images of choroidal indocyanine green angiography taken after 1 and 3 weeks post laser-induced CNV in rats fed with either the standard or 60%-rich
fructose diet. Images were taken at 20° by confocal scanning laser ophthalmoscopy at 795 nm. The black holes in the eye fundi at 1 week post laser-
induced CNV correspond to the breaks created by the laser spots (532 nm, 300 mW, 50 ms, 75 um) in the retinal pigment epithelium and Bruch's
membrane. CNV correspond to the filling of the new vessels by indocyanine green. B. Semi-quantification of CNV (ratio between the area of
indocyanine green fluorescence and optic disc area) at 2 and 3 weeks after laser-induced CNV in the rat fed during 1, 3, and 6 months with either the
standard (S) or 60%-rich fructose (F) diet. * and ** statistically different at p=0.05 and 0.01, respectively (Kruskal-Wallis test). Values are given as

individual data and means *+ SD (n=28 rats per group).
doi:10.1371/journal.pone.0112450.g005

On the other hand, the secondary aim of our study was to
investigate whether MetS represents a favorable environment for
the development of CNV. Laser photocoagulation was used to
trigger neovascularization, as used by others [21]. Laser spots
create damage in the Bruch membrane that favors endothelial
cells, pericytes, and inflammatory cells entering the RPE and sub-
retinal space and forming CNV [21]. The present data showed
that the consequences of a [ructose diet were associated with
exacerbated development of CNV after 1 and 3 months of feeding.
We observed massive infiltration of CD68-positive phagocytic cells
in the retina of rats submitted to laser injury and fed with fructose
compared to rats fed with the standard diet. These cells may either
be infiltrating macrophages and/or activated microglia. Enhanced
CNV was correlated with overexpression of Vegfd and Leptin
genes in the retina. Leptin was shown to promote angiogenesis
[51] and retinal neovascularization [52]. Various growth factors,
including VEGF, are involved in the development of neovascu-
larization [36]. Our data consistently illustrated the association
between VEGF induction and enhanced CNV at early phases of
MetS, ie., at 1 and 3 months. In our model, MAPKS was
upregulated at 1 month, MAPKS is a member of MAPK family
that encompasses Jun kinases (JNK). JNKs are critcal factors in

PLOS ONE | www.plosone.org

the development of CNV, especially via the activation of
macrophages [53]. Using the same model of CNV development
as ours in mice, Du and coworkers elegantly showed that JNK is
required for macrophage recruitment and demonstrated that
JNKs inhibition and JNKI1 knock-down reduced VEGT expres-
sion and lowered CNV [54]. In our model, MAPKS overexpres-
sion was transient and restricted to 1 month, but might be
sufficient to promote macrophage infiltraton in the retina and
further induce VEGT expression over a longer period of time, up
to 6 months. The cholesterol-27-hydroxylase (CYP27A1) gene was
significantly downregulated at 1 month in fructose-fed rats, The
association between CYP27A1 and enhanced development of
CNV in fructose-fed rats is consistent with data in CYP27A1
knock-out animals, showing vascular changes in the retina,
including sprouting of vessels from the choroid into the
neurosensory retina [55].

It must be noted that these changes in gene expression were
observed in retinas of fructose-fed animals that were not submitted
to CNV induction. Our findings therefore strongly support the
notion that MetS constitutes a favorable environment for the
development of CNV. In this context, the alorementioned eflects
cannot be associated with the well-recognized role ol hyperglycemia

November 2014 | Volume 9 | Issue 11 | 112450

151



Metabolic Syndrome and Retinal Neovascularization

A Without CNV With CNV B
*k %
ey L) 1
b I
g 800000 e
2 —_
- 8 & 600000 :
3] [
L 2e
© s ﬁ
° @S 400000
© r AR
- o
c 8w * %
IS O 200000 S
V) o x I-—l
o
£ [ — e : :

w/o CNV  with CNV w/o CNV with CNV

Standard diet Fructose diet

Fructose diet

Figure 6. The number of CD68-positive cells is increased in the retina of rats fed with a 60%-rich fructose diet and submitted to
laser-induced choroidal neovascularization (CNV). A. Representative confocal images of CD68-positive cells (revealed by an Alexa 488-labelled
secondary antibody) in flat-mounted retinas of rats fed during 3 months with either the standard or the 60%-rich fructose diet and submitted or not
to laser-induced CNV. Images corresponding to 165 umx165 um of the retinal area were taken 3 weeks post laser-induced CNV. B. Quantification of
CD68-positive cells in flat-mounted retinas of rats fed during 3 months with either the standard or fructose diet, and submitted or not to laser-
induced CNV. ** statistically different at p=0.01 (Kruskal-Wallis test). Values are expressed in pixels of fluorescence in the area corresponding to
165 um x165 um of the retina; values are given as means * SD.
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Figure 7. Gene expression changes in the neurosensory retina induced by a 60%-rich fructose diet in the rat. Data of gene expression
were obtained by RT-qPCR and represented as a heat map. Fold change is indicated in the color scale, green indicates downregulation (up to 10-fold
repression) and red indicates upregulation (up to 7-fold induction) in the retina of rats fed with the 60%-rich fructose diet by comparison to the rats

fed with the standard diet at the corresponding ages (n =8 per group). 8, * and **, statistically different at p=0.1, 0.05 and 0.01, respectively (Student
t-test, n=8 per group).
doi:10.1371/journal.pone.0112450.g007
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Figure 8. Electroretinographic changes induced by a 60%-rich fructose diet in the rat. A. Scotopic single flash response of dark-adapted
rats after 6 months feeding with either the standard or 60%-rich fructose diet (n=8 per group). Scotopic b-wave and a-wave amplitudes (in uV), b-
wave and a-wave latency times (in ms) were plotted as a function of light stimulus intensity (in mcd.s/m?). Black lines show normal range given by the
5% and 95% percentile of the rats fed with the standard diet (n =8 per group). Box plots correspond to the 5% and 95% percentile of the rats fed with
the 60%-rich fructose diet (n =8 per group). Statistically significant changes are cbserved when box plots are outside of the range given by the 5%
and 95% percentile of the rats fed with the standard diet. B. 8.02 Hz Flicker electroretinographic data of the rats fed with either the standard (black
traces) or 60%-rich fructose (red traces) diet during 1, 3, and 6 months. Data of the amplitude are plotted in amplitude (in pV) of the
electroretinographic response as a function of light stimulus intensity (log value) (n=8 per group). The first peak corresponds to the maximal
response of rods and the second peak to the maximal response of cones [34]. A shift to the right of the first peak in the 60%-rich fructose fed rats is
indicative of the loss of sensitivity of the rod photoreceptors. C. Amplitude (in pV) and implicit time (in ms) of the four oscillatory potentials (OP) of
dark-adapted rats fed during 6 months with either the standard (black traces) or 60%-rich fructose (red traces) diet. Representative raw ERG is
presented in the insert to illustrate the reduced amplitude of OP2, and to a lesser extent of OP3, in rats fed a 60%-rich fructose diet (in red) compared
to standard diet (in black). * statistically different at p=<0.05 (Mann & Whitney test). Values are given as means = SD (n=8 per group).

doi:10.1371/journal.pone.0112450.g008

in DR, since the fructose diet did not induce elevated glycemia, Our
work therefore adds a new paradigm [or the development of CNV
in the context of MetS. We suggest that MetS per se may trigger
mechanisms that are required for the development of neovascular-
ization, including gene expression changes (Mapk, Vegf, and Leplin
induction) and macrophage infiltration. Both circulating and in situ
leptin and VEGF may be the key factors for the development of
CNV in MetS, given that elevated leptin levels were reported to
increase the risk for MetS in humans [56]. In the present study,
elevated plasma leptin levels were associated with enhanced CNV at
1 and 3 months, whereas similar to controls hyperleptinemia was
reported at 6 months while no CNV was promoted. Secondly, in a
large clinical study investigating 1802 patients, elevated circulating
VEGT levels were positively associated with MetS [57].

We must acknowledge several limitations in our study. First,
feeding rats with fructose remains a model of MetS. Visceral
adiposity, elevated blood pressure, hypertriglyceridemia, insulin
resistance, and elevated fasting glycemia are hallmarks of MetS in
humans. Accounting the lifespan of rats compared to humans, our
results in rats 7 weeks of aged fed from 1 to 6 months may be
relevant to MetS in young to middle-aged adults. We reported
mcreased body fat, hyperinsulinemia, hyperleptinemia, but no
hypertriglyceridemia, as was previously shown in rats fed with
fructose [58]. Therefore, dietary exposure to fructose would
merely be considered as a partial model of MetS, by predisposing
cells and organs to chronic conditions of MetS [14].

This work showed, in a tmely manner, the limitation of the
time-course consequences of fructose feeding since no hyperlepti-
nemia was detected after 6 months. This remediation of the effects
may likely be due to the organism’s long-term adaptive response.
Nevertheless, one should note the consistency of these results given
that leptin was considered a pro-angiogenic factor and no
increased CNV was observed at this time point. Fructose diets
are reported to promote oxidative stress and inflammation [14].
Although we did not ascertain these consequences in the retina,
our data showing macrophage infiltration and/or microglia
activation in the retina of fructose-fed rats is consistent with this
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hypothesis. As recently published, macrophages may be activated
by oxidative damage in the retina and may participate in AMD
pathogenesis [59]. Secondly, laser-induced neovascularization
must be considered a model for CNV, but not for AMD. Until
now, no animal model shows all the features of AMD, especially
because no rodent model has a macula and spontaneously
develops CNV. Despite its artificial nature, the laser model is
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In conclusion, this study clearly showed that feeding rats with a
high-fructose diet has detrimental consequences on the sensitivity
of rod photoreceptors to light. In addition, high fructose generates
a favorable environment for the development of neovasculariza-
tion in the retina.
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I11-Résultats et conclusions principales

U n régime enrichi a 60% de fructose a long terme chez le rat Brown Norway, a permis
de mettre en évidence un tableau clinique caractéristique d’un syndrome métabolique.
Nous avons mis en évidence tout d’abord une augmentation significative de masse grasse des
1 mois de régime maintenue jusqu’a 6 mois de régime. Par ailleurs, les analyses plasmatiques
ont décrit la mise en place d’une hyperleptinémie aprés un mois de régime, ainsi que d’une
hyperinsulinémie dés 3 mois. Enfin hyperinsulinémie et hyperleptinémie ont été détectées a 6
mois. Les taux plasmatiques de HDL, LDL, cholestérol, tricaylglycérols et fructosamine n’ont
cependant pas été affectés par ce régime. D’autre part, ce régime enrichi en fructose, a conduit

a I’installation d’une stéatose hépatique aprés 3 mois de régime.

Notre modele visait dans un premier temps a étudier les conséquences néovasculaires d’un tel
régime sur la rétine. Ainsi, ce modéle de syndrome métabolique associé a un modéle de
néovascularisation choroidienne induit par impacts laser, a permis de mettre en évidence, lors
des angiographies, une augmentation exacerbée de la néovascularisation choroidienne sous
régime fructose apres 1 et 3 mois de régime. Cette augmentation de la néovascularisation est
cependant transitoire car absente apres 6 mois de régime. Une analyse de 1’expression des
genes dans la rétine, a révélé d’autre part, la surexpression de génes impliqués notamment
dans le métabolisme du diabéte (Irsl1, Slc2a2), dans le métabolisme lipidique (ApoB, Cd36,
Pltp, Lcat) mais aussi la surexpression de facteurs pro-angiogéniques Vegf-a et Leptine sous
régime fructose confirmant ainsi les données angiographiques. Des marquages CD68 sur
rétines mises a plat ont également révélé une augmentation significative de la population de
cellules microgliales et/ou macrophages, augmentation d’autant plus importante si le régime

fructose etait associé au modele CNV.

D’autre part, nous souhaitions étudier ’effet de ce régime diabétogéne sur d’éventuelles
conséquences fonctionnelles dans la rétine. Ainsi, des analyses électrorétinographiques de
type Flicker ont été réalisées et ont montré une diminution de la sensibilité des
photorécepteurs de type batonnets aprés 6 mois de régime. De méme, 1’étude des potentiels
oscillatoires a révélé une diminution du 2°™ potentiel oscillatoire aprés 6 mois de régime

suggeérant une atteinte des cellules bipolaires et amacrines.
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Ces différentes données nous ont permis de caractériser 1’existence d’un terrain favorable au
développement de complications de type néovasculaires et fonctionnelles sous environnement
diabétogene en conditions d’hyperinsulinémie ou d’hyperleptinémie. Cette étude nous a donc
permis de valider de notre modéle animal pour 1’étude de la rétine dans un contexte

pathologique précoce.

Ayant caractérise les différentes complications et altérations rétiniennes au sein de cet
environnement diabétogéne, il nous a paru intéressant d’étudier alors, 1’effet d’une
supplémentation en AGPI-LC de type oméga 3. Ceci dans le but d’envisager un éventuel effet

préventif des oméga 3 EPA et DHA dans ce type de pathologies rétiniennes.
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Chapitre 4

Modulation de la réponse de la rétine par
une approche nutritionnelle a base d’acide
gras polyinsatureés a longue chaine de type
oméga 3 dans le cadre d’un syndrome
métabolique
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I-Problématique

ce jour, malgré la nette avancée des traitements permettant de lutter contre les
A pathologies oculaires DMLA et RD, aucun Véritable traitement curatif ne permet de
soigner ces pathologies une fois qu’elles sont installées. La logique d’une prévention par
I’alimentation apparait intéressante. Il semblerait que les acides gras oméga 3 et notamment le
DHA, dont les propriétés anti-inflammatoires et neuroprotectrices ont été largement décrites
(SanGiovanni and Chew, 2005), pourraient prévenir d’une part I’évolution de la DMLA vers
ses formes les plus avancées (Seddon et al., 2006) (SanGiovanni et al., 2007). Il préviendrait
d’autre part de ’apparition du syndrome métabolique et en particulier de I’insulinorésistance
facteur de risque principal de la RD (Paniagua et al., 2011). Plusieurs études
épidémiologiques tendent de méme a prouver que le développement et la progression de la
DMLA serait réduits chez les patients disposant d’un régime alimentaire riche en acides gras
oméga 3 et en particulier en poisson gras (Chong et al., 2009) (Christen et al., 2011).

Face a ces données, nous avons émis 1’hypothése que I’enrichissement du régime alimentaire
avec des acides gras polyinsaturés a longue chaine de type oméga 3 serait susceptible dans un
premier temps d’améliorer les paramétres physiologiques d’un syndrome métabolique. Dans
un second temps, il permettrait de prévenir I’apparition d’altérations fonctionnelles et de

complications néovasculaires dans la rétine.

Afin de vérifier I’effet préventif d’une supplémentation en AGPI-LC oméga 3 dans le cadre
d’un syndrome métabolique, nous avons soumis des rats Brown Norway soit a un régime
standard, soit un régime enrichi a 60% de fructose, soit un régime standard supplémenté en
oméga 3 (EPA: 10,9%, DHA 7,2% des acides gras totaux), soit a un régime fructose
supplémenté en oméga 3 (EPA : 10,9%, DHA 7,2% des acides gras totaux).

Cette étude a considéré différentes durées de régime de 15 jours, 21 jours, 1mois, 3mois.
L’effet de ces régimes a été testé d’un point de vue physiologique afin d’évaluer, I’effet d’une
telle supplémentation sur les parametres plasmatiques, sur I’évolution de la masse grasse et

sur la stéatose hépatique.
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Par ailleurs, I’incorporation des AGPI-LC de type oméga 3 a éeté vérifiée au niveau des
structures cérébrales, rétiniennes et hepatiques. Enfin les conséquences fonctionnelles et

néovasculaires ont été évaluées dans la rétine.

Les résultats de cette étude feront 1’objet d’une publication soumise dans le journal PLOS
Biology.
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Abstract

Metabolic syndrome (MetS) is one of the most prevalent living- and diet-related disorder in
the Western populations. It originates from inadequate dietary intakes and low energy
expenditures. MetS is a major risk factor for type 2 diabetes that is further characterized by
microvascular complications, especially in the retina. We previously published that MetS is a
favorable environment for the development of neovascularization in the retina. The daily
intake of 500mg of long chain omega-3 polyunsaturated fatty acids (omega-3s) is now
recommended by health agencies for the prevention of MetS. Meanwhile dietary omega-3s
are associated with reduced risk of neovascularization in Age-related Macular Degeneration
(AMD), the leading cause of visual loss after the age of 50 years in developed countries. We
therefore addressed the question of whether a supplementation with omega-3s would lower
the development of choroidal neovascularization in the context of MetS.

We used a model of MetS in the rat fed with high fructose and supplemented with omega-3s
during 3 months. The rats were submitted to laser photocoagulation in the eye fundus to
trigger choroidal neovascularization after 1 and 3 months of fructose feeding. Angiography
was monitored by confocal scanning laser ophthalmoscopy, and spectral domain optical
coherence tomography. We showed that dietary omega-3s marginally improved MetS by
reducing hepatic steatosis and hyperleptinemia at short term, but induced retinal atrophy
thereafter. In parallel we also reported partial loss of sensitivity to light stimulus of cone

photoreceptors in rats fed with omega-3s.

Despite the known positive effects of omega-3s on aging of the central nervous system
including the retina, we reported adverse effects in the retina in the context of MetS.
Accounting the prevalence of MetS and AMD that is correlative to the improvement of life
expectancy, our findings would suggest to cautionly recommend the supplementation with

omega 3s of aged subjects with MetS.
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Author Summary

Metabolic syndrome is a cluster of physiological disorders affecting more and more people
worldwide. It is a major risk factor for the development of type 2 diabetes and its
complications, especially in the retina. In a previous work, we showed in a rat model of
metabolic syndrome that a pro-diabetogenic high-fructose diet favors the development of
retinal alterations, especially neovascularization. Numerous protective effects of fish oil and
omega 3 fatty acids omega 3 EPA and DHA have been reported against metabolic syndrome
and in the prevention of retinal pathologies. In this study we aimed to evaluate whether omega
3 fatty acids would lower the development of retinal complications in the context of metabolic
syndrome in the rat. Unexpectedly, although omega 3 fatty acids improved marginally the
parameters of metabolic syndrome at short term, omega 3 fatty acids induced alterations and
atrophy of the retina in our model.

Blurb

A study revealing deleterious effects of long chain omega 3 fatty acids in the retina in the
context of metabolic syndrome induced by feeding rats with fructose.
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1. Introduction

Metabolic syndrome (MetS) is associated to inadequate living and dietary habits, including
disbalanced dietary intakes and low energy expenditure. MetS is one of the major risk factor
for type 2 diabetes (T2D). As initially suggested by G.M. Reaven in the early 1990’s, the
clinical and biochemical features of MetS include dyslipidemia, impaired insulin sensitivity,
glucose intolerance, abdominal adiposity and hypertension [1]. According to the National
Health And Nutritional Examination Survey between 2003 and 2006, the prevalence of MetS
reached 34% of the US population among subjects above the age of 20 years [2]. Age-related
macular degeneration (AMD) is the leading cause of visual loss in Western populations after
the age of 50 years [3]. AMD is classified into its early phase called Age-Related
Maculopathy and late stages: geographic atrophy (GA) or neovascular AMD (nvAMD).
nvAMD is characterized by the development of neovascularization in the retina from the
vascular choroid.

Whether diabetes is a risk factor for AMD remains controversial. A systematic review and
meta-analysis was recently published by Chen et al. to examine this association. The analysis
of data from 1,858,350 participants in 27 populations suggested that diabetes is a risk factor
for AMD. Except cohort studies that did not find specific associations with any sub-type of
AMD, the meta-analysis of cross-sectional and case-control studies revealed positive
association with nvAMD (OR=1.48, 95% Cl=1.44-1.51 for cross sectional studies ; OR=1.15,
95% CI1=1.11-1.21 for case-control studies) but not for early AMD or GA [4].
Eicosapentaenoic acid (EPA) and docosahexaenoic acid (DHA) are the main long chain
polyunsaturated fatty acids (LC-PUFA) of the omega-3 series and are abundant in fatty fishes.
Acting as natural hypolipidemic and anti-inflammatory agents, they may ameliorate various
aspects of MetS [5]. Several animal and human data suggested potential implications of
omega-3 fatty acids for obesity management [6]. In addition, by enhancing fatty acid
oxidation and reducing de novo lipogenesis, omega-3 LC-PUFA would also reduce
hepatosteatosis and preserve hepatic insulin sensitivity [7,8]. Several lines of evidence
highlight that omega-3 LC-PUFA would be beneficial against oxidative stress and
inflammation surrounding DR [9] or AMD [10]. Omega 3 LC-PUFA were specifically

associated with the prevention of neovascularization [11-13].
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The daily intake of 500mg of omega 3 LC-PUFA in adults is now recommended by health
agencies for the prevention of obesity, diabetes and also AMD.

Feeding rodents with a high fructose diet is widely used to trigger insulin resistance and MetS
[14,15]. Using this fructose fed rat model of MetS, we showed a significant increase of
choroidal neovascularization as well as induction of pro angiogenic factors such as VEGF and
leptin in the retina [16]. This finding suggested that MetS would represent a favorable
environment for the development of neovascular complications in the retina.

Accounting the protective effects of omega 3 LC-PUFA against MetS in the one hand and
prevention of choroidal neovascularization in the other hand, we questioned whether a dietary
supplementation with omega 3 LC-PUFA may prevent retinal neovascular complications in a
rat model of MetS.
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2. Materials and methods

a. Ethical concerns
All procedures were conducted in accordance with the statements of the Association for
Research in Vision and Ophthalmology for the use of animals in ophthalmic and vision
research and were approved on April 4™ 2013 (reference nr 0813) by the local Animal Care
and Use Committee (Comité¢ d’Ethique de I’Expérimentation Animale nr 105, Dijon, France).
Personal (nr 21CAEQ95) and institutional (nr B21231010EA) agreements were obtained

according to French regulations.

b. Experimental Diets
Four diets were used in this study: a standard diet (S), a fructose enriched diet (F), a standard
+ omega 3 diet (Sm3) and a fructose enriched diet + omega 3 (Fw3). The contents in fatty
acids of the diets were selected according to previous experiments lead in our laboratory [17]
and were purchased from Sniff Spezialdidten Gmbh (Soest, Germany) (Table 1).

C. Animals

Male Brown Norway rats (Charles River; L’Arbresle, France), 6 wk old, weighing
approximately 150-200g were housed under controlled conditions of temperature (22 + 1°C)
and humidity (55-60%), with a 12h light/12h dark cycle, with light intensity of 580 and 280
lux at the center of the room and inside the cage, respectively.

The animals were randomly assigned to either of the four experimental diets (S, F, S3 or
Fw3) and were fed for 1 month (n=24 rats per diet), or 3 months (n=24 rats per diet). Rats had
unrestricted access to food and deionized water.

d. Electroretinography
The ERG was recorded after 1 and 3 months of feeding, according to previously described
procedures for scotopic single flash ERG (n=8 rats per diet and per time point) and 8.02Hz
Flicker ERG (n=8 rats per diet and per time point) as previously described [16].

e. Argon laser induced CNV and retinal imaging
Choroidal neovascularization (CNV) was induced by laser-induced photocoagulation in 8 rats
per diet in the groups of rats fed during 1 and 3 months. One week before the end of the
dietary period, i.e. after 3 or 7 weeks of feeding, laser-induced CNV was induced following
the procedure described previously [16].
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f. Retinal and choroidal imaging

Retinal and choroidal angiography was evaluated by confocal scanning laser ophthalmoscopy
(cSLO) as described previously [16].

Abnormal zones identified by cSLO angiography were further analyzed using spectral-
domain optical coherence tomography (SD-OCT) (Spectralis, Heidelberg Engineering GmbH)
as described [18]. The rats were anesthetized by intraperitoneal injection of ketamine (100
mg.kg-1, Imalgéne 1000, Merial, Lyon, France) and xylazine (10 mg/kg, Rompun 2%, Bayer,
Puteau, France). Pupils were dilated with 1% Tropicamide (Mydriaticum, Laboratoires Thea,
Clermont-Ferrand, France). The animals were placed on a custom built platform and corneas
were intensively hydrated all experiment long using saline solution. Sectorial B scans sections
longitudinal and horizontal (superior, inferior, nasal, temporal) were realized. The B-scans
was composed of 1536 A-scans and consisted of an average of 100 individual sweeps using

automatic real-time eye tracking software to reduce speckle noise.

g. Body composition analysis
EchoMRI 900 consists in an in vivo evaluation of a Quantitative Magnetic Resonance
Imaging System for the determination of Whole Body Composition. Scans were taken from

animals fed during 1 and 3 months with the experimental diets as previously described [16].

h. Collection of samples

The animals were fasted for 7 h and deeply anesthetized with pentobarbital (CEVA santé
animale, Libourne, France). Blood was collected from the abdominal artery in EDTA-tubes.
Plasma was prepared by centrifugation (20 min, 3000 rpm). Rats were euthanized by
exsanguination, retina, brain and liver were collected from the groups of rats submitted to
ERG evaluation and stored at —80°C until lipid and fatty acid analyses (n=16 per diet and per
time point). Eyes from the groups of rats with CNV (n=8 per diet and per time point) were
collected, oriented and stored at —80°C in OCT compound (Tissue-Tek®, Sakura Finetek,
Alphen aan den Rijn, NL) until cryosections.

I Cryosections
Cryosections (7 pm thick) were performed with a cryomicrotome (CM3050S, Leica,
Microsystem SAS, Rueil-Malmaison, France) and collected on gelatin coated slides. Slides

were stored at -80°C until further analysis. A haematoxylin counterstaining was then
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performed on cryosections. Slides were first dipped in a haematoxylin solution (Haematoxylin
stabilized solution, RAL, Martillac, France) during 50 s, then rinsed in milliQ water once and
in tap water (alkaline water) three times. After drying, slides were dipped in xylene (Xylene,
Labonord, Templemars, France) and coverslipped in monting medium (Eukitt, O.Kindler
GmbH & CO, Freiburg, Germany). Eye sections were visualized under bright light (Nikon-
E600 microscope, Champigny-sur-Marne, France).

J. Lipid analyses

Lipids were extracted from the liver and neurosensory retina according to the Folch method
[19] . Lipids from neurosensory retina and liver were transmethylated using boron trifluoride
in methanol according to Morrison and Smith [20]. Fatty acid methyl esters were
subsequently extracted with hexane and analyzed using gas chromatography on a Hewlett
Packard Model 5890 gas chromatograph (Palo Alto, CA, USA) using a CPSIL-88 column
(100 mx0.25 mm i.d., film thickness 0.20 um;Varian, LesUlis, France) equipped with a flame
ionization detector. Hydrogen was used as the carrier gas (inlet pressure, 210 kPa). The oven
temperature was held at 60°C for 5 min, increased to 165°C at 15°C/min and held for 1 min,
and then to 225°C at 2°C/min and finally held at 225°C for 17 min. The injector and the
detector were maintained at 250°C. Fatty acid methyl esters were identified by comparison
with commercial standards (Sigma Aldrich, L’Isle d’Abeau, France). The data were processed
using the EZChrom Elite software (Agilent Technologies, Massy, France) and reported as a
percentage of the total fatty acids, after taking into account the coefficients of response of the
detector over the main 36 fatty acids (from lauric acid to DHA).

The distribution of lipids into phospholipids, triacylglycerols, free fatty acids, free cholesterol
and cholesteryl esters in the neural retina (n=8 per group) was determined using a
combination of thin layer chromatography on silica gel-coated quartz rods and flame
ionization detection (latroscan® system, Iatron, Tokyo, Japan), according to Ackman’s
technique [21] and published by our group [22]. The values obtained for each compound were
corrected according to their response factor using specific calibration curves, as previously

published [23]. Data were reported as a percentage of total lipids in the sample.

k. Plasma analyses
Glycaemia was evaluated using a blood glucose system (One Touch Ultra, Lifescan).

Cholesterol, triacylglycerol, HDL, LDL, fructosamine were quantified by standard automatic
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analyzers at the Clinical Chemistry Department of the University Hospital (Dijon, France).
Plasma insulin, leptin levels were quantified on a 96-well plate using Rat Metabolic Magnetic
Bead Panel and assessed by Luminex technology (Biorad Bioplex®200 system, Life sciences,
Marnes-la-coquette). The analyses were performed according to the manufacturer protocols
(Milliplex kit, Merck Millipore).

I Statistical analyses
All analyses were conducted using GraphPad Prism software version 5.0. The level of
statistical significance was set at p<0.05 (*) and 0.01 (f), the tests were two-tailed. A
nonparametric Kruskal-Wallis test was used to compare body fat, circulating insulin and
leptin levels, fatty acids, lipid classes in the liver and quantification of CNV in the standard,

fructose, standard omega 3 and fructose omega 3 groups.
3. Results

Effects of omega 3 LC-PUFA supplementation on body fat

Accounting the ability of fructose diet to enhance metabolic syndrome in a rodent model in
the one hand [16,24], and the potential effects of omega 3 in obesity management in the other
hand [25], body fat was analyzed after 1 and 3 months of feeding (Fig 1A and 1B). As
expected, fructose-fed rats showed a significant increase of body fat (p<0.05). Unexpectedly
rats fed with omega 3 enriched diets (S®3 and F®3) showed increased body fat after 3 months
of feeding compared to rats fed with the standard diet (p<0.05).

Omega 3 LC-PUFA supplementation did not improve plasma parameters

Among plasma parameters, hyperinsulinemia was reported after 1 and 3 months in fructose
fed animals compared to rats fed with the standard diet (p<0.05). Nevertheless insulinemia
was not improved by omega 3 suplementation (Fig 2A and 2B). Leptinemia was unmodified
after 1 month but reduced in standard + omega 3 fed rats after 3 months of feeding (<0.05)
(Fig 3B).

Omega 3 LC-PUFA ameliorated liver steatosis in fructose-fed rats

Fructose induced a significant increase of liver weight and hepatic triacylglycerols after 3
months of feeding (p<0.05), suggesting hepatomegaly. Interestingly, omega 3
supplementation reversed these effects (Fig 4A and 4B).
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Analysis of fatty acids in the liver showed a massive incorporation of EPA and DHA (Fig
4C). Surprisingly, incorporation of DHA in the liver was higher in fructose+omega 3 rats than
in standard+omega 3 rats (p<0.01), whereas the inverse was observed with EPA (p<0.05).

Omega 3 LC-PUFA incorporation in the retina
A significant increase in EPA and DHA was observed in rats after 1 and 3 months (p<0.05,
Figure 5). EPA levels in the retina of fructose + omega 3 fed rats remained significantly

higher than in standard+omega 3 fed rats (p<0.05, Figure 5).

Omega 3 LC-PUFA supplementation induced retinal and REP atrophy in a CNV model

Representative images of retinal and choroidal angiography extracted from cSLO after 1
month of feeding are presented in Fig 6A. Quantification of neovascularization of CNV after
1 month of feeding is presented in Fig 6B. As expected, and previously reported [16],
fructose-fed rats developed significant exacerbated neovascularization 2 and 3 weeks after
laser induced CNV. Omega 3 fed rats (So3 and Fw3) showed similar CNV to standard rats 2
weeks after laser injury (Figure 6B1). Nevertheless, CNV increased at similar levels to
fructose fed rats in standard+omega 3 and fructose+omega 3 fed rats 3 weeks after laser
injury (Figure 6B2).

After a period of 3 months of feeding with omega 3 LC-PUFA, c¢SLO images showed
abnormal eye fundi in fructose+omega 3 and standard+omega 3 fed animals (Figure 7). SD-
OCT images suggested reduced retinal thickness (Figure 8). Associated to an haematoxylin
counterstaining of ocular sections from the eye observed by SD-OCT, we identified an
exacerbated atrophy of the outer nuclear layer (ONL) and the retinal pigmentary epithelium
(RPE) in fructose+omega 3 and standard+omega 3 rats (Fig 8B and C).

Omega 3 LC-PUFA supplementation altered sensitivity of cone photoreceptors and
functionalities of the inner retina

8.02Hz ERG showed a shift to the right of cone peak of fructose+tomega 3 and
standard+omega 3 fed rats after 1 and 3 months (A = 0.5 log, Figure 9), highlighting a
decrease of sensitivity of cone photoreceptor to light stimulus.

4. Discussion
MetS is considered as a major public major public health issue and an important contributor to
the global burden of chronic disease and disability. In our previous study, we showed that
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MetS favored retinal complications, including neovascularization [16]. Omega 3 LC-PUFA
have been reported to improve several parameters of metabolic syndrome such as insulin
sensitivity, glucose metabolism [26], hypertriglyceridemia [27], inflammation [28],
endothelial function [29]. In addition, omega 3 LC-PUFA have shown protective effects
against retinal neovascularization [12].

Accounting to these effects, we hypothesized that omega 3 LC-PUFA would reduced CNV in
our model of MetS.

We reported no positive effects of omega 3 LC-PUFA on plasma glucose, triacyglycerols,
fructosamine, and HDL- and LDL-cholesterol levels as shown by others [30]. The lack of
effects of omega 3 LC-PUFA on insulinemia is consistent with data from a recent study in
patients with metabolic syndrome [27]. The decrease of leptinemia in standard + omega 3 fed
rats is consistent with a study indicating a decrease of leptinemia in non obese patients

supplemented with omega 3 [6].

Surprisingly, we observed an increase of body fat in fructose fed rats after 1 and 3 months of
feeding which was also shown in omega 3 supplemented rats (Sw3, Fw3). These results
differed from studies in this field which usually reported an improvement of BMI in patients
fed with fish or fish oil without changes in body fat [31].

Interestingly, liver steatosis seemed to be positively affected by this supplementation. This is
consistent with a recent study that reported anti-steatotic effect of omega 3 from fish in obese
mice [32], and in fructose fed rats [33].

The primary aim of our study was to investigate whether Omega 3 EPA and DHA
supplementation would reduce the development of CNV. Laser photocoagulation was used to
trigger neovascularization, as used by others [34]. Laser spots create damage in the Bruch
membrane that favors endothelial cells, pericytes, and inflammatory cells entering the RPE
and sub-retinal space and forming CNV [34]. As indicated previously [16] and confirmed in
the present study, a 1 month period of fructose feeding was associated with an exacerbated
development of CNV. Two weeks after laser induced CNV, we observed a transient but
significant reduction of neovascularization in fructose+tomega 3 fed rats. However, this
improvement did not persist later on since CNV was exacerbated in omega 3 supplemented
rats. Unexpectedly, omega 3 supplementation induced atrophy of the RPE and the outer

nuclear layer. Only few data described such deleterious effects of omega 3. A previous report
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published in 1996 suggested that dietary fish oil supplementation may be harmful for the
microvasculature in the retina of streptozotocin-induced diabetic rats, including perycite loss
and formation of acellular, occluded capillaries [35]. Consistent with our findings, metabolites
of omega 3 LC-PUFA may increase retinal pathologic neovascularization in mouse [36] . We
supposed oxidative stress and generation of corresponding end-products of omega 3 LC-
PUFA to be involved in these side effects, as reviewed by Salomon and co-workers in retinal
neovascularization [37]. The decrease of sensitivity of cone photoreceptors in rats
supplemented with omega 3 LC-PUFA supported the deleterious effects of a massive
supplementation with these fatty acids.

It is well accepted that inflammation and oxidative stress are involved in the initiation and
evolution of the MetS features and in a context of diabetes [38-40]. Thus, we supposed that
oxidative stress generated by MetS offered favorable conditions for pro oxidant and
deleterious effects of omega 3. Further investigations are needed to characterize the retinal
atrophy described here. We suggested that further potentiation of the oxidative damages might
be result from an association with an acute light sensitivity in a context of omega 3
supplementation after laser induced CNV and should be investigated. Finally, it seems
important to consider which contents of omega 3 should possibly efficient and sufficient to

protect and not create physiological and retinal injuries.
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5. Figure legends

Fig 1: Body fat was increased in fructose fed rats after 1 and 3 months of feeding and in
omega 3 fed rats after 3 months of feeding

Body fat (expressed as % of body weight) was quantified by EchoMRI in the rat after 1 month
(A) and 3 months (B) of feeding with either the standard (S), 60%-rich fructose (F) diet,
standard omega 3 diet (S®3) or fructose omega 3 (Fw3). * statistically different at p<0.05
(Kruskal-Wallis test). The bottom and top of the box are the first and third quartiles, and the
band inside the box is the median. The ends of the whiskers are 1 standard deviation above

and below the mean of the data (n=8 rats per group).

Fig 2: Insulinemia was increased in fructose and fructose+omega 3 fed rats after 1 and 3
months of feeding

Plasma insulin (expressed in pg per mL of plasma) were quantified in the rat after 1 month
(A) and 3 months (B) of feeding with either the standard (S) or 60%-rich fructose (F) diet
standard omega 3 diet (Sw3) or fructose omega 3 (Fw3). * statistically different at p<0.05
(Kruskal-Wallis test). Values are given as means + SD (n=8 rats per group)

Fig 3: Leptinemia was not affected by fructose and fructose+tomega 3 diets but
decreased in standard omega 3 fed rats after 3 months of feeding

Plasma leptin (expressed in pg per mL of plasma) were quantified in the rat after 1 month (A)
and 3 months (B) of feeding with either the standard (S) or 60%-rich fructose (F) diet
standard omega 3 diet (S®3) or fructose omega 3 (Fw3). * statistically different at p<0.05
(Kruskal-Wallis test). Values are given as means + SD (n=8 rats per group)

Fig 4: Effects of fructose and omega 3 LC-PUFA on hepatosteatosis and fatty acid
profile

A: Fructose-induced hepatomegaly was prevented by omega 3 LC-PUFA after 3 months
of feeding

Hepatomegaly was evaluated by measuring liver weight (g) * and f statistically different at
p<0.05 and 0.01, respectively (Kruskal-Wallis test). Values are given as means + SD (n=8 rats

per group).
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B: Fructose-induced hepatic steatosis was prevented by omega 3 LC-PUFA after 3
months of feeding

Hepatic steatosis was evaluated by measuring triacylglycerols in the liver (expressed in % of
total lipids) after 3 months of feeding with either the standard (S), 60%-rich fructose (F) diet,
standard omega 3 diet (Sw3) or fructose omega 3 (Fw3). * and { statistically different at
p<0.05 and 0.01, respectively (Kruskal-Wallis test). Values are given as means + SD (n=8 rats
per group).

C: Contents of omega 3 LC-PUFA in the liver after 3 months of feeding

Contents of ALA (C18:3 n-3), EPA (C20:5 n-3), DPA (C22:5 n-3), DHA (C 22:6 n-3) were
evaluated by GC fatty analysis. * and t statistically different at p<0.05 and 0.01, respectively
(Kruskal-Wallis test). Values are given as means + SD (n=8 rats per group).

Fig 5: Fatty acid contents of EPA and DHA in the retina after 1 and 3 months of feeding
Contents of EPA (C20:5 n-3) and DHA (C22:6 n-3) were evaluated by gas chromatography. *
and T statistically different at p<0.05 and 0.01, respectively (Kruskal-Wallis test). Values are
given as means = SD (n=8 rats per group).

Fig 6: Laser-induced choroidal neovascularization (CNV) was enhanced in rats fed with
a 60%-rich fructose diet but was only transiently prevented by omega 3 LC-PUFA after
1 month of feeding

A: Representative images of choroidal indocyanine green angiography and retinal fluorescein
angiography taken 2 weeks post laser-induced CNV in rats fed with either the standard, 60%-
rich fructose diet, standard omega 3 diet (Sw3) or fructose omega 3 (Fw3). Images were taken
at 20° by confocal scanning laser ophthalmoscopy at 795 nm. CNV correspond to the filling
of the new vessels by indocyanine green further to the breaks created by the laser spots (532
nm, 300 mW, 50 ms, 75 pm) in the retinal pigment epithelium and Bruch’s membrane.

B: Semi-quantification of CNV (ratio between the area of indocyanine green fluorescence and
optic disc area) at 2 and 3 weeks after laser-induced CNV in the rat fed with either the
standard (S) or 60%-rich fructose (F) diet, standard omega 3 diet (Sw3) or fructose omega 3
(Fw3). * statistically different at p<0.05 (Kruskal-Wallis test). Values are given as individual
data and means + SD (n=8 rats per group).
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Fig 7: Three month-supplementations with omega 3 LC-PUFA were associated to retinal
atrophy in laser-induced choroidal neovascularization (CNV) rats

Representative images of choroidal indocyanine green angiography and retinal fluorescein
angiography taken 2 weeks post laser-induced CNV in rats fed with either the standard (S),
60%-rich fructose diet (F), standard omega 3 diet (Sw3) or fructose omega 3 (Fw3). Images
were taken at 20° by confocal scanning laser ophthalmoscopy at 795 nm.

Fig 8: Visualisation of retinal atrophy by Spectral Domain Optical Coherence
Tomography and haematoxylin counterstaining

Representative images of choroidal angiographies (1) associated to SD-OCT (2) using SD-
OCT Spectralis, two weeks after laser induced CNV, in Fructose (A), Fructose+omega 3 (B)
and Standard+omega 3 (C) fed rats, after three months of feeding. Eye cryosections of the
corresponding eyes were performed after euthanasia with an haematoxyllin counterstain (3).

Fig 9: Omega 3 LC-PUFA supplementation induced a decrease of sensitivity of cone
photoreceptors after 1 and 3 months of feeding

8.02Hz Flicker electroretinographic data of S, F, Sw3, Fo3 fed rats at 1 (A) and 3 months (B).
Black lines indicate maximal response of photoreceptors in standard fed rats (S), red lines
indicates maximal response of photoreceptors in fructose fed rats (F).Green lines indicate
maximal response of photoreceptors of standard + omega 3 fed rats (Sw3). Orange lines
indicate maximal response of photoreceptors of fructose + omega 3 fed rats (Fw3). The first

peak corresponds to maximal response of rods and the second peak to cones. (n=8 in each

group).
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Table 1

Fatty acids composition of dietary lipids

oil mixture
Standard and
Fructose diets

oil mixture
Standard omega 3 and Fructose
omega 3 diets

C12:0 0,07 0,26
C14:0 0,41 6,27
C15:0 0,03 0,44
C16:0 19,45 24,96
Cl16:1 ®9 0,03 0,32
Cl6:1 o7 0,14 6,37
C17:0 0,07 0,39
C18:0 3,35 4,23
C18:1t ND 0,12
C18:1 ®9 58,49 25,83
C18:1 o7 1,11 2,68
C18:2tc 0,12 ND
C18:2ct 0,13 ND
C18:2 w6 13,19 13,13
C18:3 w6 ND 0,12
C20:0 0,36 0,38
C20:1 ®9 0,41 0,84
C20:1 7 0,00 ND
C18:3 o3 1,71 0,58
iso C18:3 0,08 1,58
C18:4 o3 ND ND
C20:4 w6 ND 0,46
C20:5 o3 ND 6,03
C20:2 w6 0,06 0,14
C22:0 0,47 0,28
C22:1 ®9 0,09 0,45
C24:.0 0,18 ND
C24:1 »9 0,04 0,21
C22:5 w6 ND 0,14
C22:5 w3 ND 0,58
C22:6 ®3 ND 3,22
total 99,99 100,01
saturated FA 24,39 37,21
monounsaturated FA 60,27 36,49
total w6 FA 13,25 13,99
total w3 FA 1,71 10,41
w6 + w3 FA 14,96 24,40

Values are expressed in percentage of total fatty acids. ND: Not Detected
(under the detection limit of gas chromatography, p<0.05)
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Figure 2
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Leptinemia

Figure 3
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Figure 6
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I11-Résultats et conclusions principales

L es résultats obtenus dans nos études préalables ont permis de mettre en place un modele
animal de syndrome meétabolique présentant un terrain favorable a I’installation de
complications de type néovasculaires et d’altérations fonctionnelles dans la rétine. Cette
derniére étude avait pour but de tester 1’éventuel effet préventif d’AGPI-LC de type oméga 3
sur les consequences rétiniennes observées précédemment (perte de sensibilité des
photorécepteurs et augmentation de la néovascularisation choroidienne) ainsi que sur les

conséquences physiologiques générees par ce régime pro-diabétogene.

Des rats Brown Norway ont recu pendant différentes durées de 15 jours, 21 jours, 1 mois et 3
mois soit un régime standard, soit un régime fructose, soit un régime standard enrichi en

oméga 3 EPA et DHA, soit un régime fructose enrichi en oméga 3 EPA et DHA.

Au niveau physiologique, I’hyperinsulinémie detectée des 1 mois chez des rats soumis & un
régime fructose n’est pas contrecarrée par I’apport d’oméga 3. De méme la leptinémie n’a pas
été affecté. Aucune modification des parameétres plasmatiques cholestérol, HDL, LDL,
triacylglycérol et fructosamine n’a été détectée. Aprés 3 mois de régime, les animaux soumis
aux régimes fructose, standard + oméga 3 et fructose + oméga 3 présentent une augmentation
significative de masse grasse. Un effet significatif des oméga 3 est cependant observé sur la
diminution de la stéatose hépatique induite par le régime fructose aprés 3 mois de régime.

Les analyses lipidiques menées sur les rétines et structures cérébrales ont montré une
incorporation rapide de I’EPA et DHA dés quelques jours de régime, révélant une meilleure
incorporation dans la rétine que dans le cerveau en particulier sous régime fructose + oméga
3.

Par ailleurs, les études menées sur le modéle CNV ont mis en évidence aprés 1 mois une
diminution significative de la néovascularisation sous régime oméga 3 (comparé au régime
fructose) mais qui reste cependant trés transitoire. Apres 3 mois de régime, les angiographies
réalisées mettaient clairement en évidence des zones anormales chez tous les animaux soumis
aux régimes oméga 3. Des analyses menées par Spectral Domain Optical Coherence

Tomography et par la réalisation de colorations a 1’haematoxyline sur cryosections ont alors
192



révelé une atrophie de la rétine sous régimes enrichis en oméga 3. Cette atrophie concerne en

particulier la couche nucléaire externe et de I’EPR.

Les études électrorétinographiques menées au cours de notre étude a court terme avait montré
une atteinte de la sensibilité des photorécepteurs de types cbnes sous régime fructose des 8
jours de régime. Ceci s’avere ici confirmé apres 15 jours et 21 jours de régime. Cette perte est
transitoire sous régime fructose mais reste cependant maintenue en présence d’oméga 3 a long
terme. Apres 3 mois de régime, de légeéres altérations des fonctionnalités rétiniennes ont été
détectées en particulier une diminution d’amplitude de 1’onde b et une augmentation du temps

de latence de ’onde A.

Cette étude met finalement clairement en évidence qu’une supplémentation en EPA et DHA a
forte dose peut avoir des conséquences déléteres a la fois au niveau physiologique
(augmentation de masse grasse notamment) mais aussi au niveau rétinien. En effet, il est ainsi
suggéré qu’un contexte de syndrome métabolique générerait un stress oxydatif qui offrirait
des conditions favorables a des effets déléteres des omégas 3 a longue chaine dans la rétine.
Enfin, ces données remettent clairement en cause 1’effet préventif de I’EPA et du DHA qui

avait été suggéré dans le cadre de pathologies rétiniennes telles que la rétinopathie diabétique.
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Chapitre 5

Discussion générale et perspectives
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J usqu’alors, trés peu d’études s’étaient intéressées a caractériser 1’adaptation de la rétine a
un syndrome métabolique. Considérant I’importance du syndrome métabolique comme
facteur de risque majeur d’un diabéte de type 2 et face a 1’épidémie mondiale d’obésité a
laguelle notre société est confrontée, ces travaux entraient donc dans un véritable contexte

d’actualité en termes de santé publique.

L’intégralité de ce projet a été mené sur le modele animal de type rat Brown Norway et le

syndrome métabolique induit par un régime enrichi & 60% de fructose.

Parmi les différentes adaptations et altérations mises en évidence dans ce modeéle, notre
premiére étude a montré qu’une période tres réduite de ce régime enrichi en fructose suffisait
a induire des conditions métaboliques propices a une modification de la sensibilité des cones.
Comprendre quels genes pouvaient étre impliqués dans ce processus précoce d’altération des
cellules photoréceptrices devenait alors un véritable enjeu. L’analyse de I’expression des
génes par biopuces Affymetrix confirmée par RTqPCR a permis alors de cibler un réseau de
cristallines ainsi que les génes Nid1, Optc, Npy comme acteurs potentiels dans ce processus.
De récentes études avaient notamment mis en évidence que les familles de cristallines seraient
clairement impliquées dans la pathogénese de la rétinopathie diabétique et de la DMLA
(Sinha et al., 2008) (Fort et al., 2009). Leur expression pourrait constituer une réponse
adaptative du tissu rétinien face a un stress (Heise et al., 2013). Nos résultats en revanche sont
inverses par rapport aux données de la littérature mais ils laissent suggérer qu’un stress
nutritionnel serait capable d’induire trés rapidement des adaptations face a un nouvel
environnement. D’autre part, notre étude conforte le fait que des atteintes des cellules
neuronales rétiniennes représentent les premiers changements détectables bien avant que des
complications microvasculaires ne soient observées. En effet, il a d’ailleurs été rapporté que
des patients diabétiques étaient susceptibles de présenter des altérations de leurs réponses
électrorétinographiques suggérant des atteintes des fonctions neurogliales, avant de
développer véritablement une RD (Abcouwer and Gardner, 2014).

Notre seconde étude a permis de caractériser 1’adaptation de la rétine a un régime enrichi en
fructose a long terme. L’hyperinsulinémie et 1’hyperleptinémie détectées, associées a
I’augmentation de masse grasse et a la mise en place d’une stéatose hépatique chez le rat a

permis de confirmer ’efficacité de ce type de régime riche en fructose pour induire un
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syndrome métabolique chez le rat. Nous reléverons néanmoins que contrairement a d’autres
études aucune modification des taux plasmatiques de cholestérol, HDL, LDL, triacylglycérol
et fructosamine n’a été détectée (Citil et al., 2014). En effet, certaines études montrent que ces
parametres ne varient pas toujours. Par exemple, dans 1’étude récente de Mamikutty
(Mamikutty et al., 2014) seuls les taux de triacylglycerol apparaissent augmentés chez des rats
Wistar rendus diabétiques par un apport en fructose sous forme de boisson pendant 8
semaines. Une étude récente a notamment montré que les parameétres plasmatiques peuvent
largement varier en fonction de la richesse en fibre de la farine a laquelle le fructose est
associe. Ainsi une farine blanche sans fibre dans le cadre d’un régime enrichi en fructose
favoriserait 1’augmentation des taux plasmatiques de TG et de glucose et réduirait les taux de
HDL comparé a une association « farine compléte et fructose » (Amin and Gilani, 2013). Il
est eégalement possible que la souche de rat Brown Norway utilisée ici soit moins sensible a

des variations des parametres plasmatiques.

Cet environnement diabétogene a entrainé une augmentation exacerbée de la
néovascularisation lorsqu’il a été associé a un modéle d’induction de la néovascularisation par
impacts laser au fond d’ceil. De plus, les animaux soumis a ce régime mais non impactes ont
montré une surexpression de facteurs pro-angiogéniques dans la rétine confirmant donc

I’existence d’un terrain propice a des complications néovasculaires.

Par ailleurs, des altérations des fonctionnalités rétiniennes et notamment une diminution de la
sensibilité des batonnets ainsi qu’une diminution de I’amplitude des potentiels oscillatoires
ont été détectées. Ces données indiquent clairement une atteinte de la rétine neurale. A ce
titre, il existerait un systeme de couplage entre baténnets et cdnes (Sharpe and Stockman,
1999). En particulier, chez des souris déficientes Cx36, ce couplage serait important pour la
vision en conditions de pénombre (Abd-El-Barr et al., 2009) (Seeliger et al., 2011). Une étude
récente a mis en évidence que cette signalisation entre batonnets et cones se ferait par
I’intermédiaire de jonctions gap chez la souris (Asteriti et al., 2014). Ainsi la diminution de
sensibilité des cones observée en un premier temps a court terme, puis des batonnets a long
terme pourrait peut-étre s’expliquer par 1’existence de cette communication entre cones et
batonnets. A ce titre, le facteur RACVF pourrait jouer un réle dans cette communication inter-
photoréceptrice. Il serait d’ailleurs impliqué dans la maintenance des photorécepteurs et la
résistance au stress oxydatif dans la rétine (Cronin et al., 2010).
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Par ailleurs, 1’augmentation de I’infiltration des macrophages et/ou des cellules gliales

témoigne de I’inflammation créée par cet environnement pro-diabétogene dans la rétine.

Ces données encouragent clairement a poursuivre les recherches afin de définir quels
mécanismes moléculaires et cellulaires exacts interviennent dans les stades précoces de la
pathologie. Elles suggérent également 1’importance d’envisager une prévention deés qu’un
terrain favorable au développement d’un diabéte est suspecté. Nos précédentes données ont
permis de mettre en évidence des atteintes de la rétine aussi bien néovasculaires,
inflammatoires que fonctionnelles. Ces atteintes sont susceptibles d’apparaitre dés le stade
d’insulinorésistance, bien avant que 1’on considére réellement que la pathologie ne soit
installée. Finalement, un des aspects novateurs de ce projet a consisté en 1’association de ce
régime diabétogene couplé a un modele de CNV, les résultats de ce projet ont permis de

valider 1’utilisation de notre modéle animal.

L’ensemble des résultats obtenus dans ces deux premicres études caractérisant 1’adaptation de
la rétine face a un régime enrichi en fructose sont récapitulés sous forme schématique dans la
Figure 22a. Ce schéma permet de faire le lien entre 1’évolution des paramétres physiologiques

et transcriptomiques menant a des conséquences fonctionnelles et cliniques.

Suite aux complications et altérations mises en évidence dans ces deux premieres
études, nous nous sommes proposes d’envisager lors de notre troisieme et derniére étude une
prévention a 1’aide d’une supplémentation en EPA (10,9%) et DHA (7,2%) en accord avec
des expérimentations menées auparavant dans notre laboratoire (Schnebelen et al., 2011). Ces
teneurs permettant d’abaisser drastiquement le rapport oméga 6 / oméga 3 a 1,34 (initialement

de 7,75 dans les régimes standard et fructose).

Cette étude s’est alors focalisée dans un premier temps sur ’effet des omega 3 EPA et DHA
sur les différents parameétres du syndrome métabolique. Hormis un effet plutét bénéfique sur
la stéatose hépatique induite par le régime enrichi en fructose, aucun effet des oméga 3
associé a un régime fructose n’a été détecté sur les parametres plasmatiques. De plus, une
augmentation de la masse grasse a été générée chez tous les animaux enrichis en oméga 3.
Nous en avons donc conclu a un effet delétere a long terme de cet enrichissement au niveau

physiologique.
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Dans un second temps, nous nous sommes focalisés sur un possible bénéfice de I’EPA et
DHA sur les complications néovasculaires précedemment identifiées. Contrairement a nos
attentes, cette supplémentation a généré une atrophie de la rétine chez tous les animaux

enrichis en oméga 3 aprés 3 mois de régime.

Ces données aménent a supposer qu’un stress oxydatif a été¢ généré dans la rétine dans le
cadre d’une peut étre trop forte supplémentation en EPA et DHA. Associée a un syndrome
métabolique, elle serait susceptible de constituer un terrain propice a leur oxydation et a des
effets delétéres pour la rétine.

Un schéma récapitulatif des résultats principaux de cette étude est présenté dans la Figure
22h.

Des données intéressantes, non présentées dans les articles précédents du fait d’un nombre
peu important d’animaux, justifient tout de méme d’étre signalées. En effet, lorsque ces
animaux supplémentés en omega 3 et ayant recu des impacts lasers sont hébergés en
conditions de lumiere réduite (80 lux au centre de la cage sous lampe a incandescence, 280
lux sous tube a fluorescence au centre de la cage), ils ne développent pas I’atrophie observée
précédemment. Ces données apparaissent en relation avec un échange paru recémment dans le
journal Experimental Eye Research entre Luhmann (Luhmann et al., 2013) et Combadiere
(Combadiere et al.,2013) sur I'importance des conditions lumineuses liées a 1’hébergement.
En effet celles-ci seraient suceptible d’induire une prolifération de cellules microgliales et
macrophagiques chez des souris Cx3crl -/ -pour une intensité lumineuse comprise entre 100
et 500 lux. Ces données amenent a suggérer qu’une intensité lumineuse spécifique serait

nécessaire pour générer le processus d’oxydation supposé dans nos expérimentations.

Des expeériences complémentaires demandent donc a étre réalisées afin de mieux caractériser
le phénomeéne d’atrophie observé. Ainsi, ces données aménent a réfléchir sur 1’utilité d’une
supplémentation en EPA et DHA dans le cadre de pathologies oculaires telles que la RD ou

plus généralement dans le cadre d’un syndrome métabolique.

Concernant les supplémentations en omega 3 recues par les animaux de cette étude, il est
important de garder a I’esprit que 1’extrapolation de I’animal a I’homme n’est pas parfaite du

fait d’une relation non linéaire entre I’apport alimentaire total et le poids (Rucker and Storms,
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2002). Concretement, cette supplémentation correspondrait a un apport énergétique journalier
de 0,85 g de lipides (pour une moyenne de 17g de croquettes consommée/j/animal) dont
3,22% de DHA (soit 27 mg). En effet, si nous nous en tenons a une simple linéarisation vis-a-
vis du poids corporel entre le rat et ’homme, un apport de 27 mg de DHA pour un rat de 300
g équivaudrait a 6300 mg pour un homme de 70 kg, soit un apport 25 fois supérieur aux 250
mg recommandés. Ainsi, selon 1’étude menée par Rucker et Storms, un modele
d’extrapolation logarithmique a été défini pour différents micronutriments de type minéraux
(Rucker and Storms, 2002) et serait adaptable a différents étres vivants de poids variables
(Figure 20). A partir de ce modéle, bien que les apports et 1’assimilation des minéraux et des
lipides soient clairement différents, nous proposons ici une extrapolation logarithmique
similaire afin de définir 1’apport nutritionnel supposé optimal en DHA pour un rat et ainsi de
le comparer a la supplémentation de 27 mg/j que nous avons administrée (Figure 21). Cette
extrapolation est réalisée a partir des apports optimaux en DHA pour un homme d’environ 70
kg (x 20 kg), soit 250 mg et d’un enfant d’un an d’environ 10 kg (x 5 kg), soit 70 mg. Celle-ci
nous permet de montrer qu’une supplémentation optimale pour un rat de 300g (£ 50 g) serait
de 7 £ 0,5 mg de DHA par jour. La supplémentation en DHA de 27 mg administrée dans
notre étude serait donc en moyenne 4 fois supérieure a la teneur en DHA optimale pour un rat,

telle que proposée dans ce modeéle.
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Figure 20: Extrapolation logarithmique entre le poids et [’'apport en différents
micronutriments

Extrapolation logarithmique représentant [’apport journalier en différents minéraux tels que
le Manganése (Mn), le Zinc (Zn), le Fer (Fe) et le Cuivre (Cu) en fonction du poids. Valable
chez la souris, le rat, le poulet, le chien et I’homme en fonction de leurs poids corporels

respectifs.

Adapté de Rucker and Storms, 2002.
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Figure 21 : Extrapolation logarithmique entre le poids et I’apport en DHA

Extrapolation logarithmique calculée a partir de [’apport journalier optimal en DHA pour un homme de 70 (+/- 20) kg et un enfant de 10 (+/- 5) kg,
permettant de définir I’apport optimal pour un rat de 300 (+/- 50) g et de le comparer a la quantité de DHA recue par les rats supplémentés en oméga 3.



Cette derniere étude menee au cours de ma theése invite a réfléchir a de nombreuses
perspectives quant au réel bénéfice des omégas 3. En effet bien que récemment remis en
question pour leur utilité dans le cadre de la DMLA (étude ARED2). Aucun effet délétere réel
des omégas 3 n’avait été jusque-la mis en évidence dans la rétine excepté au cours d’une
étude assez ancienne (Hammes et al., 1996) et d’une étude récente (Shao et al., 2014). L’étude
de Hammes mettait des lors en garde sur les possibles effets néfastes d’une supplémentation
en huile de poisson pour la microvascularisation rétinienne dans le cadre d’un diabéte induit
par streptozotocine chez le rat. En effet, ce regime contenant 750 mg d’huile de poisson (14%
d’EPA et 10% de DHA) a été administré 5 jours par semaine pendant 6 mois. Il a conduit,
dans le groupe d’animaux diabétiques ayant recus une supplémentation en oméga 3, a une
augmentation de 75% des capillaires acellulaires et a leur occlusion. Cette étude laisse
suggerer une possible peroxydation des oméga 3 menant a des effets pro-oxydant des
vitamines C et E inclues dans le régime. Enfin, cette étude aménenait a s’interroger sur les
possibles effets déléteres de cette supplémentation sur les capillaires rétiniens en absence de
diabéte (Hammes et al., 1996). L’étude de Shao rapportait quant a elle I’existence d’une
possible implication du Cytochrome P450 2C8 et des metabolites des oméga 3 dans

I’angiogéneése pathologique rétinienne (Shao et al., 2014).

Suite a ces travaux, d’un point de vue expérimental, il apparait nécessaire de déterminer
I’effet dose, en terme de rapport oméga 6 / oméga 3 ; mais aussi en terme de quantité d’EPA
et de DHA, qui serait susceptible d’étre efficace d’un point de vue préventif et non délétére
pour la rétine. Ne suffirait-il pas finalement d’abaisser seulement la teneur en oméga 6 et de
maintenir un taux constant d’oméga 3 plutdt que de chercher toujours a enrichir le milieu
nutritionnel ? De méme, de plus en plus de travaux s’intéressent au DPA, intermeédiaire
métabolique entre I’EPA et le DHA, ne serait-il pas judicieux de tester également son
efficacité ? La NPD1, en tant que métabolite oxygéné du DHA a elle aussi montré un fort

intérét d’un point de vue neuroprotecteur et reste néanmaoins une piste a considérer.

Par ailleurs nos données ont mis en évidence que 1’atrophie caractérisée chez les animaux
enrichis en oméga 3 n’était pas présente si les animaux étaient hébergés dans des conditions
lumineuses réduites, a ce titre il apparait donc intéressant de déterminer la qualité et la

quantité de la lumiére permettant de limiter ces atteintes photo-oxydatives.
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Le remodelage matriciel observé dans cette atrophie demande lui aussi d’autres investigations

dans le but de comprendre quelles voies et genes sont impliqués dans ce processus.

Enfin, d’un point de vue industriel, ces données nous ameénent a se diriger de plus en plus vers
une prévention personnalisée, dépendante de 1’état physiologique et pathologique du patient,
de son alimentation, de ses antécédents et de son génome. Bien que trés colteuse a ce jour,
elle est slrement la clé d’une supplémentation efficiente dans le cadre de ces pathologies
oculaires. De méme, il s’avére de plus en plus important de cibler les patients a risque le plus
tot possible afin que la prévention soit envisagée dans des stades tres précoces est puisse faire

preuve d’autant plus d’efficacité.

Ces travaux bien que défaitistes face aux effets de I’EPA et du DHA ne ferment bien entendu
pas la porte a leurs éventuels bénéefices, mais ils demandent encore de nombreuses
investigations dans ce domaine afin d’assurer une efficacité optimale. En revanche, une
supplémentation ne doit étre envisagée que si le patient ne dispose pas d’une consommation
optimale de poissons gras nécessaire a maintenir ses apports nutritionnels conseillés en oméga
3 dans le cadre de sa pathologie. Limiter le stress oxydatif lorsque 1’on utilise les oméga 3
dans une supplémentation apparait étre un enjeu clé. Une association avec des molécules aux
propriétés antioxydantes pourrait alors s’avérer efficace. Des extraits de gingko biloba par
exemple sont reconnus pour leurs propriétés antioxydantes mais aussi protectrices d’un point
de vue vasculaire et neuronal (Hirooka et al., 2004). Ces molécules sont d’ailleurs déja
revendiquées a ce jour pour leur efficacité dans la pathologie du glaucome (Guo et al., 2014)
(Quaranta et al., 2014). L’association de ces molécules anti-oxydantes avec des AGPI-LC de
type oméga 3 pourrait étre éventuellement intéressante dans le cadre de la prévention de la
RD.
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Figure 22 : Schémas bilans synthétiques
A : Schéma récapitulatif des études menées a court terme et & long terme sur la caractérisation de la
réponse de la rétine face a un environnement diabétogene de type fructose.

B : Schéma récapitulatif de [’étude de supplémentation menée visant a étudier la modulation de la réponse
de la rétine par une approche nutritionnelle a base d’acide gras polyinsaturés a longue de chaine de type
oméga 3.
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