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Avant-propos

La mégaline/Lrp2 est un récepteur endocytique transmembranaire multiligand de
600kDa. Elle est exprimée a la membrane apicale de plusieurs épithéliums absorptifs,
notamment ceux du rein et de lintestin. Dans I'ceil elle est exprimée au niveau du
I'épithélium ciliaire et de I'épithélium pigmentaire rétinien (Assémat et al., 2005b). Elle est
importante pour la réabsorption rénale de nombreux ligands, dont des protéines sérigues,
des enzymes et des médicaments. Au cours du développement la mégaline est impliquée
dans la morphogeneése du télencéphale ou elle contribue a la dégradation de BMP4
(Spoelgen et al., 2005) et a la signalisation de SHH (McCarthy et al., 2002 ; Christ et al.,
2012). Chez 'hnomme, des mutations de la mégaline ont été caractérisées chez des
patients atteints du syndrome de Donnai-Barrow, caractérisé, entre autres, par une
agénésie du corps calleux, une protéinurie, une hernie diaphragmatique, des troubles de
I'audition et une myopie forte (Pober et al., 2009).

Pour étudier le role de la mégaline/Lrp2 dans le développement de I'eeil nous avons
généré des souris conditionnelles inactivées pour la mégaline/Lrp2 spécifiquement dans le
prosencéphale (souche FoxG1-Cre Meg'L). Le prosencéphale antérieur est la structure
embryonnaire qui donne naissance au télencéphale et au diencéphale, dont I'ceil (rétine,
épithélium pigmentaire, corps ciliaire et iris) dérive.

Le premier objectif de mon travail de thése a été la caractérisation détaillée du
phénotype oculaire des souris FoxG1-Cre Meg't (Joseph et al., 2014; soumis). Le
deuxieme objectif a été I'étude de la fonction de la mégaline dans le corps ciliaire. Nous
montrons que la mégaline contribue a I'endocytose dégradative des protéines
plasmatiques présentes au niveau de l'interface des épithéliums pigmentaire et non-
pigmentaire du corps ciliaire

Ce modéle génétiqgue nous permettra de mieux comprendre la pathogenese de la
myopie forte, comme celle détectée chez les patients Donnai-Barrow. Le réle de la
mégaline comme récepteur endocytique contribuant a la fonction de I'épithélium ciliaire
ouvre de nouvelles perspectives quant a la modulation de la fonction de cette structure au

cours des pathologies oculaires telles que la myopie ou le glaucome.
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Introduction

I-Les récepteurs endocytiques multiligands: La mégaline/lrp2

La mégaline/Lrp2, identifiée en 1982 comme I'antigéne de la néphrite de Heymann
(Kerjaschi et al., 1982; Kerjaschi et al., 1983), est un récepteur endocytique qui appartient
a la famille des récepteurs aux lipoprotéines a faible densité(LDLRs) (Moestrup et al.,
1994; Saito et al., 1994; Marzolo &Farfan, 2011)

I-1-La famille des récepteurs aux LDLs

Cette famille comporte aussi: les VLDLRs, apoER2 et les LRPs (Hussain et al.,
1999) (Figure 1). Tous les membres de la famille des récepteurs aux LDLs sont des
glycoprotéines transmembranaires de type | ayant en commun un domaine extracellulaire,
un domaine transmembranaire et une queue cytoplasmique. Le domaine extracellulaire
contient des motifs de classe A, de classe B et le domaine intracellulaire, des signaux
d’internalisation NPXY (Krieger et al., 1994; Schneider et al., 1997) (Figure 1).

En présence de Ca?*, tous les membres de la famille lient une multitude de ligands
extracellulaires. Dans la majorité des cas les ligands sont destinés a une voie lysosomale.
Tous les récepteurs sont aussi capables de lier la Receptor Associated Protein (RAP).
Située dans le réticulum endoblastique cette protéine de 40 kDa intervient comme protéine
chaperonne dans la biosynthése des récepteurs des LDLs. Sa liaison empécherait toutes
liaisons prématurées des récepteurs avec des ligands intracellulaires (Willnow et al.,
1996a). L'invalidation du géne de la RAP chez la souris s’accompagne d’une réduction

significative de I'expression des LDLRs a la membrane (Birn et al., 2000).

I-1-1-La signalisation par les récepteurs aux LDLs

Alors que la fonction premiere du LDLR est l'internalisation des LDLs (Figure 22),
des études ont révélé des séquences dans les domaine cytoplasmique de ces récepteurs,
a lorigine d’'interactions avec des protéines intracellulaires induisant les cascades de
signalisation (Jen et al., 2010; Weekes et al., 2012). Ces récepteurs sont donc a la fois
impliqués dans I'endocytose mais aussi dans différentes voies de signalisation qui peuvent
étre physiopathologiques comme le cancer (Wang et al., 2004;Langlois et al., 2010), la
maladie d’Alzheimer (Bu, 2009) ou encore l'athérosclérose (Yancey et al., 2011). La

présence des motifs NPxY dans la partie cytoplasmique des LDLRs permet une
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Figure 1: La super-famille des récepteurs aux LDLs.

Schéma représentant les différentes structures des membres de la famille des LDLRs. Adapté de
Willnow et al., 1999.
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interaction avec des protéines adaptatrices (Figure 1), en particulier celles présentant des
domaines de phosphotyrosine (PTB) (Ravichandran et al., 1997). Linteraction des
membres de la famille des LDLRs avec des protéines adaptatrices les impliqgue dans des
voies de signalisation et d’endocytose. Les protéines disabled-1 (Dab-1), et disabled-2
(Dab-2) ont des domaines PTBs et interagissent avec la mégaline/lrp2 (Trommsdorff et al.,
1998). Elles se lient a ces récepteurs via leur motif PTB (Yun et al., 2003). Dab-2 a
toujours été impligué dans le processus d’endocytose (Gotthardt et al., 2000). Cette
protéine peut interagir soit avec le récepteur de la famille du LDLR, mais elle peut aussi
via ses motifs NPF et DPF, interagir avec la protéine accessoire AP-2. Cette derniére
interaction indique gu’elle joue un réle important dans la formation et la régulation des
vésicules d’endocytose recouvert de clathrine (Chetrit et al., 2009; Teckchandani et al.,
2012). Dab-1 quant a lui participe a une voie de signalisation via I'activation du récepteur
aux lipoprotéines a tres faible densité (VLDLRS) et a celui de I'apolipoprotéine E. Dans les
neurones corticaux, Dab-1 est phosphorylée sur ses tyrosines en réponse a la liaison de la
reeline (Hiesberger et al., 1999 ; Fuchigami et al., 2013). Une fois Dab-1 activée, des
signaux dans les neurones permettent la régulation de la migration neuronale (Feng et
Cooper, 2009).

I-2-La mégaline/lrp2: structure et ligands
[-2-1-Structure de la mégaline/lrp2

La mégaline/lrp2 est une protéine conservée dans le régne animal. Chez 'homme,
la localisation de la mégaline/lrp2 est 2931.1 (Kortenberg et al., 1994). La séquence de la
mégaline/lrp2 comporte 4660 acides aminés formant ainsi pour une protéine d’environ 600
kDa (Christensen et Verrous, 2002). La mégaline/lrp2 est organisée en une région de 25
résidus amino-terminaux suivie d’'une région extracellulaire de 4400 acides aminés, d’'une
région transmembranaire de 22 acides aminés et enfin d'un domaine cytoplasmique C

terminale de 213 acides aminés (Figure 1).

I-Domaine N-terminal

Le domaine extracellulaire contient trois grands types de motifs :
Le premier consiste en la répétition de 36 motifs de classe A avec une alternance de sept,
huit, dix et onze motifs contigus. Cette succession de motifs est caractérisée par la

présence de six cystéines qui forment entre elles des ponts disulfures (Bieri et al., 1998;
4
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vitamines Transcobalamine-vitamine
B12

Protéines de Albumine .
Transthyretine

I 2! Lactoferrine

Apolipoprotéine B
Apolipoprotéine E

Lipoprotéines

Insuline
Hormones et Hormone
précurseurs parathyroidienne
EGF
Drogues et Aminoglycosides
toxines Polymyxine B
PAI-1
Enzvmes et PAI-1-urokinase
y PAI-1-tPA

Jalnlelisrs Pro-urokinase

Chaines légeres
Protéines de d'immunoglobuline
stress et immunes JyAEN
[32-microglobulin

RAP
Autres Ca?*
Cytochrome ¢

Tableau 1 : Les ligands de la mégaline/lrp2.

Introduction

Apolipoprotéine J
(Clusterin)
Apolipoprotéine H

Prolactine
Thyroglobuline

Aprotinine
Trichosanthine

Lipoprotéine lipase
Plasminogéne
-amylase
lysozyme

Tableau listant les différents ligands de la mégaline. Adapté de Verroust & Kozyraki, 2003.
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Bieri et al., 1995), mais aussi différents aminoacides chargés négativement. La série de
huit motifs de classe A comportent les sites de liaison pour certains ligands, comme
I'apolipoprotéine E, la lipoprotéine lipase ou la RAP (Orlando et al., 1993) (Figure 1).

Le deuxiéme grand type de motif est le motif de type B2 (EGF). On en dénombre seize a
des positions plus au moins contigus ou espacés. Lorsque les motifs sont espacés ce sont
des tetrapetides YWTD qui sont intercalés entre les motifs de type B2. Comme pour les
motifs de classe A on retrouve dans ces motifs des cystéines. Certains de ces motifs sont
impliqués dans la liaison au ligand (Moestrup et al., 1993; Willnow et al., 1994). Le dernier
motif de type B2 et les derniers tripeptides YWTD accélerent la dissociation ligand/
récepteur (Davis et al., 1987) (Figure 1).

Enfin le dernier type de motif est celui de type B1 (type EGF). Il est juxta-membranaire.
Toute cette région extracellulaire contient quarante deux sites de N-glycosylation mais
contrairement aux autres membres de la super-famille des LDLRs aucun site de O-
glycosylation n’est présent dans la mégaline/lrp2 (Willnow et al., 1999). Sa fonction est

peu connue.
ii-Domaine C-teminal

La région cytoplasmique contient deux motifs de type NPXY (Saito et al.,1994) et
un motif VENQNY de type NPxY (Figure 1). Le premier et le troisieme motifs NPXY sont
indispensables a l'efficacitéde I'endocytose clathrine dépendante, le deuxieme motif est
impligué dans la signalisation et est critique pour I'adressage apicale (Marzolo et al., 2003;
Takeda et al.,2003). La mégaline/lrp2 possede aussi dans cette région des motifs du type
SH3 et des motifs du type Yxxd, et enfin des motifs PDZ (Hjalm et al., 1996). Des
techniques de double hybride, réalisées par Oleinikov, ont permis de mettre en avant
I'interaction entre la mégaline/lrp2 et plusieurs adaptateurs cytoplasmique comme dab-1 et
dab-2 (Oleinikov et al., 2000). Cette liaison se situe au niveau du troisieme motif NPxY du
domaine cytoplasmique (Gallagher et al., 2004). Ces différents motifs sont indispensables
pour la liaison aux protéines adaptatrices, qui vont permettre la mise en place des
mécanismes de I'endocytose, comme AP-2 et la mise en place des veésicules
endocytiques (Stolt et & Bock, 2006).

[-2-2-Les Ligands de la mégaline/lrp2

Des études biochimiques ont montré que la mégaline/lrp2 et Irpl ont en commun la
plupart de leurs ligands (Tableau 1). Cette similitude est due a la forte homologie qui existe

entre la structure des Irpl et celle de la mégaline/lrp2. Il est difficile de détaillé tous les
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Intestin
lléon (Mégaline) ++

Rein

Tubule proximal

Cellules épithéliales du +++
glomérule +
Cellules mésengiales du -
glomérule

Foie
Hépatocytes -
Cellules de Kuppfer -

Poumon
Pneumocytes de type I ++

Coeur -

Appareil génital male
Testicules/Spermatides -
Tubes efférents +++
Epididyme +++
Canal déférent ++

Appareil génital femelle
Couche germinale de I'ovaire

Cellules folliculaires de -
I'ovaire )
Epithélium de I'endométre +++++
Oviducte

Glande mammaire +
Epithélium canalaire

Placenta

Trophoblastes +
Mésenchyme foetal -
Sac vitellin +++
Glandes endocrines P
Thyroide FE
Parathyroide )
Cortex surrénal

Systéme nerveux central

Plexus +
Ependyme ++
Neurones +
Astrocytes -
Oeil

Epithélium ciliaire

Epithélium pigmentaire +
rétinien i
Rétine i
Cornée

Oreille interne +++

Tableau 2 : Sites d’expression de la mégaline/lrp2.

Tableau listant les différents sites d’expression de la mégaline chez 'adulte.
Adapté de Verroust & Kozyraki, 2003.
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les nombreux ligands de la mégaline/lrp2. Le calcium est indispensable a la liaison de la
totalité des ligands.

En effet, il induit des modifications dans la conformation des motifs de type EGF (Daly et
al., 1995) permettant une exposition directe des autres sites de liaison. De plus, la forte
interaction qu'il existe entre le récepteur et son ligand est due a l'action synergique de
plusieurs des motifs de la région extracellulaire, de la mégaline/lrp2. D’autres molécules
sont liées et internalisées par la mégaline/lrp2, dans différentes tissus; Les
apolipoprotéines E et J/ Clusterine (Kounnas et al., 1995; Morales et al., 1996; Zlokovic et
al., 1996; Hammad et al., 2000; Christfforsen et al., 2006). Des molécules de signalisation;
I'angiotensine 1, 2 et 7 (Gonzales-Villalobos et al., 2005; Gonzales-Villalobos et al., 2006),
la leptine (Hama et al., 2004; Dietrich et al., 2008), I'insuline (Orlando et al., 1998), des
protéines de liaison des vitamines; la vitamine D, A et B12, leur protéine de liaison
(Christensen &Willnow, 1999).

I-2-3-Les sites d’expression apicaux de la mégaline/lrp2

Dans le rein La mégaline/lrp2 est exprimée au pole apical des cellules épithéliales
qui bordent le tube proximal contourné(Lundgren et al., 1997; Zheng et al., 1994; Assmann
et al., 1986) (Tableau 2). Elle est aussi exprimée par les cellules du sac vitellin (Burke et
al., 2013) (Assemat et al, 2005).

Dans le systeme nerveux central, I'expression de la mégaline/lrp2 est restreinte au plexus
choroidien (Chun et al., 1999; Carro et al., 2005), aux cellules épendymaires des
ventricules latéraux (Gajera et al., 2010), et dans la moelle épiniére (Wicher et al., 2006).
L'expression de la mégaline/lrp2 a été aussi décrite dans les organes sensoriels; I'oreille
interne (Mizuta et al., 1999; Konig et al., 2008). Dans l'oeil la mégaline/lrp2 est exprimée
au niveau de I'épithélium du corps ciliaire et aussi dans I'épithélium pigmentaire rétinien
(Lundgren et al., 1997; Assémat et al., 2005; Fisher &Howie, 2006). Le profil d’expression

est conservé chez 'homme (Lundgren et al., 1997) (Tableau 2).
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I-3-Fonction de la mégaline/lrp2

[-3-1-La mégaline/lrp2 comme récepteur endocytique

La structure peptidigue de la mégaline/lrp2 suggere que cette protéine a une

fonction de récepteur endocytique. Il a été montré que la mégaline/lrp2 permettait
I'internalisation, suivie par une dégradation dans des lysosomes, de la protéine RAP dans
le rein (Christensen et al., 1992). Le rble de la mégaline/lrp2 dépend du ligand auquel elle
est exposeée (Dickson et al., 2014; Chun et al., 2014). La fonction de la mégaline/lrp2 dans
le rein est clairement établi, elle intervient dans la capture des molécules filtrées au niveau
du tubule proximal (Leheste et al.,, 1999; Leheste et al., 2003) et est impliquée dans
diverses fonctions biologiques comme par exemple le transport des vitamines, I'activitéde
protéinases extracellulaires, et le métabolisme lipidique (Marzolo et Farfan., 2011). Elle
joue un réle dans I'homéostasie de la vitamine B12 en facilitant son internalisation dans
I'intestin et sa réabsorption par le tube contourné proximal du rein (Kozyraki & Cases,
2013; Jensen et al., 2014). La mégaline/lrp2 est aussi un récepteur clé des protéines qui
passent le filtre glomérulaire, indispensable a leur clairance (Gburek and al., 2002) (De et
al., 2014).
Le r6le majeur de la mégaline/lrp2 a été confirmé in vivo ; des études sur les patients
Donnai-Barrow, qui portent des mutations sur le géne codant pour la mégaline/lrp2, ont
montréune protéinurie et des problémes structuraux dans le rein (Nielsen et al., 2007). Les
mémes observations on été faites chez les souris déficientes en mégaline/lrp2 (Leheste et
al., 1999).

Récemment il a été montré que la mégaline/lrp2 est impliguée dans 'homéostasie
du sélénium (Chiu-Ugalde et al., 2010).

[-3-2- La mégaline/lrp2 et le développement embryonnaire

La mégaline/lrp2 est importante durant 'embryogenése (Gerbe et al., 2008). Elle
est probablement impliquée dans l'internalisation du cholestérol et/ou des folates par le
sac vitellin (Assémat et al., 2005), et le neuroépithélium (Drake et al., 2004; Kur et al.,
2014).

10



Introduction

Figure 2 : La mégaline/lrp2 pendant le développement précoce de ’embryon.

() Schéma représentant la localisation de la mégaline (point rouge) dans I'embryon a E2.5 (A),
E3.5 (B), E4.5 (C) E4.75 (D) E5.5 (E) E6.0 (F). TE (Trophectoderme) ICM (Masse cellulaire
interne) BC (Blastocyste) Epi (Epiblaste) PrE (Endoderme primitif) EXE (Ectoderme
extraembryonnaire) PEd (Endoderme pariétal) VE (Endoderme viscéral) DVE (Endoderme
viscéral distal) PA (Cavité préamniotique) EC (cbne ectoplacentaire) MS (Mésendoderme) AVE
(Endoderme viscéral antérieur). Adapté de Gerbe et al., 2008

(I Immunohistochime anti-mégaline (fleches) a E6 (A), E7,5 (B) et E8.5 (C,D). Drake et al., 2004.
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I-Expression embryonnaire chez la souris

Au cours du développement embryonnaire la mégaline/lrp2 est exprimée dans
quatre structures; 1./ La masse cellulaire interne (ICM) et le trophectoderme (TE), 2./

L’ endoderme viscéral (VE), 3./ Le neuroectoderme, 4./ Les crétes neurales.

En 2005, Assémat et coll. ont montré que la mégaline/lrp2 était exprimé au niveau
de I'ICM et du TE (Gerbe et al., 2008) (Figure 2 I, B). Cette expression de la mégaline/lrp2
dans I'embryon coincide avec une activité endocytique intense.

Peu de temps avant l'implantation les cellules de I'lCM se différencient pour former
I'endoderme primitif (Figure 2 I, C, PrE). Ce feuillet exprime la mégaline/lrp2 au niveau de
I'appareil endocytique apical. La mégaline/lrp2 est aussi présente dans les structures qui
en dérive; I'endoderme viscéral (Figure 2 |, D, VE) et endoderme pariétal (Figure 2 |, D,
PEd) (Sahali et al.,, 1988; Kalantry et al.,, 2001). Sa présence dans ces structures
participerait a la croissance de I'embryon via une endocytose et/ou transcytose des
nutriments maternels, tels que les vitamines et les lipides. Cette endocytose serait Dab-2
dépendante (Strope et al., 2004).

Apres la gastrulation son expression persiste seulement au niveau de I'endoderme et du
neuroectoderme (Figure 2 II, A). Durant la neurulation, elle est retrouvée dans les cellules
neuroépithéliales et les placodes sensorielles (Figure 2 Il) (Drake et al., 2004).Ensuite son
expression se restreint progressivement a la zone ventriculaire du tube neural ventral.
Ainsi la mégaline/lrp2 n’est détectée que dans la région ventrale des quatre ventricules du
cerveau (Assémat et al., 2005).

Dans le neuroépithélium (Figure 2 IlI, C et D), elle joue un réle dans la formation des
structures du cerveau (Willnow et al., 1996; Spoelgen et al., 2005; Wicher et al., 2005). En
effet, il existe une relation fonctionnelle entre la mégaline/lrp2 et le morphogéne Shh,
jouant le réle de récepteur auxiliaire, il se lie & la mégaline/lrp2 avec une trés haute affinité
et cette interaction est résistante a la dissociation lysosomale (McCarthy et al., 2002). Il en
est de méme pour le morphogene BMP4, ou la mégaline/lrp2 aurait un role de récepteur
de clairance (Spoelgen et al., 2005). Enfin la mégaline/lrp2 est détectée dans les crétes
neurales céphaliques ou elle permettrait indirectement linternalisation de FgF8, un

morphogéne nécessaire a la survie de ces cellules (Cases et al., 2013).
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Figure 3 : Expression de la mégaline/lrp2 dans I'oeil en développement.
Marquage mégaline sur des coupes sagittales de I'oeil de souris & E11 (A), E12 (B), E14 (C), et

E18 (D). meg (Mégaline), nr (Rétine neurale), os (Nerf optique présomptif), rpe (Epithélium
pigmentaire rétinien), L(Cristallin), eyed (Paupiére). Adapté de Assémat et al., 2005.
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Dans le systeme visuel la mégaline/lrp2 est exprimée dans la vésicule optique (Figure 3 A)
au niveau de la couche interne, et externe de la cupule optique (Figure 3 B), puis son
expression se restreint au cours du développement (Figure 3 C) au niveau de I'épithélium
pigmentaire rétinien et la région présomptive de I'épithélium ciliaire (Figure 3 D) (Assémat
et al., 2005).

I-4-Physiopathologie de la mégaline/lrp2

La mégaline/lrp2 est impliguée dans la pathogenése de la protéinurie dans

plusieurs syndromes.

I-4-1-Le syndrome rénal de Fanconi

Chez 'hnomme, le syndrome rénal de Fanconi consiste a un dysfonctionnement
généralisé du tubule proximal dans le rein qui conduit a une altération de la réabsorption
protéique (protéinurie) (Bergeron et al., 2001). La maladie de Dent (Thakker, 2000; Lloyd
et al., 1996), le syndrome oculo-cerebrorénal de Lowe (Lowe et al.,1952) et le syndrome
idiopathique autosomal dominant (Brenton et al., 1981) sont des exemples du syndrome
rénal de Fanconi. Bien que pléiotropiques, tous présentent un défaut dans la réabsorption
protéique au niveau du tubule proximal (Thakker, 2000). La maladie de Dent est due a une
mutation sur le géne CLCN5 qui code pour une protéine constituant le canal chlorure,
empéchant toute formation de compartiments endosomaux dans les cellules du tubule
proximal (Gunther et al., 1998). Le syndrome autosomal récessif de Fanconi est di a une
altération du mécanisme de réabsorption des molécules a faible poids moléculaires dans
le tubule proximal (Norden et al., 2002). La réduction de I'expression de la mégaline/lrp2
dans le tubule proximal serait probablement due a un défaut d'acidification des
endosomes et de son recyclage membranaire. Les observations ci-dessus soulignent
I'importance de la Mégaline/lrp2 dans la pathogenese de la protéinurie associée avec ces
maladies (Piwon et al., 2000; Norden et al., 2002).
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Figure 4 : Le syndrome de Donnai-Barrow.

Photographie d’un patient atteint du syndrome de Donnai-Barrow a six mois (A) 2ans1/2 (B) 8 ans
(C) et 19 ans (D). Kantarci et al., 1993
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[-4-2-Le syndrome de Donnai-Barrow

Chez I'homme, des mutations sur le gene codant pour la mégaline/lrp2 sont a
I'origine du syndrome, autosomal récessif, de Donnai-Barrow (Donnai & Barrow, 1993)
(Figure 4). Ces mutations non-sens, faux-sens et de décalages du cadre de lecture,
affectent le domaine extracellulaire de la mégaline/lrp2, aboutissant a une perte de
fonction de la protéine (Kantarci et al., 2007). Le syndrome de Donnai-Barrow ou
syndrome Facio-Oculo-Acoustico-Renal (DB/FOAR) (Kantarci et al,. 2007), est une
pathologie rare caractérisée par une série de malformations (Pober et al., 2009). Ces
anomalies sont congénitales; hypertélorisme, partielle ou compléte agénésie du corps
calleux et élargissement de la fontanelle antérieure. Elles sont aussi fonctionnelles;
protéinurie, retard développemental, surdité et myopie forte (Figure 4). Toutes ces
anomalies sont retrouvées dans plus de 90 % des patients atteint du syndrome. Dans prés
de 50 % on détecte une hernie diaphragmatique congénitale et un omphalocéle (Pober et
al., 2009). La gravité de ces différentes anomalies mettent en lumiére I'importance de la
mégaline/lrp2 durant le développement; que ce soit celui du cerveau ou des reins.

Le lien entre la mégaline/lrp2 et la myopie forte n’est pas clairement établi.

I-5-Inactivation de la mégaline/lrp2 chez la souris

[-5-1-Inactivation constitutive

Chez la souris linactivation de la mégaline/lrp2 conduit & de nombreuses
malformations (Willnow et al., 1996b). Parmi elles on peut noter une holoprosencéphalie,
fusion anormale des deux hémisphéres avec une absence des bulbes olfactifs et aussi du
corps calleux (Willnow et al., 1996b). De maniere intéressante on peut aussi noter un
spectre de malformations oculaires important, allant de I'anophtalmie bilatérale a une
microphtalmie monolatérale (Willnow et al., 1996b). La majorité des mutants meurt deux a
trois heures aprés la naissance par insuffisance respiratoire et seulement 2% de souris

mutantes survivent jusqu’a I'age adulte (Willnow et al., 1996b).
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1.Expression tissu-spécifique

—&) Bzl

loxP

loxP loxP
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I 2.Excision tissu-spécifique

Figure 5: Le modéle de souris FoxG1-Cre Meg't.

Schéma représentant la construction du modeéle de souris FoxG1-Cre Meg“‘.

Le croisement de la lignée de souris portant la construction Cre sous I'action du promoteur (P) de
FoxG1, avec la lignée de souris portant la construction Meg LoxP/LoxP a pour conséguence
l'inactivation de la mégaline dans le télencéphale et toutes les structures qui en dérivent, dés E9.
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[-5-2-Inactivation conditionnelle

Pour étudier la fonction de la mégaline/lrp2 des inactivations tissu-spécifiques ont
étéréalisées. L'inactivation de la mégaline/lrp2 dans le rein via MORE-Cre (Amsellem et
al., 2010) a permis d’établir un modéele murin de protéinurie indispensable pour I'étude des

pathologies rénales comme la fibrose.

Pour affiner I'étude de la fonction de la mégaline/lrp2 dans le développement du
prosencéphale et de I'ceil nous avons, dans notre laboratoire, invalidé de maniere
conditionnelle la mégaline/lrp2 dans différents compartiments cellulaires. Les différentes
lignées de souris exprimant I'enzyme CRE étaient la lignée Wnt1l-CRE qui permet une
invalidation dans les crétes neurales céphaliques (Cases et al., 2013), la lignée hGFAP-
CRE qui permet linvalidation dans les astrocytes, la lignée Tbr2-CRE qui permet
I'invalidation dans les cellules ganglionnaires et la lignée FoxG1-CRE qui permet
I'invalidation dans la rétine neurale, I'épithélium pigmentaire et I'épithélium ciliaire. Les
lignées Wnt1-CRE Meg“t, hGFAP-CRE Meg't et Tbr2-CRE Meg“* ne présentent aucune

anomalie morphologique ou fonctionnelle de I'ceil.

I-5-3-Les souris FoxG1-Cre Meg‘/t

FoxG1l est un facteur de transcription qui s’exprime précocement dans le
neuroépithélium antérieur des E8.75 (Hébert et al., 2000). En utilisant les séquences
régulatrices du géne FoxG1l en amont du gene codant pour la Cre recombinase, nous
avons généré des souris FoxG1-Cre Meg! présentant une inactivation de la mégaline/
Irp2 des E9 dans le télencéphale et ses structures dérivées comme la rétine et le corps
ciliaire (Figure 5).

L'analyse macroscopique a montré que les yeux de ces souris sont anormalement gros.
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Oeil emmétrope Oeil myope

Figure 6 : L'oeil et la vision d’'un myope.

Représentation schématique d’'un oeil emmétrope (A) et myope (B) et représentation de la vision
d’un objet au loin pour un homme emmeétrope (A) et myope (B). Adapté de Servier Medical Art.
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ll-La myopie forte congénitale

lI-1-Généralités sur la myopie et la myopie forte

[1-1-1-Définitions

La myopie est généralement due a une augmentation de la longueur axiale (Figure
6). Cette derniére est le résultat de la combinaison de la profondeur de la chambre
antérieure, de I'épaisseur du cristallin et la profondeur de la chambre du vitré(Yebra-
Pimentel et al., 2004). La myopie peut étre faible, modérée ou forte Les myopies de cette
origine sont les plus fréquentes (Young et al., 2007).

La myopie faible correspondant a une erreur de réfraction située entre -0,5
Dioptries (-0,5 D) et -3 Dioptries (-3 D). Puis la myopie modérée qui correspond a une
erreur de réfraction située entre -3 D et -6 D. Enfin la myopie forte correspondant a une
erreur de réfraction supérieure a-6 D (Young et al., 2007; Xu et al., 2007; Jacobi et al.,
2005) et une longueur axiale du globe oculaire chez ’'homme supérieure a26mm (Meng et
al., 2010). Cette pathologie est un terrain propice au développement précoce d’autres
complications comme le glaucome (Detry-Morel, 2011; Chen et al., 2012) ou la cataracte
(Brown & Hill, 1987).

Dans certains cas la myopie forte est pathologique. Elle est dans ce cas progressive et
associée a une rétinopathie (dégénérescence rétinienne et staphylome), cette myopie

conduit a la cécité. Aucun traitement n’existe a ce jour.

lI-1-2-Prévalence de la myopie et de la myopie forte

La prévalence de la myopie et la myopie forte varient selon I'age et la région ou des
études ont été réalisées (Figure 7). Toutes ces études montrent que La myopie est le
trouble de la vision le plus répandu a travers le monde, affectant prés de 20% de la
population des pays industrialisés, jusqu'a50 % pour I'’Amérique du Nord (Kempen et al.,
2004). Ces études montrent que le travail de prés, induit par une scolarisation et des
hautes études plus fréquentes dans les pays industrialisés, favoriserait I'apparition de la
myopie (Ip&Coll, 2008). De maniére intéressante dans les pays asiatiques, la prévalence
de la myopie est beaucoup plus élevée. Approximativement 80 % de la population urbaine
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[55] o o

Figure 7 : Prévalence de la myopie et de la myopie forte a travers le monde.

Carte du monde représentant la prévalence de la myopie dans le monde et en encadré celle de la
myopie forte. Adaptée de Servier Medical Art.
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est myope (Goh &Lam, 1994; Woo et al., 2004; Morgan et al., 2012; Lin et al., 2004). Le
travail de pres serait la cause de ce taux élevée mais c’est surtout I'hyper-connection, le
temps passé devant des écrans d’ordinateur, de smartphones et de tablettes, dans cette
région qui favoriserait I'apparition de la myopie, en sollicitant beaucoup plus la vision de
pres (Lee et al., 2013). La prévalence de la myopie a augmenté significativement depuis
ces trente derniéres années (Vitale et al., 2009; Kempen et al., 2004).

En 2004, la prévalence moyenne de la myopie forte dans les pays industrialisés
était estimé a 4,5 % (Kempen et al.,, 2004). La aussi, la prévalence dans la population
asiatique est plus élevée. Environ 10 al5 % de myope fort y sont recensés dans la
population urbaine (Kempen et al., 2004; Fuch, 1960; Wong et al., 2000) et méme 20 %
dans certaines populations asiatiques (Morgan et al., 2012; Lin et al., 2004; Morgan et al.,
2005) (Figure 7), sans doute di a la forte proportion de myope et donc aun terrain plus

propice au développement d’'une forte myopie.

[I-1-3-Les mécanismes moléculaires a 'origine de la myopie forte

Les mécanismes moléculaires caractérisant la myopie forte ne sont pas connus.
Cependant plusieurs hypothéses ont été proposées pour expliquer cet allongement. Une
hypothése « mécanique »qui fait appel a des facteurs diffusibles qui agissent sur une
sclére affaiblie (Leung et al., 2011; Rada &Wiechmann, 2006). La sclére est ainsi
prédisposée, soit de facon acquise (Rada &Wiechmann, 2006), soit de facon héréditaire
(Leung et al., 2011), a s’étirer sous I'action de forces mécaniques; comme la pression
intraoculaire, les forces mécaniques des muscles oculomoteurs sur la sclére et la
musculature intrinséque au moment de 'accommodation. Un autre mécanisme repose sur
le processus qui régule la croissance du globe oculaire vers I'emmétropie, et qui est
directement influencé par I'expérience visuelle, ceci a été prouvé par l'induction de la
myopie par privation expérimentale (Cf. [I-5-Modeles animaux). Il existe un troisieme
mécanisme moins connu mais déterminé quant a lui par la génétique (Vessey et al., 2005;
Bertrand et al., 2006). Méme si la pathogenese de la myopie forte n’est pas établie, il est

clair que des facteurs génétiques et environnementaux y contribuent.
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Figure 8 : Collagénopathie et myopie forte; le syndrome de Stickler.

Représentation schématique des différents phénotypes du corps vitré dans le syndrome de
Stickler. (A) Anomalie de la membrane du vitré, (B) Anomalie « perlé » du vitré, (C) Hypoplasie
congénitale du vitré, (D) Architecture du vitré normale: zone lamellaire compacte. Snead et al.,
2011.
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lI-2-Formes syndromique et facteurs génétiques
[I-2-1-Formes syndromique de la myopie forte

Dans certains cas, la myopie forte est associée a des syndromes multi-
phénotypiques présentant des anomalies oculaires, oro-faciales, musculaires et de
l'audition (Snead et al., 2011), tels que la maladie de Marfan (Dietz et al., 2001), le
syndrome de Stickler (Snead& Yates, 1999) le syndrome de Marshall (Annunen et al.,
1999), la maladie de Weill Marchesani (Tian et al.,, 2009), la maladie de Knobloch
(Bongiovanni et al., 2011) ou encore I'homocystinurie (Cruysberg et al., 1996). La majorité
de ces syndromes sont dus a des défauts dans le collagene de la matrice extracellulaire,
tel que le syndrome de Stickler de type | et de type Il (Snead et al., 1994; Snead et al.,
1996) ou dans le cas du syndrome de Marshall (Shanske et al., 1998). Ces deux
syndromes sont des formes de collagénopathies, caractérisés par une forte atteinte
oculaire comme le développement d’'une forte myopie, des décollements rétiniens, une
dégénérescence du vitrée et le développement de cataracte (Annunen et al., 1999). Plus
particulierement, le syndrome de Stickler est une anomalie congénitale qui a lieu durant le
développement embryonnaire du vitré qui a pour conséquence un remodelage anormal de
son architecture (Snead et al., 2011) (Figure 8). Un débat existe autour du fait que le
syndrome de Stickler et le syndrome de Marshall soient deux entités distinctes, car des
anomalies ectodermiques et un hypertélorisme sont seulement détectés chez les patients
atteints du syndrome de Marshall (Shanske et al., 1998). Dans les deux cas plusieurs
genes de collagénes sont impliqués dans le développement des deux syndromes. En effet
des mutations sur COL11A1 est a l'origine du syndrome de Stickler et du syndrome de
Marshall. (Khalifa et al., 2012). De plus des mutations sur les génes COL2A1 (Vikkula et
al.,, 1995), COL9A1 (Van Camp et al., 2006) et COL9A2 (Baker et al., 2011) ont été
reportées dans I'apparition du syndrome de Stickler.

On retrouve aussi le développement d’'une myopie forte chez les patients atteints

du syndrome de Donnai-Barrow (Donnai and Barrow, 1993).
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[I-2-2-Facteurs génétiques impliqués dans la myopie forte

Le mode de transmission de la myopie est variable: transmission autosomique
dominante, transmission liée a I’X ou encore transmission autosomique récessive.

Plusieurs études se sont concentrés sur les facteurs génétiques de la myopie forte

en étudiant le génome d’individus atteints de myopie et de myopie forte (Paluru et al.,
2003; Gregory-Evans et al., 2004; Nallasamy et al., 2007; Tang et al., 2007)
Les premieres études ont été réalisées sur des jumeaux monozygotes et dizygotes. Il a
été ainsi montré un taux de concordance pour la myopie de plus de 90% chez les jumeaux
monozygotes et de moins de 25% chez les dizygotes (Teikari et al., 1991; Sorsby et al.,
1962; Sorshy et al., 1966; Lyhne et al., 2001; Hammond et al., 2001; Lopes et al., 2009).
Plus récemment I'héritabilité de l'erreur réfractive a étéestiméa77% (Lopes et al., 2009).
Plusieurs études montrent une corrélation entre une myopie parentale et la myopie de
leurs enfants, indiquant une cause héréditaire (Goss& Jackson, 1996; Pacella et al., 1999;
Yap et al.,, 1993). Ces enfants présentent une élongation de la chambre du vitréméme
avant que la myopie se déclare (Yap et al.,, 1993). Cette méme étude montre une
prévalence de 7,3% d’enfant myope quand aucun des parents n’est myope tandis que le
taux est de 26,2% quand I'un des deux parents est myope, pour atteindre 45% quand les
deux parents le sont (Yap et al., 1993).L’étude de Naiglin a déterminé un modéle de
transmission héréditaire autosomal dominant (Naiglin et al., 1999). Ces études ont ainsi
démontré I'implication de facteurs génétiques dans le développement de la myopie, sans
pour autant fournir une preuve biologique. Cette preuve a été apportée par les travaux de
génétique moléculaire.

En 2004 il a été montré plusieurs régions chromosomiques impliquées dans le
déterminisme de I'erreur réfractive; 3q26 (MYP8), 8p23 (MY10) et 4912 (MY9) ainsi que la
région 11p13 (MY7), contenant le géene PAX6 (Hammond et al., 2004). Quelques années
plus tard c'est la région 5914 qui a été découverte comme ayant un rdle dans le
déterminisme de l'erreur réfractive (Zhu et al., 2008).

Plus particulierement le premier locus de susceptibilité a la myopie forte est identifié
en 1990 sur le chromosome Xg28. En 2008 il est impliqué de nouveau chez une famille

chinoise atteinte de myopie forte non syndromique (Guo et al., 2010).
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Tableau 3 : Loci de susceptibilité a la myopie forte.

Tableau rapportant une liste non exhaustive de loci de susceptibilité a la myopie forte. Cassagne
etal., 2014
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Depuis une quinzaine d’autres loci de susceptibilité a la myopie forte non syndromique ont
été décrits (Cassagne et al., 2014) (Tableau 3). Toutes ces études ont amené a la
localisation d’'un seul gene impliqué dans le développement de la myopie forte; LEPRELL.
Ce gene situé sur le chromosome 3928, code pour 'enzyme prolyl 3-hydroxylase 2, qui
assure I'hydroxylation du collagéne (Mordechai et al., 2011; Guo et al., 2013).

A plus grande échelle les études cas-témoins ont permis de mettre en évidence une
guarantaine de gene avec une association positive a la myopie ou plus largement a une
erreur de réfraction. En 2010, le géne RASGRF1 est mis en évidence (Hysi et al., 2010), il
code pour la protéine Ras, régulée par I'acide rétinoique et les récepteurs muscariniques.
Ces derniers sont connus pour freiner partiellement I'évolution de la myopie. Au méme
moment les génes GJD2 et ACTC1 sont aussi mis en évidence (Solouki et al., 2010;
Verhoeven et al., 2012). Le premier code pour la connexine 36 qui joue un role dans la
transmission du signal visuel dans la rétine en permettant le transport de petites molécules
au niveau des cellules de la rétine. Le deuxieme code quant a lui pour une protéine de la
famille des actines et interviendrait dans le remodelage de la sclére. De la méme maniére
le géne CTNND2, codant pour une delta-caténine a été mis en évidence (Li et al., 2011).
Chez la souris cette protéine, joue grace a un site de liaison avec PAX6; un rdle crucial
dans la morphogenése et I'architecture de la rétine.

Plus récemment, en 2013, L'étude réalisée par Hammond a permis de mettre en évidence
sur une cohorte de 45,758 individus, 28 nouveaux locis impliqués dans des erreurs de
réfractions. Ces nouveaux locis incluent des genes avec des fonctions dans la
neurotransmission de la rétine (GRIA4, GJD2, CHRM1), la formation des canaux ioniques
(KCNQ5, RBFOX1 et KCNMAl), le métabolisme de l'acide rétinoique (RDH5), la
régulation de l'apoptose (PSARL et BLID), le remodellage de la matrice extracellulaire
sclérale; (COL1Al1, COL2A1, LUM, MYOC, des métalloprotéases; MMPs et d'autres
protéines; LAMA2, BMP2 et BMP3), dans le développement de l'oeil (SIX6, PRSS56,
PAX6, SOX20T) (Verhoeven et al., 2013). Ces résultats ont été confirmés sur une autre
cohorte de 45,000 individus ou vingt locis ont été mis en évidence comme ayant un role
dans le développement de la myopie (Kiefer et al., 2013). Enfin, quelques expériences
chez le poulet ont associé la myopie et les protéines de la matrice extracellulaire produites

(collagene2Al, 11A1) par les astrocytes rétiniens et le corps ciliaire (Ahmad et al., 1996).

En plus des facteurs génétiques il existe des facteurs environnementaux qui

peuvent influencer I'apparition de la myopie.
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[1-3-Facteurs environnementaux

La prévalence de la myopie dans certaines populations a fortement augmenté,
d’'une génération a l'autre, dans des régions de plus en plus industrialisées ou avec
I'augmentation du niveau d’étude (Burton, 1989; Lin et ., 1988; Young, 1963; Young, 1967;
Rosner & Belkin, 1987), favorisant les activités de pres (Wallman, 1994). Dés 2008, une
étude a montré que les enfants qui pratiquent peu d’activités extérieurs, de plein air sont
en moyenne plus myopes que ceux qui pratiguent une activité de plein air de maniere
réguliere et prolongée (Rose et al., 2008). Les enfants qui en plus d’une faible activité de
plein air pratiquent régulierement des activités sollicitant la vision de prés (lecture, jeux
vidéos) (Rose et al., 2008). Il semblerait que ce soit le temps passé dehors qui soit un
élément protecteur contre la myopie, plutét que la pratique du sport en elle méme
(Guggenheim et al., 2012). De plus, l'influence d’'une réduction de I'ambiance lumineuse
sur la progression de la myopie a été réecemment mise en évidence (Cohen et al., 2011).
En 2012, Sherwin confirme un I'effet protecteur sur I'aggravation de la myopie du temps
passé a I'extérieur (Sherwin et al., 2012).

Le travail de pres, quantifié par le temps passé et la distance de lecture avait une
influence indiscutable sur I'existence d’une myopie chez des enfants agés de 12 ans. Les
enfants qui lisaient plus de 30 minutes par jour de maniere continue avaient plus de risque
d’étre myopes que ceux qui lisaient moins de 30 minutes par jour. Ceux qui lisaient a
moins de 30 cm avaient une probabilité2 fois et demi plus importante d’étre myopes, et
plus fort, que ceux qui lisaient a une distance plus grande (Ip et al., 2002). Ce facteur
environnemental prend en compte aussi le temps que nous passons de plus en plus
devant notre écran d’ordinateur, ou la télévision (Lee et al., 2013).

Le haut niveau d’étude est associé au développement d’'une myopie (Wang et al.,
1994); le risque est 4 fois plus élevé de développer une myopie chez les universitaires par
rapport aux personnes ayant un niveau d'études primaire (Verhoeven et al., 2013; Morgan
& Rose, 2005). De maniere intéressante, le fait de pratiquer des cours du soir serait aussi
un facteur de risque pour le développement d’'un myopie (Morgan & Rose, 2013). Ces
cours exigeraient un travail de pres associés a un haut niveau d’étude et un défaut
d’activités extérieures; trois principaux facteurs de risques (Jones-Jordan et al., 2011;
Rose et al., 2008).

D’autres facteurs de risques existent tels que la vie en milieu urbain (Ip et al., 2008)

et un niveau socio-économique plus élevée (Wang et al., 1994).
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Figure 9: Les modéles animaux par défocalisation visuelle.

Photographie de modéles animaux de myopie obtenus par défocalisation visuelle, chez la souris
(A) et le poulet (B). (A) Tkatchenko et al., 2010 (B) Wallman & Winawer.

31



Introduction

[I-4-Modeles animaux

Le mécanisme de la myopie n’est pas clair. Plusieurs modéles animaux ont été
développés, certains mécanistiques, d’autres génétiques. Les especes utilisées sont le
primate (le ouistiti et le macaque) (Troilo et al., 2006; Raviola & Wiesel, 1985; Smith et al.,
1987), la musaraigne (Siegwart et al., 1998; Norton et al., 2006), des petits rongeurs (la
souris et le cochon d’'Inde) (Tejedor & de la Villa, 2003; Schaeffel et al., 2004, Pardue et
al., 2013; Xiao et al., 2014). Dans la plupart des cas les etudes sur la myopie sont réalisés
sur le poulet (Wallman & Adams, 1987; Pickett-Seltner et al., 1988; Rohrer & Stell, 1997,
Lawrence &Azar, 2002).

Dans ces études Le développement de la myopie a été obtenu par une
défocalisation des deux yeux ou une privation compléte de lumiére d’un ceil (Figure 9 et
10). Tous ces modeles avaient été développés sur des animaux jeunes, avant la fin du
développement de I'ceil. lls sont trés utiles mais ils ne représentent peut étre pas bien ce

qui se passe lors de la mise en place de la myopie chez ’lhomme.

lI-4-1-Modéles mécanistiques

i-Modéles par défocalisation visuelle

Ces modéles sont obtenus par la mise en place d’une lentille directement sur I'ceil
de I'animal (Figure 9). Cette lentille négative provoque une myopie artificielle, par une
augmentation de la longueur axiale du globe oculaire (Schaeffel & Howland, 1988). Dés
qgue l'ceil arrive a maintenir une vision nette,I'élongation du globe oculaire cesse. De
maniere intéressante, si la lentille est retirée assez tét, avant que le développement de
I'ceil adulte soit achevé, I'eeil peut restaurer une emmétropie, et retrouver une longueur

axiale normale (Wallman & Adams, 1987) (Figure 9).

ii-Modéles par privation visuelle
Une privation monoculaire compléte de la lumiére peut étre réalisée par suture de la
paupiere. Mais une modulation de la lumiere percue par les yeux peut étre aussi
effectuée, avec I'utilisation d’'une couverture opaque (Figure 10 D) ou un diffuseur
translucide (Figure 10 C). Les résultats obtenus dans ces études montrent que la longueur
axiale du globe oculaire ne cesse de croitre, ne ralentissant que lorsque I'eeil est réexposé
aux rayons lumineux (Siegwart& Norton, 1998; Schaeffel et al., 2004; Shen et al.,
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Figure 10 : Les modéles animaux par défocalisation visuelle.

Photographie de modeéles animaux de myopie obtenus par privation visuelle, chez la souris (C) et
le cochon d’Inde (D). Zhao et al., 2011.
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2005; Troilo & Judge, 1993; Wallman et al., 1978; Wiesel & Raviola,1977). Une fois cette
couverture retirée, I'ceil retourne vers une emmeétropie et restaure une longueur axiale
optimale. Dans ce modele aussi, si la lentille est retirée avant que le développement de
I'ceil adulte soit achevé, I'ceil peut restaurer une emmétropie (Norton & Rada, 1995;
Wallman & Winawer, 2004). Dans le cas contraire, la myopie persiste.

Les études sur ces modeles animaux, dont I'élongation du globe oculaire a été
induite par des facteurs environnementaux, reproduisent le méme phénotype que la
myopie humaine. Cependant ces modéles présentent des myopies faibles a modérées.
Dans aucun de ces modeles une myopie forte va étre induite. De plus ces animaux sont

des modeles mécanistiques et la myopie induite n’est que transitoire.

En général, les études réalisées sur le poulet ont montré qu’en une semaine de
défocalisation une myopie forte peut étre induite (Wallman & Adams, 1987; Pickett-Seltner
et al., 1988; Garcia de la Cera et al., 2006).Mais il est important de noter que chez le
poulet, la sclere est constituée d’'une couche interne cartilagineuse et d’'une couche
externe fibreuse. L'élongation du globe oculaire induit une augmentation de I'accumulation
des protéines totales et ceci par 'augmentation de la synthese, I'accumulation et la
croissance de protéoglycanes, au niveau de la couche interne cartilagineuse (Rada et al.,
1991; Rada et al., 2002; Gentle et al., 2001). Chez les mammiféres, la sclere est quant a
elle constituée d’'une seule couche fibreuse. L'expansion de la longueur axiale du globe
oculaire n’est pas due a une nette élongation, mais plutét a un remodelage de la sclere via
une diminution de la synthese de protéoglycanes et a une diminution de I'épaisseur de la
sclere (Gao et al.,, 2011).Dans ce cas, l'utilisation des primates semblent étre plus
adéquates pour la compréhension du mécanisme de la myopie humaine. En effet, d’'un
point de vue anatomique et physiologique ils se rapprochent nettement plus de 'homme
(Rada et al., 2000; Troilo et al., 2000). Mais la disponibilité trés limitée, le colt élevé et la
guestion éthique empéchent son utilisation plus courante en tant que modéle. De plus, les
études réalisées sur ce modéle ont montré généralement une période plus longue pour
I'induction de la myopie que celle nécessaire pour les autres modeles utilisés (Troilo et al.,
2000). Deés lors [l'utilisation de rongeurs comme modéle de myopie forte se révéele
judicieux. En effet les animaux comme le cochon d’Inde ou la souris s’avere étre des

modeles au vu de leur faible codt, et leur élevage aisé. De plus, I'anatomie et la
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Figure 11 : Le poisson zebre Bugeye.

0.2

Photographie d'un poison zébre contrdle (A) et mutant Bugeye (B). Pour chaque est indiqué le
ratio entre la taille de I'oeil et celui de I'animal. Veth et al., 2011.
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physiologie oculaire sont similaires a ceux de 'hnomme. Du fait de leur sensibilité a la
privation et a la défocalisation, la souris et le cochon d’'Inde ont été utilisés dans des
études récentes sur la myopie (respectivement Dong et al., 2011; Howlett & McFadden,
2007 et Faulkner et al., 2007). Dans I'ensemble, ces études sur les rongeurs, ont montré
des altérations, surtout au niveau de la rétine, qui ne sont jamais associées a la myopie
humaine. Ces mémes études montrent une apparition et un degré de myopie individu-
dépendant (Morgan et al., 2013). Des facteurs externes comme la lumiere ambiante, ont
eté montrés comme retardant le développement de la myopie dans les modeles (Smith EL
3rd et al., 2012; Ashby & Schaeffel, 2010; Bartmann et al., 1994). Mais tous ces modeles
sont des modéles mécanistiques et donc transitoires. De plus, il n'est pas certain qu’ils

reproduisent le développement de la myopie chez I'homme.

[I-4-2-Modéle génétique

Il existe un modele génétigue chez le poisson-zébre; le bugeye. Ce poisson
présente une mutation dans la région C-terminale de la mégaline/lrp2, a l'origine d’'une
pathologie oculaire similaire a la myopie forte (Veth et al., 2011). Ce poisson présente une
augmentation de la longueur axiale de I'ceil, une augmentation de la pression intraoculaire
et une mortalité élevée des cellules ganglionnaires (Veth et al., 2011) (Figure 11). C’est un
modéele intéressant mais les propriétés optiques et anatomiques de I'ceil sont éloignées de
celles des yeux des vertébrés supérieurs et des mammiferes. L'ceil du poisson est
sphérique et la structure de I'angle iridocornéen differe de celle des hommes (Veth et al.,
2011).

Plus récemment, une lignée de souris More-Cre a montré un allongement axial du
globe oculaire et des anomalies dans la structure de I'épithélium pigmentaire rétinien et
celle du corps ciliaire (Storm et al., 2014). La description basique du phénotype et la trés
forte mortalité chez ces souris empéchent tout approfondissement du mécanisme.

Dans notre laboratoire, nous avons eu recours a l'utilisation de la lignée de souris
FoxG1-Cre Meg“t, qui présentent une inactivation de la mégaline/lrp2 dans le

neuroépithélium (Cf. I-5-3-Les souris FoxG1-Cre Meg‘L).
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I-1-Introduction

I-L'inactivation de la meégaline/lrp2 dans le cerveau antérieur reproduit

fidelement la myopie forte congénitale.

Résumé: La myopie est un trouble oculaire généralement due a une augmentation
de la longueur axiale du globe oculaire. Dans sa forme la plus extréme, la myopie forte,
des atteintes dégénératives progressives comme l'atrophie chorioretinienne et un
staphylome postérieur sont observées (Lai et al., 2008; Mitry et al., 2012). Ces
complications ménent a l'apparition de la cécité. Jusqu'a aujourd’hui il est difficile de
contrdler ou de prévenir la progression de la myopie forte, et de traiter les complications
qui en découlent. L'absence de modeéle animal qui mimerait cette pathologie ralentit les
études sur ce sujet (Pardue et al., 2013).

Des mutations dans le géne codant pour la mégaline/Lrp2, associées aux
syndromes Donnai-Barrow (Kantarci et al., 2007) et Stickler (Schrauwen et al., 2014)
caractérisés par la présence d’une myopie forte, suggerent fortement que la mégaline/lrp2

serait impliquée dans la régulation de la croissance oculaire.

Pour clarifier ce lien nous avons généré les souris FoxG1-Cre Meg‘t. A I'état
homozygote les souris mutantes montrent une élongation significative de I'axe oculaire
spécifiguement due a une augmentation de la profondeur de la chambre du vitré. De plus,
des modifications dégénératives de la rétine et de la sclére sont mises en évidence ainsi
gue des modifications dans la composition et la consistance du vitré (Patel et al., 2007;
Holekamp, 2010).

Ces résultats montrent que la mégaline/lrp2 est requise pour la croissance oculaire
postnatale et que la lignée de souris FoxG1l-Cre Meg“t reproduit probablement le
phénotype de myopie forte observée chez les patients Donnai-Barrow. Puisque les
facteurs environnementaux influencent la progression de cette pathologie et que le
phénotype des souris mutantes s’aggrave progressivement durant la premiere année de
vie, nous proposons que ces souris FoxG1-Cre Meg"t soient un outil trés utile pour

distinguer la contribution génétique et celle des facteurs environnementaux dans

I’évolution du phénotype de la myopie forte.
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Abstract

Myopia is a common ocular disorder generally due to increased axial length of the eye-globe.
Its extreme form high myopia (HM) is a multifactorial disease leading to retinal and scleral
damage, visual impairment or loss and is thus an important health issue. Mutations in the
endocytic receptor LRP2 gene result in Donnai-Barrow (DBS) and Stickler syndromes, both
characterized by HM. To clearly establish the link between Lrp2 and congenital HM we
inactivated Lrp2 in the mouse forebrain. High resolution in vivo MRI and fundus imaging
showed that the adult Lrp2-deficient eyes were 40% longer than the control ones and that they
progressively developed chorioretinal atrophy and posterior scleral staphyloma. Increased eye
lengthening was observed by post-natal day 7 (P7) and was accompanied by a rapid decrease
of the retinal ganglion, bipolar and photoreceptor cells. It was followed by scleral thinning,
reduced number of scleral collagen fibers and dissociation of the collagen fiber bundles.
Biochemical and proteomic vitreous analysis revealed that the mutant vitreous was highly
liquid, a modification commonly observed in HM, and that its soluble protein composition
was well correlated with the progression of the disease. We conclude that Lrp2 is crucial for
normal eye growth. Its disruption in the forebrain faithfully summarizes the severe myopic
phenotype of DBS and Stickler patients providing thus a unique tool to further study the

human pathology.
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I ntroduction

Myopia usually results from an eye that has become too long, generally through
elongation of the vitreous chamber. It is a major health issue because of its increasing
prevalence worldwide and the vision-threatening pathologies associated with high myopia
(HM). HM affects 1%-3% of the population and is defined as refractive error greater than -6
diopters with axial eye length more than 26 mm. HM has a clearly defined genetic component
and both isolated and syndromic forms have been described (1, 2). In addition to the genetic
mutations that influence the size of the eye the clinical state of the highly myopic globe also
depends on age and exposition to environmental factors. Indeed highly myopic eyes are
especially susceptible to progressively develop degenerative changes including myopic
chorioretinal atrophy and posterior staphyloma, complications that can cause visual loss (3—
6). It is currently difficult to control the progression of HM, to prevent or treat its associated
complications and further comprehension of its pathogenesis is hampered by the lack of a

genetic animal model that mimics the human pathology (7).

Mutations in the LRP2 gene (2923.3-3.1) encoding the multiligand endocytic receptor
LRP2/Megalin have been associated with two distinct rare genetic syndromes, the Donnai-
Barrow or facio-acoustico-renal syndrome (DBS/FOAR) and the Stickler syndrome
characterized by facial, skeletal and auditory findings (8, 9). Ocular defects, including HM,
are common in these syndromes suggesting that LRP2 might be involved in the regulation of
eye growth. Recently nonsense mutations in the zebrafish Lrp2 were shown to result in uni- or
bi-laterally enlarged eyes (bugeye) and increased intra-ocular pressure (10). The authors
proposed bugeye as a tool to study both glaucoma and HM but the variability and relatively

low penetrance of the bugeye ocular phenotype may be restrictive to model these human
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diseases. More recently, the More-Cre mediated inactivation of the Lrp2 gene in the mouse
epiblast (11, 12) was reported to result in adult-onset myopia (13). This was very surprising
because the same inactivation is known to result in microphthalmia and peri-natal lethality
with only 5% of the mutants surviving in adult life (11, 12). Although mosaic inactivation of
Lrp2 via the More-Cre (14) may provide some explanation for the latter results the reported
inconsistency of the More-Lrp2 ocular phenotype and its increased peri-natal lethality are

severe limitations for its use as a mouse model of myopia.

We here use a floxed Lrp2 allele (11, 12) and the Foxgl-Cre transgene, expressed in
the developing forebrain and retina from embryonic day 9.0 (E9.0) onward (15), to generate
FoxG1.Cre Lrp2-* mice. Homozygous FoxG1.Cre Lrp2-" (Lrp2™®C:e*K9) muytants display
early, post-natal onset bilateral eye enlargement. The adult mutant eyes are 40% longer than
the control ones and the excessive axial elongation is due to increased vitreous chamber
depth. Whereas the intraocular pressure is apparently normal in the mutants, a feature
previously described in highly myopic DBS patients (16) degenerative changes are evidenced
in the retina and sclera, including formation of posterior staphyloma. The vitreous is highly
liquid, another typical feature of HM (17) and the liquid vitreous proteome is modified
compared to the controls. We conclude that Lrp2 expressed in the anterior neuroepithelium is

required for normal post-natal eye growth and that the Lrp2F°XGl'C”5‘Ko

mice faithfully
summarize the HM phenotype constituting thus the first genetic mouse model of congenital
HM. Because age-associated exposition to environmental factors influences the progression of
HM and the ocular phenotype of the mutants progressively aggravates over the first year of

life we propose that theLrp2F®ctereko

mouse will provide a valuable tool to distinguish
between the contribution of genetic and environmental factors in the evolution of the HM

phenotype.
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M ethods

Animals

Animal procedures were conducted in strict compliance with approved institutional protocols
and in accordance with the provisions for animal care and use described in the European
Communities council directive of 24 November 1986 (86/609/EEC). Foxgl.Cre (129.Cg-
Foxgl™{c9m3)(15), Whtl-Cre (Tg(Wntl-cre)11Rth/MileJ)(18) mice were purchased from
the Jackson Laboratory (Bar Harbor, Maine). hGFAP-Cre (19) and Lrp2-°"-%* (20) mice have
been described elsewhere. Gestation (E0.0) was considered to have begun at midnight before

the morning when a copulation plug was found.
I mmunohistochemistry-I mmunofluorescence

Whole embryos were immersed in a solution of 4% paraformaldehyde in PBS for 1 hour at
4°C on a rocking platform. Embryos were frozen and cut into sections 10 um thick. Pups and
adults were anesthetized and perfused transcardially with 4% PFA in 0.12 m phosphate
buffer, pH 7.4. After perfusion, eyes were removed from the skull and postfixed overnight in
fresh fixative. Serial frozen sections were processed for immunocytochemistry using sheep
anti-megalin (1/2000), mouse anti-Brn3a (1/125; MAB1585, Millipore, CA 92590), anti-Tuj1
(1/250; MAB1637, Millipore) and anti-HSP70 (1/200; SMC-114C/D, StressMarg, Canada),
and rabbit anti-Aquaporin 4 (1/250; AB3594, Millipore), anti-cleaved Caspase-3 (1/200 ;
557035, BD Pharmingen, CA 95131), anti-GFAP (1/500; Z0334, Dako, Denmark DK-2600),
anti-phospho Histone H3 (1/200; MABE13, Millipore), anti-OTX2 (1/250; AB9566,
Millipore), anti-Pax6 (1/100; PRB-278P, Covance, CA 92121), and anti-PKCa (1/1000; SC-
208, Santa Cruz, CA 95060) and anti-200 kDa neurofilament (1/1,000; ab88043; Abcam,
UK). Lectin PNA conjugates (1/50; L-21409, Molecular Probes, OR 97402) were also used.

Alexa 488- or 594-conjugated antibodies (1:200, Invitrogen) were used for secondary

21/11/2014 5



detection. Nuclear staining was achieved in Hoechst 33342. Fluorescent images were obtained

using an Olympus confocal microscope (FV-1200-1X83).
Morphometric analysis

For all quantification, slides were coded and counts were performed with the examiner blind
to the time point, genotype, and treatment. Coronal sections of wild-type, and Lrp2-®¢tereko
mice were Nissl stained and analyzed using a 40x objective and a millimetric eyepiece. For
each specimen, the retinal thickness and the number of cells were estimated on the two eyes in
ten sections spaced by 40 um. The number of Nissl profiles was counted in an area of 40,000
um? in the GCL, INL, and ONL. The count was performed in a region excluding the ciliary
2F0xGl.cre—

margin and the optic nerve head. Statistical comparisons between wild-type, and Lrp

KO \were done using the unpaired Student's t test.

Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated biotinylated UTP nick end labeling

staining.

Pups and adults were anesthetized, and their eyes were immediately removed and frozen in
isopentane. To visualize nuclei with DNA cleavage, serial sections (20 um) of the eye were
cut on a cryostat, and residues of fluorescein-labeled nucleotides were catalytically added to
DNA fragments by terminal deoxy-nucleotidyl-transferase (TdT). Briefly, sections were fixed
in fresh 4% PFA/PBS at room temperature for 15 min, washed in PBS three times for 5 min,
equilibrated at room temperature for 10 min, and incubated with nucleotide mix and TdT
(ApoAlert DNA fragmentation Kit; Clontech, Mountain View, CA) at 37°C for 1 h. Tailing
reaction was stopped by incubating sections in 2x SSC at room temperature for 15 min. The
number of apoptotic profiles was counted in an area of 40,000 umz in the retina. The count

was performed in a region excluding the ciliary margin and the optic nerve head. Statistical
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2FoxG1.creKO

comparisons between wild-type, and Lrp were done using the unpaired Student's t

test.

High resolution MRI

Mice were anesthetized with a mixture of isoflurane (5% for induction, 1-2% for
maintenance) air (1 L/min) and dioxygene (0.2 L/min). 100 pl of MRI contrast agent (Gd-
DOTA, Dotarem, Guerbet, France) were injected intra-peritonealy on each mouse prior to
MRI scans. In vivo MRI scans were performed on an 11.7T spectrometer (117/16 USR
Biospec, Bruker Biospin, Ettlingen, Germany) equipped with a BGA9-S gradient insert (740
mT/m, rise time 100us) and interfaced with a console running Paravision 5.1. An MRI
Cryoprobe dedicated to mouse imaging was used both for emission and reception of the NMR
signal. A fast 2D-gradient echo sequence (FLASH) was used to position slices bisecting the
optic nerve of the mouse eye (TR/TE=567.1/3.7 ms, Nex=1, Mitx=384*256, field-of-
view=2.30*1.54 cm yielding an in-plane resolution of 60 pm with a slice thickness of 200 um
on 40 slices, Acquisition Time = 2min and 25s). Then, a two-dimensional (2D) T1-weighted
spin-echo sequence was acquired (TR/TE=1500/10.5 ms, Nex=2, Mtx=512*256, field-of-
view=2.56*1.28 yielding an in- plane resolution of 50 um with a slice thickness of 120 um on
48 slices, Acquisition Time=12min and 48s) to distinguish vitreous from aqueous humour and
allow detection of any leakage from one chamber to another. Finally, a high resolution 2D T2-
weighted spin-echo sequence (TR/TE=4000/25.8 ms, Nex=1, Mtx=1024*512, field-of-
view=3.17*1.58 cm yielding an in-plane resolution of 31 um with a slice thickness of 120 um
on 48 slices, Acquisition Time=34min and 8s) was used to obtain a variety of ocular
parameters. We measured axial length (AL), equatorial diameter (ED), anterior chamber

depth (ACD), vitreous chamber depth (VCD), anterior chamber width (ACW), and lens
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thickness (LT) as defined by Tkatchenko et al. 2010 (21). The ACD and ACW were used to

calculate the corneal radius of curvature (CRC) as CRC = (ACD/2) + (ACW?/(8 X ACD)).

Surface tension: To calculate surface tension we applied the Laplace’s law stating that the
pressure exerted on a sphere equals the product of the pressure inside the sphere and its
radius. Laplace's law also predicts that for a cylinder, superficial tensions depend on the
product T = AP x r, where AP (P1-P2) is the pressure difference across the retina (P1 is the
vascular pressure from the convex side, P2 the intraocular pressure from the concave side)
and r value is extracted from MRI data. In the present context this law predicts that the

surface tension will be proportional to the radius size.

Topical endoscopy fundusimaging

Topical endoscopy fundus imaging (TEFI) was performed (22) with an endoscope with a 5-
cm long otoscope with a 3-mm outer diameter (1218AA; Karl Storz, Tuttlingen, Germany)
with step index lenses and an angle of view of 0°, a field of view of 80° in air, and a crescent-
shaped illuminating tip. A reflex digital camera with a 6.1-million pixel charge-coupled
device (CCD) image sensor (D50 with Nikkor AF 85 /F1.8 D objective; Nikon, Tokyo, Japan)
was connected to the endoscope through an adapter containing a +5 lens (approximate value;
the distance from the tip to the cornea appeared to have more influence on focus than did the
lens power). The preferred settings of the camera are as follows: image format, raw; focus,
manual; operating mode, A (priority to opening); diaphragm, 1/1.8; white balance, automatic.
The light source was a xenon lamp (reference 201315-20; Karl Storz) connected through a

flexible optic fiber to the endoscope.

Anterior Segment Examination
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Anterior chamber phenotypes were assessed with a slit lamp (SL-D7, Topcon, Oakland, NJ)
and photo-documented with a digital video camera (DV-3, Topcon). All images were taken
using identical camera settings and prepared by processing with identical image software. All

ocular examinations were performed on conscious mice.

Transmission Electron Microscopy

Adult mice were anesthetized and perfused transcardially with 2% paraformaldehyde-2.5%
glutaraldehyde in 0.1M PBS (pH 7.4). ). Retinas were sliced in 200-um-thick sections,
postfixed 2 h in 1% osmium tetroxide, dehydrated in alcohol, cleared in acetone, and
embedded in Epon. For light microscopy, transverse serial sections (1 pum) were cut, heat
dried, and stained with toluidine blue. Ultrathin sections were cut and stained with lead citrate

and examined with a Philips (Aachen, Germany) CM100 electron microscope.

Vitreous humor collection

Vitreous gel and liquid vitreous humor were obtained as previously described (23, 24). Briefly
one- and three-months-old mice were euthanized by CO, inhalation followed by decapitation.
In a first set of experiments the sclera tissue posterior to the limbus was grasped and a
microsurgical blade was used to make an incision in the cornea from limbus to limbus. The
lens and the vitreous were eviscerated using a fine needle holder the vitreous was carefully
dissected and analyzed (see below). The retina was similarly eviscerated through the corneal
incision but only very low amounts of vitreous gel obtained were obtained. In another set of
experiments the lens was carefully dissected to avoid excessive damage of the anterior
vitreous body and lifted out of the eye. The eye was weighed, oriented superior-side up in a
Petri dish and then sliced transversely (superior to the optic nerve) into two calottes to allow

ready collection of the liquid vitreous in the Petri dish. In general around 9.3-9.5 mg of gel
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and 2-2.5ul of liquid vitreous humor could be retrieved from each eye in control conditions.
In mutant conditions around 9.5 mg of gel up to 20ul could be retrieved from each eye. When

necessary vitreous humors were pooled and used for biochemical and proteomic analyses.
Protein analysis

Samples. Samples were stored at —80°C until analysed. Protein concentration of these
samples was determined using the Bradford method. Twenty-five pug of samples were loaded
in Laemmli buffer on polyacrylamide gels and allowed for a short period a migration (1 h30)
in a stacking gel (7 %). After staining, the protein band was excised and the proteins within
the bands were reduced in 5mM dithiothreitol and cysteins were irreversibly alkylated in 25
mM iodoacetamide. After washing steps with water, gel bands were submitted to protein
digestion (trypsin from Promega, 0.5 pg per band). Several steps of peptide extraction were
then performed in H,0/CH3;CN/TFA mixtures (50/50/1) and the peptide fractions were

combined and evaporated.

Liquid nanochromatography and mass spectrometry. For each sample, peptides were
dissolved in 0.1% formic acid in water. All experiments were carried out with a linear
quadrupole ion trap-Orbitrap mass spectrometer (LTQ Orbitrap Elite, Thermo Scientific)
equipped with a nano-ESI source and coupled to a nanoliquid chromatrography (Easy-nLC I,
Thermo Scientific). The sample was loaded onto an enrichment column (Cap Trap Cg, 0.5 x 2
mm, Michrom Bioresources) and the separation was performed by using a reversed phase
column (Cyg, L153, 1D 5pum, 100 A pore size, Nikkyo Technos, Japan). The gradient (mobile
phase A: H,0/0.1% FA; mobile phase B: CH3CN/0.1% FA) was delivered at a flow rate of
300 nl/min for 120 min. Tryptic peptides were eluted from the reverse-phase column into the
mass spectrometer, using a linear gradient from 2% to 45% of B. The capillary voltage was

set at 1.5 kV and the source temperature at 200 °C. The mass spectrometer was operated in
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the data-dependent mode. Survey full scan mass spectra (from m/z 300 to 2000) were
acquired in the Orbitrap with a resolution of 30,000. The mass spectrometer selected the 20

most intense ions for fragmentation.

Protein identification. Raw data files were processed using Proteome Discoverer 1.3 software
(Thermo Scientific). Peak lists were searched using the MASCOT search engine (version 2.2,
Matrix Science) against the SwissProt database. Database searches were performed with the
following parameters: 1 missed trypsin cleavage sites allowed; variable modifications:
carbamidomethylation of cystein, and oxidation of methionine. The parent ion and daughter
ion tolerances were 10 ppm and 0.5 Da, respectively. The results filtered to a 5% maximal
false positive rate using a reverse database search approach. Peptide filters were high peptide

confidence and proteins identification with at least 2 peptides.

Relative quantification by Progenesis LC-MS. Raw data were imported in Progenesis LC-
MS software (v4.0.4441.29989). One sample was set as a reference, and the retention times of
all other samples within the experiment were aligned. After alignment, data were normalized.
Normalization results in a unique factor for each sample which corrects all peptides
abundances in the sample. Statistical analysis was performed using normalized abundances
for one-way analysis of variance (ANOVA) calculations. Features presenting p-value <0.05
and g-value <0.05 were selected. MS/MS spectra from selected peptides were exported from
the Progenesis LC-MS software as a mgf file and used for peptide identification. Search
parameters were identical to those described above when using Proteome Discoverer.
Conflicting features were discarded for quantification. The total cumulative abundance of the

protein was calculated by summing the abundances of all peptides.

SDS-PAGE and Western blot analysis. SDS-PAGE and immunoblotting were

performed as previously described (25). Briefly 15 mg of vitreous gel or vitreous liquid were
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separated by SDS-PAGE and transferred to nitrocellulose membranes. After blocking the
membranes were incubated with the following primary antibodies: mouse anti-HSP25/27
(1/5000; SMC-163C/D, StressMarq), anti-HSP70 (1/5000; SMC-114C/D, StressMarq) and
anti-collagen Il (1/250; M2193, Santa Cruz), and rabbit anti-fibrillin (1/500; sc-20084, Santa
Cruz), anti-LC3B (1/1000; #2775, Cell Signaling, MA 01915) and anti-Atgl2 (1/1000;
#2011, Cell Signaling), and goat anti-fibronectin (1/250; sc-6952, Santa Cruz). Mouse anti-
GAPDH (1/500; SC-166545, Santa Cruz) was used as an internal control. Immunoblots were
washed in TBS-0.02% Tween 20 (TBST), incubated for 1 h with the appropriate horseradish
peroxidase-coupled IgG (diluted 1:5000), washed in TBS-0.02% Tween 20, revealed using
Super Signal (Pierce, Rockford, IL), and exposed to Hyperfilm ECL (Amersham
Biosciences). Silver staining using the Biorad Silver Stain Plus kit was performed according

to the manufacturer’s instructions.

Blood sample collection and biochemical analyses

After an overnight fast, mice were shortly anesthetized with isoflurane (Forene', Abbot,
France) and blood was collected at 9 a.m. by retro-orbital puncture. 300 ul of blood was
collected into a heparinized tube for biochemical analysis. About 12 biochemical parameters
were measured, including electrolytes and ions (sodium, potassium, chloride, calcium, iron)
and other metabolites (creatinine, total protein, albumin, transferrin) in the blood as well as
the liquid vitreous fraction. These parameters were determined using an Olympus AU 400

analyzer with kits and controls supplied by Olympus or other suppliers.

Data analyses and statistics.

Data are expressed as the means * s.e.m. Differences between the experimental groups were

evaluated using ANOVA followed, when significant (P < 0.05), by the Tukey-Kramer test.
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When only two groups were compared, Mann-Whitney or Student's t test was used as

appropriate. The statistical analyses were performed using Graph Prism Software.
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Results

2FoxGl.cre-KO

Excessive bi-lateral eye enlargement in Lrp mutants

Lrp2 is expressed in the eye primordium by E9.0 (26), as soon as the optic vesicle
forms. Within the optic cup Lrp2 displays a high-to-low dorsal-to-ventral gradient in the
presumptive neural retina and retinal pigment epithelium (Figure 1A). After E15.5 the Lrp2
signal is concentrated at the inner, nonpigmented, layer of the ciliary body epithelium whereas
a low signal is also found at the outer, pigmented, layer of the ciliary body epithelium and the
retinal pigment epithelium (Figure 1B). Other Lrp2 expressing tissues during eye
development include the cephalic neural crest cells (25) and the optic nerve astrocytes (27).
Conditional inactivation of Lrp2 in the neural crest, via Wnt1-Cre, or in the astrocytes, via
GFAP-Cre, did not alter eye formation or retinal differentiation (Supplemental Figure 1)

indicating that Lrp2 expressed in these tissues was dispensable for eye morphogenesis.

To inactivate Lrp2 in the forebrain including the neural retina and its distal edge where
the ciliary body is located we used the FoxG1.Cre deleterious mouse strain active from E9.0
onward (15). Complete Lrp2 ablation within the neural retina and the developing ciliary body
was efficient by E12.5 (Figure 1 C, D). Homozygous Lrp2-“*K%mytant mice were viable
and showed a striking bi-lateral eye enlargement (Figure 1E, F). High-resolution small animal
magnetic resonance imaging (MRI) revealed that the excessive eye enlargement was
associated with a shorter inter-ocular distance and that the space between the mutant eyeballs
and the orbits was reduced especially at the posterior pole of the eye (Figure 1G-J). In

2FoxGl.cre-KO

addition to the ocular phenotype the Lrp mutants lacked a corpus callosum (arrows

in Figure 11, J), a feature reminiscent of the human DBS phenotype (8).

Excessive axial elongation and posterior pole degenerative changes in the Lrp2"®¢toreO

mutant eyes
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To further characterize the mutant ocular phenotype we used the 11.7T MRI system to
conduct longitudinal studies on control and mutant littermates from P15 onward (Figure 2A-
N). Sequential, virtual sagittal slices through the optical axis of the eye of each mouse were
acquired and used to extract various ocular parameters (21) including axial length (AL),
equatorial diameter (ED), lens thickness (LT), vitreous chamber depth (VCD), anterior
chamber depth (ACD) and corneal radius of curvature (CRC). We obtained similar values for
LT, ACD and CRC in control and mutant eyes (Figure 2K, M, N). In contrast the AL, ED,
VCD, asphericity coefficient, circumference and area values were dramatically increased in
the mutants by post-natal day 15 (P15), age at which the mutant eye was already 24% longer
than the control one, and later (Figure 21, J, L and Supplemental Figure 2A-C). To analyze the
rate of axial elongation we distinguished three different phases; phase 1 (P15-P21), phase 2
(P21-P90) and phase 3 (P90-P360). Phase 1 was characterized by a very rapid enlargement of
the eyeball in both control and mutant mice; the growth rate was however much higher in the
mutant (64 um/d) than in the control eyes (42.4 um/d). During phase 2 the mean growth rate
dropped to 13.4 um/d in the mutants and 6.5 um/d in the controls, and further slowed to 0.3
um/d and 0.02 um/d respectively in phase 3. The very rapid increase in AL during phase 1
was associated with a much higher VCD growth rate in the mutants (39.4um/d) compared

with the controls (8.1um/d). In phase 2 the VCD mean growth rate decelerated in both control

and LrszoxGl.creKO

eyes but remained two-fold higher in the mutants; in phase 3 a very slow
increase in VCD (0.07 um/d) was still recorded exclusively in the mutants. In agreement with
early onset and continuous extension of the ocular axis posterior staphyloma could

systematically be evidenced from P21 onward on histological as well as MRI sections of the

mutant eyes (Supplemental Figure 2D, E and Figure 2E-H).

Further ophthalmological examination confirmed the MRI data and showed that the
anterior segment was generally normal in the mutants (Figure 3A-B’) although occasionally
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pupillary ectopia could be observed (Figure 3C, C’*). Topical endoscopy fundus imaging at
P60 (Figure 3D, E) and P180 (Figure 3F, G), when the Lrp2™@C-K® mytant eye was
respectively 30% and 40% longer than the control one revealed progressively aggravating
chorioretinal atrophy and peripapillary staphyloma, traits of the so-called myopic
maculopathy (28, 29). Tonometry evaluation showed that at these ages the intraocular
pressure (IOP) of the Lrp2F®©:e®XOeyes was similar to the controls whereas after P180
slightly lower I0OP values were obtained in the mutants (Figure 3H). The calculated surface
tension in the mutant retina was however progressively increasing from P60 onward and was
150% the control values around P180 (Figure 3I). The above results all-together clearly show

that the lengthening of the ocular axis in Lrp2F®¢tere©

mutants is primarily due to
continuous vitreal chamber enlargement and that it is accompanied by progressively

developing myopic maculopathy.

Normal eye development and early post-natal onset axial elongation in Lrp2-o¢tee

“Omutant eyes

In highly myopic patients the excessive axial elongation of the eye may be observed
early in life and is associated with retinal thinning at both the periphery and posterior pole (5,
29, 30). In agreement with this retinal thinning could be seen on the MRI sections of the
enlarged mutant eyes from P21 onward (Figure 2A-H). To identify the onset of eye
enlargement and characterize the mutant retinal morphology we used histological sections of

control and mutant eyes at various developmental and post-natal stages.

Eye size and retinal morphology appeared normal in the Lrp2F®C*<¢KO mytants
between E13.5 and P5 (Figure 4A and Supplemental Figure 3). From P7 onward however
significantly increased axial length and decreased retinal thickness were evident. At P90 the

mutant retina thickness did not exceed 10% of the control value (Figure 4B, C) and this
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decrease was due to the marked thinning of the inner nuclear (INL), inner plexiform and outer
nuclear (ONL) layers (Figure 4D-F). To investigate whether retinal thinning was associated
with differentiation and/or lamination defects we analyzed the expression of various retinal
markers at both pre- and post-natal stages. The distribution of Otx2, Pax6 and Tuj1, markers
which label retinal progenitors, including ganglion cells, and/or RPE cells was not modified in
the developing mutant retina between E13.5 and E19.5 (Supplemental Figure 3A-C).
Moreover, the differentiated retina cell markers Brn3a, PKCa, PNA-Lectin and Aquaporine 4
were similarly distributed in the retinal ganglion, bipolar, photoreceptor and Miller cells
(Figure 4G, H). The above results indicate that despite early onset and excessive thinning the

differentiation and lamination of the mutant retina were preserved.

2FoxGl.creKO

Increased cell-death contributes to excessive retinal thinning in Lrp mutant

mice

To investigate whether decreased retinal cell density was contributing to retinal
thinning in the mutants we compared the number of cells in control and mutant ganglion
(GCL), ONL and INL cell layers using bins of 40,000 square millimeters. From P15 onward
progressively decreasing cell density was observed in the mutant GCL and INL whereas in
the mutant ONL cell density was already decreased at P7 (Figure 5A). Decreased cell density
is generally due to insufficient cell proliferation and/or increased cell death and probably
reflects the higher mechanical force to which the retina of the elongated eye is subjected
(Figure 3I) and (31). We therefore analyzed the expression of cell proliferation and death
markers at various developmental and post-natal stages. The M-phase cell cycle marker
phospho-histone H3 (PH3) was normally distributed in the mutant retinal progenitor cells
(Figure 5B, C and Supplemental Figure 4A). Furthermore the number of PH3 expressing cells
was similar in control and mutant retinas and the cell proliferation rate was not modified in

the mutants between E13.5 and P5 (Figure 5D).
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To assess cell death we used TUNEL staining. In control retinas the number of
TUNEL positive cells increased until P7 and then progressively declined to reach basal levels
around P21 (Figure 5E upper panel, F and Supplemental Figure 4B upper panel). Compared
with the controls the number of TUNEL positive cells was not modified in the mutants, prior
to P1 (Supplemental Figure 4B lower panel). It was however significantly higher in the
mutant retinas between P5 and P21, especially in the INL, ONL and inner plexiform cell
layers (Figure 5E lower panel, F). To identify the mechanism of retinal cell death we
quantified the signal of the apoptosis marker activated caspase 3. In control retinas cell death
was largely accounted for by apoptosis (Figure 5G upper panel, H). Although a high activated
caspase 3 signal was also observed in the mutant retinas (Figure 5G lower panel, H),
apoptosis did not appear to be the only process of cell death. Because the overstretched
mutant retina is subjected to higher mechanical forces we compared the expression of stress-
related markers in control and mutant eyes. Increased expression of the heat shock protein
Hsp70 (32) in the mutant retinas (Figure 51) suggested that chaperone-mediated autophagy
might contribute to cell death in the mutants. This hypothesis was also supported by the high
expression level of markers widely used to monitor autophagic activity (26, 27) including
Hsp25/27, the autophagosome marker microtubule-associated protein light chain LC3B-I1I and
the autophagy-related gene Atgl12 exclusively in the mutant retina (Figure 5J). Finally GFAP,
another stress-related marker that labels the astrocytes was strongly expressed in the mutant
ganglion cell layer further suggesting that retinal thinning and retinal cell death, at least partly

2FoxG1.cre-KO

due to constant mechanical stress were associated events in the Lrp eye

(Supplemental Figure 5A, B).

Cell death was only occasionally observed in control retinas after P21. In
theLrp2™ Lo Omutant retinas however, cell death appeared to increase especially in the

mutant ganglion cell layer and consequently led to a progressive reduction of the number of
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axons in the mutant optic nerve (Supplemental Figure 5C). It is interesting to note that despite
the important reduction of the number of axons in the mutant optic nerve at P150 the optic

nerve diameter was not modified in the mutants (Supplemental Figure 5D).
Scleral modificationsin Lrp2™¢*<"**9mutant mice

The sclera, the outer coat of the eye, is a collagen and proteoglycan containing
connective tissue with flattened fibroblasts embedded in it. Thinning of the sclera, in
particular at the posterior pole of the eye and the ensuing posterior staphyloma, an outward

protrusion of all posterior layers, are typical features of myopic maculopathy (6, 33).

At the posterior pole of control P90 eyes the mean scleral thickness was around 35um
(Figure 6A) as previously reported (28). At this age the scleral thickness of the Lrp2™>ctee
KOmutant eyes was reduced by 33% (Figure 6B and Supplemental Figure 6A) whereas at

P180 the mutant sclera was 50% thinner than the control one (Supplemental Figure 6A).

Ultrastructural analysis revealed that while in the control sclera collagen fibrils were
organized into well-defined lamellae (Figure 6C) the mutant collagen fibrils formed fewer
lamellae which appeared disorganized (Figure 6D and Supplemental Figure 6B). Within the
mutant lamellae the organization of the collagen fibrils was also perturbed; interweaving
fibrils, readily observed in the controls, were only occasionally seen throughout the mutant
sclera (Supplemental Figure 6C-J). The mutant fibrils seemed to course parallel to each other
and large areas devoid of fibrils were often found between the lamellae of the inner, middle
and outer sclera (Supplemental Figure 6C-H). Moreover the mutant fibrils appeared
abnormally drawn compared with the controls (Supplemental Figure 61, J). Quantification of
the scleral fibrils showed that in control eyes the density per square millimeter increased with

age and that it was higher in the outer sclera. The fibril density was significantly lower in the
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mutants and, in contrast with the controls, progressively decreased in the direction of the

inner-to-outer sclera (Figure 6E).

The morphology of the mutant fibrils was very heterogeneous even within a single
region of the sclera and their contour was irregular with rectangular- rather than oval-shaped
fibrils readily found throughout the mutant sclera (Figure 6F-1). In control eyes the majority
of collagen fibrils from the outer, middle and inner layers of the posterior sclera had a mean
cross-sectional diameter of ~115 nm (Figure 6J). Compared with the controls the mean cross-
sectional diameter of the mutant fibrils was drastically modified in the three scleral layers
(Figure 6K). It was 0f~135 nm in the inner and middle scleral layers and ~120 nm in the outer
layer. The frequency however of fibers with both smaller (<60 nm) and wider (>180 nm)
mean cross-sectional diameters was increased in the mutants (Figure 6K). The above results
indicate that the posterior mutant sclera undergoes important structural modifications
reminiscent of human HM (34) and consistent with the development of posterior scleral

staphyloma.

2FoxGl.creKO

Impaired liquid vitreous composition in the Lrp mutants

The vitreous humor is a highly hydrated gelatinous structure composed of both
collagenous and non-collagenous constituents including electrolytes and several proteins. The
human vitreous humor undergoes an inevitable process of liquefaction that appears around the
age of four years and generally progresses slowly after the midlife (35-38). In highly myopic
eyes, including in Stickler syndrome, liquid vitreous is formed earlier and quantitatively
increases with the degree of myopia (17, 32, 33). Although this process is well described the
composition of the liquid vitreous in myopic patients remains unknown. To assess potential
liquefaction we measured the mass of the gel-like fraction of the vitreous relative to the liquid

fraction in control and Lrp2F®®-*X° muytant eyes as previously described (24). We did not
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observe any noticeable difference in the weight (around 9.5 mg in both control and mutants)

or composition of the gel-like fraction between control and Lrp2™>©Hee4Q

eyes neither at P30
or P90 (Supplemental Figure 7A). The volume of the liquid fraction was however increased in
the mutants at both ages and was 7-fold higher at P90. We used the liquid vitreous fraction
(LVF) to analyze the concentration of soluble constituents including sodium, potassium,
chloride and iron (Table 1) in control and mutant mice at P30 and P90 and compared them to
their respective serum levels. As expected and in accordance with published results (39) the
concentration of the circulating electrolytes was similar in control and mutant mice (Table 1).
In the mutant LVF however, the concentration of sodium, potassium and chloride was
impaired at both ages and resulted in a two-fold increase of the sodium potassium ratio at P90.
At the same age the concentration of iron was strongly increased in the mutants whereas the
levels of lactate and glucose were not modified (Table 1). Finally, the osmolality of the
mutant LVF was lower than that of the controls (307. 8 mosm/L versus 346.1 mosm/L) and

the total protein concentration of the control and mutant LVF was of 1.4 g/L and 3.9 g/L

respectively.

To further investigate the differentially expressed proteins in the control and mutant
LVF at P90 we used label-free liquid nano chromatography-mass spectrometry analysis.
Using highly stringent criteria (at least two unique matched peptides for each protein and an
adjusted P value>>0.05) we identified 495 differentially expressed proteins (Supplemental
Table 1) extending thus previous reports on normal human and mouse vitreous composition
(40, 23, 41, 42). A surprisingly low number of proteins were significantly, although
moderately, overexpressed in the mutant vitreous including the here identified serine protease
inhibitor gene family member SPA3K (Table 2). The levels of alphal-antitrypsin and of the
nutrient transport proteins apolipoprotein A-1, albumin and transferrin were also increased in

the mutants appearing thus as the predominant contributors of the increased protein content.
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The major finding however was the strong reduction of various proteins involved in normal
eye development, response to hydrogen peroxide, to reactive oxygen species and to oxidative
stress such as alpha-, beta- and gamma- crystallin isoforms or vimentin (Table 3). Direct
biological interaction networks were assembled from over- and under-expressed proteins in
the mutant LVF (Figure 7). Overexpressed proteins formed a network centered on albumin,
the most abundant vitreous protein (43) involved in cell homeostasis (Figure 7A). Groups of
strongly reduced, co-regulated interacting proteins were formed around the structural proteins
beta-crystallin Al, cytoplasmic actin and a-and -B-tubulin subunits necessary for ocular tissue
remodeling and transepithelial transport of water, ions and macromolecules including albumin
(44, 45) (Figure 7B). A simple network was finally formed between phosphoglyceratemutase
1 and peroxiredoxin family members, proteins implicated in ocular tissue metabolism (Figure

7B).

Similarly expressed proteins in the control and mutant LVF included trypsin and
proteins involved in immunological responses such as the complement members C3, C4b, C8,
C9, complement factor B or retinol (42, 46, 47), suggesting that the immunological status of
the mutant LVF was preserved. The above results clearly show that the volume of liquid
vitreous is strongly increased in the Lrp2-®©:®XO eyes and provide the first differential

analysis of its biochemical composition.

21/11/2014 22



Discussion

HM is a frequent cause of secondary visual disturbance mainly due to myopic
maculopathy or retinopathy the major cause of legal blindness in the world (3, 29). Several
genes including Lrp2 have been associated with syndromic or isolated forms of HM (2, 8, 9)
but their implication in the pathogenesis of HM and its complications remains unclear. Here
we show that the forebrain specific inactivation of Lrp2 affects post-natal eye development
and leads to early onset, bi-lateral, continuous and excessive axial eye growth essentially
through elongation of the vitreal chamber. The mutant eyes progressively develop a spectrum
of changes characteristic of myopic maculopathy comprising severe retinal damage,

chorioretinal atrophy and peripapillary staphyloma.

Whereas Lrp2 inactivation in the neural crest, via Wnt1-Cre, or the optic nerve and
retinal astrocytes via GFAP-Cre did not alter eye morphogenesis, FoxG1-mediated ablation of
Lrp2 dramatically modified post-natal eye development identifying Lrp2 expressed in the
anterior neuroepithelium as an essential regulator of eye growth. Despite excessive
lengthening of the ocular axis the growth and overall morphology of the anterior segment
were normal in the mutants as suggested by normal CRC, ACD and LT values as well as
unmodified pupil size. Furthermore we did not find any sign of cataract in the Lrp2m¢LereK0
mutant eyes at least during the first six months of life. The occasionally observed papillary

ectopia may be secondary to a detachment of the ciliary body due to the excessive elongation-

associated traction.

Whereas pre-natal eye growth is normal in the Lrp2F®©toeR©

mutant eyes, posterior
segment anomalies, namely increased axial elongation and retinal thinning could be
evidenced as soon as P7 when the eye-lids are still closed and the retina does not process

visual information, strongly suggesting that the onset of abnormal eye-growth is non-visually
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driven in the mutants. However, continuous elongation and the ensuing mechanical stretching
may not be the only cause of the retinal damage evidenced in fundus imaging of P60 mutant
eyes. An excessive mechanical load may indeed induce retinal cell death via increased
autophagy. Autophagic markers were quasi undetectable in control retinas but strongly
expressed in the mutant retina suggesting that impaired autophagy may eventually contribute
to retinal thinning and degeneration. Whereas increased autophagy may temporarily be
protective it is likely that the exposition of the ocular tissues to continuous insults affects their
capacities of autoregulation. Our biochemical and proteomic data support this hypothesis. The
expression of various crystalline isoforms known to protect ocular tissues against mechanical
and metabolical stresses (48-50) and to be required for retinal tissue repair is extremely low.
Furthermore the concomitant, although less pronounced decrease in peroxiredoxin family
members and the abnormally elevated amount of iron in the mutant vitreous may also reflect
impaired protection from oxidative damage and affected survival properties of the mutant
retinal cells. Finally, because of its consistence the mutant liquid vitreous may be less
protective and facilitate the rapid distribution of reactive oxygen species within the ocular
tissues (51) potentially contributing to the degenerative damage observed. We therefore
assume that the Lrp2F®®Le®XO mytant retina is one of the primarily affected ocular tissues
and that both continuous mechanical strain and oxidative damage may together contribute to
the chorioretinal atrophy, ganglion cell death and decrease of the number of axons in the optic

nerve.

Mutant scleral thinning is first evident around P21 suggesting that scleral
modifications are the consequence rather than the cause of the excessive axial elongation in

Lr p2FoxGl.creKO

mutants. Although the study of the biomechanical properties of the mutant
sclera is beyond the scope of the present work one would anticipate that scleral thinning,

impaired collagen fibril number and morphology may increase scleral extensibility in
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response to the imposed mechanical stretching and thus favor the Lrp2™ @K mytant eye
enlargement and formation of peripapillary staphyloma. Increased scleral extensibility may
2FoxGl.cre—

also at least partly explain the physiological intraocular pressure observed in the Lrp

KO mutant eyes as well as in highly myopic patients (16).

The cause of excessive axial elongation in HM remains unclear but experimentally
induced vitreous liquefaction was shown to result in vitreal chamber enlargement reminiscent
of HM (52, 53). Furthermore a significant increase of the volume of liquid vitreous and
impaired vitreous electrolyte balance have previously been associated with form-deprivation
induced myopia (54). In agreement with these observations the volume of the LVF was

strongly increased in the Lrp2m@ctereko

mutant eyes and the ionic composition and osmolality
of the mutant LVVF were impaired. The serum values of both control and mutant mice being
similar it is unlikely that the differences observed are due to systemic anomalies. Furthermore
the levels of the various vitreous electrolytes were variably increased, decreased or

unmodified strongly suggesting impaired intra-ocular production and/or transport.

Physiologically occurring vitreous liquefaction is a poorly understood remodeling
process associated with an increase in the total soluble protein concentration assumed to result
from an age-related ocular barrier disruption (35). We cannot exclude that leakage of serum
proteins may partly explain the progressive increase of soluble protein content in the

LrszoxGl.creKO

mutant LVF between P30 and P90. However, the moderately elevated levels
of albumin, transferrin and apoliporotein A-l contrast with the significantly decreased or
unmodified transthyretin and retinol levels in the mutant LVVF at P90 arguing against serum

protein leakage as a main contributor of the soluble LVF content.

Degradation of collagenous and non-collagenous vitreous components mediated by

matrix metalloproteinases (MMPs) and trypsin (55-57) may contribute to vitreous
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liquefaction in HM. We did not identify any collagen breakdown products in the LVFs
analyzed but our proteomic approach was not designed to this end. We neither found any
differential expression of enzymes such as MMPs or trypsin and the mass and general
biochemical composition of the gel-like vitreous fraction was not modified suggesting that

vitreous degradation was not enhanced in the Lrp2™>©+<¢KO mytants.

In highly myopic patients the presence of liquid vitreous is frequently combined with
posterior vitreous detachment (PVD) i.e. separation between the vitreous cortex and the
retina, which generally increases the risk for degenerative eye changes (17, 51, 58, 59). It is

possible that PVD occurs in the Lrp2F®cteref©

mutant eyes but due to their extreme
deformation in vivo imaging using slit-lamp microscopy or optical coherence tomography
(OCT) could not be performed. However the detection of the central optico-lenticular
Cloquet’s canal on the MRI sections between P21 and P360 suggests that at least complete

2F0xGl.cre~KO

PVD may not be frequent in the Lrp mutants.

Cloquet’s canal was believed to be a remnant of the primary vitreous but recent reports
suggest that it may serve as a route by which aqueous humor flows into lacunae of the
posterior vitreous containing liquid vitreous (38, 60). In this context it is interesting to note
that the most important increase in axial and vitreal chamber enlargement rates, in both
control and mutant eyes were observed between P15 and P21, soon after the ciliary body, the
source of the aqueous humor, becomes fully differentiated (61). Furthermore the aqueous-like
consistence of the mutant LVF may also suggest that aqueous humor could continuously drain

in the mutant vitreal chamber and contribute to excessive eye enlargement.

In sum the present work shows that Lrp2 expressed in the anterior neuroepithelium is
required for normal eye growth and that the Lrp2-®®*“®X° mutants are, to the best of our

knowledge, the first animal model to faithfully summarize congenital HM. Because the
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pathological significance of HM is not due to ametropia but rather the development and extent
of the associated degenerative changes we believe that the Lrp2- ¢k mytants provide a

unique tool to study the onset and age-related evolution of high myopia.
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Figure Legends
Figurel.

Lrp2-deficient eyes are abnormally enlarged. Lrp2 is expressed in the developing neuroretina
(nr) at E12.5 (A). From E15.5 onward the signal is restricted in the lens (L) facing inner layer
of the ciliary body (cb) epithelium, a low expression is also seen in the outer layer of the CB
and in the retinal pigmented epithelium (rpe) (B). Loss of Lrp2 signal in Lrp2®¢tereko
mutants at E12.5 and E15.5 (C, D). Sagittal cryosections through the developing eye (A-D).
The Lrp2F@CteeXO mutants display bilateral eye enlargement (E, F). The inter-ocular
distance as well as the retro-ocular space (double-headed arrows in G-J) are decreased in

Lr p2F0xGl.creKO

mutants. The corpus callosum (arrow in I, J) is not formed in the mutants.
Horizontal MRI sections through the eyes and the corpus callosum of control and mutant mice

(G-J). (vz) ventricular zone. Scale bars: 25 um in A-D.
Figure2.

MRI analysis of post-natal eye growth in control and Lrp2F®C1e®XO mutants over the first
year of life. High resolution sagittal slices through the optical axis of the right eye of each
mouse were acquired (A-H). A variety of optical parameters were extracted from the MRI
images collected from groups of control and mutant mice at the ages indicated (I-N); Values

are mean = SEM of 4 animals per age; ***p<0.01.
Figure 3.

Opthalmological evaluation of control and mutant mice. Similar gross morphology of the
anterior segment in control (A, A’) and Lrp2"®©t<®KO muytant littermates (B, B?). In some
cases pupillary ectopia was observed in the mutants (C, C”). Fundus photographs of control

(D, F) and mutant eyes (E, G) at P60 (D, E) and P180 (F, G) respectively show progressively
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developing chorioretinal atrophy and peripapillary staphyloma. Similar intraocular pressure in
groups of control and mutant littermates at the ages indicated (H). Increased surface tension in
the mutant retinas at the ages indicated calculated as described (1); Values are mean + SEM of

10 animals per age.
Figure4.

Histological and immunomorphological analysis of post-natal eye growth. Significantly
increased axial length is first observed at P7 (A). The retinal lamination in P90 Lrp2FoxcLereko
mutant eyes is normal; Nissl staining of retinal layers (B). The continuous reduction of the
retinal thickness between P7 and P90 (C) is mainly due to the thinning of the inner nuclear
(INL), inner plexiform (IPL) and outer nuclear (ONL) cell layers (D-F). The distribution of
the typical retinal markers Brn3a, PKCa, PNA-Lectin (PNA-L) and Aquaporine 4 (Ag4) in
the retinal ganglion, bipolar, photoreceptor and Miller cells respectively is similar in control
(G) and mutant littermates (H). The number of PKCa, PNA-L and Ag4 positive cells is
apparently decreased in the mutants. Values are mean + SEM of 10 animals per age;

***p<0.01, **p<0.05, *p<0.1. Scale bars: 50 um in B, G, H.

Figure5.

2FoxGl.creKO mutant

Decreased retinal cell density is associated with increased cell death in Lrp.
eyes. The retinal cell density is reduced in the ONL, INL and GCL from P7 onward (A). The
PH3 + cells are similarly distributed in control (B) and mutant retinal layers at P3 (C). Similar
proliferation rates in control and mutant retinas between E13.5 and P5 (D). In normal retinas
TUNEL + cells are essentially seen in the INL and to a lesser extent in the ONL and GCL
layers (E, upper panel). In the mutants the TUNEL signal appears stronger in the INL, ONL

and IPL (E, lower panel). Cell death is significantly increased in the mutants between P5 and

P21 (F). Distribution of caspase 3+ apoptotic cells in control and mutant retinas at P7 and P21
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(G). Apoptosis is also increased in the mutants (H). The expression of the marker of
autophagy Hsp70 is particularly strong in the mutant INL (I). Western-blot analysis of the
indicated autophagic markers; GAPDH is used as an internal loading control (J). Values are

mean £ SEM of 5 animals per age; ***p<0.01. Scale bars: 50 um in B, C, I; 30 umin E, G.

Figure6.

Scleral modifications in the in Lrp2F®cLereko

mutant eyes. Nissl staining of retinal sections in
control (A) and mutant (B) eyes shows reduced scleral thickness at P90. Cross section across
the entire posterior sclera (C, D) shows that the collagen fibrils form well-organized lamellae
in the control sclera (C); in the mutant fibril-poor areas and impaired packing are evident (D).
Contrary to the control sclera the collagen fibril density is lower in the outer layer of the
mutant sclera (E). Fibril organization within a lamella of the posterior sclera (F, H) and in
localized areas (G, 1) of control (F, G) and mutant (H, I) scleras shows irregular fibril
morphology and heterogeneous fibril diameter in the mutants. Measurements of cross-
sectional diameters of fibrils from the inner, middle and outer posterior sclera in control (J)
and mutant eyes (K). The mean fibril diameter distribution is modified in the mutants in all
three layers; the frequency of very small as well large diameter fibrils is increased. (fb)
fibroblast, (Lg) longitudinal and (Tr) transversal orientation of the cross-sectioned fibrils.

Values are mean £ SEM of 3 animals per age; ***p<0.01, **p<0.05, *p<0.1. Scale bars: 50

umin A, B;3.5uminC, D; 1.2 uminF, H; 300 nm in G, I.
Figure7.

Interactome (protein-protein) interaction of proteins differentially expressed in Lrp2-®cekO
mutant eyes. The protein-protein interaction network of proteins overexpressed in mutant
mice (A) and in control mice (B) was constructed using String software (version 9.1,

www.string-db.org). Colored lines indicate different sources of evidence for each interaction.
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The red circle represents proteins involved in normal mammalian eye development, green

circles represent proteins involved in hydrogen peroxide responses.

Table 1. lonic composition of control and mutant liquid vitreous fraction at P30 and P90. At

P90 the total LVF volume was of 2.5 ul and 17 pl in control and mutants respectively. The

number of animals used is indicated.

Plasma

Vitreal chamber

Vitreal chamber

Control Mutant Control Mutant Control Mutant

(n=8) (n=7) (n=280) (n=8) (n=30) (n=7)
Sodium mmol/L 147.2+1.6 1485+1 167 158 167 154
Potassium mmol/L 6.05+0.8 57+0.3 16.6 11.2 17 7.6
Chloride mmol/L 111.2+0.2 1144+1.3 144 132 144 128
Total protein g/L 452+14 441+1.1 1.3 12 1.4 3.9
Albumin g/L 26.8+0.9 2805 0.6 0.6 0.28 0.979
Calcium mmol/L 2.31+£0.04 2.31+£0.05 0.25 0.4 0.3 0.82
Iron umol/L 25+21 27.1+£3 ~0 1.8 ~0 2.2
Transferrin g/L 0.85+0.09 0.81+£0.07 ~0 ~0 ~0 0.13
Phosphorus mmol/Il 2.01 +0.06 2.07 £ 0.07 0.97 1.25 1 241
Lactate mmol /I 45+0.6 4707 10.7 9.6 9.5 10.2
Glucose mmol/I 5.8+0.27 6.2+0.2 6.11 5.84 6.23 6.05
Urea m mol/l 11.6+0.2 11.1+05 10.9 9.6 10.6 8.9
Osmolality mosm/I 287.3 289.3 345.8 318.3 346.1 307.8
Values are means = SEM of plasma clinical chemistry results.
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Table 2. Proteins overexpressed in the liquid vitreous proteome of Lrp

FoxGl.cre-KO
2

mutant

compared to control eyes. The average number of unique total peptides detected in each group

and the max fold change are indicated.

Peptide Confidence Anova Max fold

Accession Description count score (p) change
TRFE_MOUSE Serotransferrin precursor 3 93,15 2,36E-04 2,23
SPA3K_MOUSE Serine protease inhibitor A3K precursor 4 167,51 2,80E-03 4,47
ALBU_MOUSE Serum albumin precursor 3 231,97 6,60E-05 2,07
AlAT4_MOUSE Alpha-1-antitrypsin 1-4 precursor 2 94,37 4,21E-03 2,02
AlAT2_MOUSE Alpha-1-antitrypsin 1-2 precursor 2 73,38 1,39E-03 2,96
AlAT1_MOUSE Alpha-1-antitrypsin 1-1 precursor 3 139,91 3,22E-03 2,32

21/11/2014 38



Table 3. Proteins overexpressed in the liquid vitreous proteome of control compared to
2F0xG1.creKO

Lrp mutant eyes. The average number of unique total peptides detected in each

group and the max fold change are indicated.

Peptide Confidence Anova Max fold
Accession Description count score (p) change
ACTB_MOUSE Actin, cytoplasmic 1 2 50,91 3,08E-03 12,57
CRYAA_MOUSE Alpha-crystallin A chain 5 372,78 4,63E-03 656,75
CRYAB_MOUSE Alpha-crystallin B chain 7 553,13 4,16E-03 239,74
CRBA1_MOUSE Beta-crystallin A1 3 132,14 1,48E-04 Infinity
CRBA4_MOUSE Beta-crystallin A4 2 81,85 2,57E-03 Infinity
CRBB1_MOUSE Beta-crystallin B1 4 309,92 1,68E-03 1508,97
CRBB2_MOUSE Beta-crystallin B2 9 542,15  5,36E-03 855,10
CRBB3_MOUSE Beta-crystallin B3 5 261,96 2,52E-03 550,16
CRBS_MOUSE Beta-crystallin S 7 310,73 3,97E-03 221,42
COTL1_MOUSE Coactosin-like protein 2 116,25 1,71E-05 12,14
DEST_MOUSE Destrin 3 120,46 3,40E-04 3,19
DPYL2_MOUSE Dihydropyrimidinase-related protein 2 3 201,59 2,30E-03 58,60
DBNL_MOUSE Drebrin-like protein 2 101,83 1,19E-03 11,51
IFAA1_MOUSE Eukaryotic initiation factor 4A-1 2 118,21 3,28E-03 3,09
EZRI_MOUSE Ezrin 2 84,25 3,81E-03 6,49
FABP5_MOUSE Fatty acid-binding protein, epidermal 5 242,38 2,10E-03 194,26
ALDOC_MOUSE Fructose-bisphosphate aldolase C 3 210,02 7,12E-05 3,35
CRGB_MOUSE Gamma-crystallin B 5 416,85 6,35E-04 Infinity
CRGC_MOUSE Gamma-crystallin C 6 338,50 3,54E-03 259,01
CRGD_MOUSE Gamma-crystallin D 3 168,76 4,99E-03 497,58
CRGE_MOUSE Gamma-crystallin E 5 276,59 2,10E-03 312,63
GSTM1 _MOUSE Glutathione S-transferase Mu 1 3 130,54 3,48E-03 2,35
GSTP1_MOUSE Glutathione S-transferase P 1 6 259,52 5,10E-04 2,54
HSP7C_MOUSE Heat shock cognate 71 kDa protein 3 78,63 3,62E-04 6,22
HSPB1_MOUSE Heat shock protein beta-1 8 338,64 1,26E-03 12,55
HNRPK_MOUSE Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K 2 90,92 3,80E-04 19,18
LDHA MOUSE L-lactate dehydrogenase A chain 2 150,06 1,46E-02 6,56
PRDX5_MOUSE Peroxiredoxin-5, mitochondrial precursor 4 140,28 1,26E-04 3,60
PRDX6_MOUSE Peroxiredoxin-6 2 116,89 3,63E-03 4,16
PGAM1 MOUSE Phosphoglycerate mutase 1 2 85,21 6,40E-04 4,15
GDIB_MOUSE Rab GDP dissociation inhibitor beta 2 201,78 2,17E-04 2,42
STIP1_MOUSE Stress-induced-phosphoprotein 1 2 71,17 4,16E-03 14,63
VAT1_MOUSE Synaptic vesicle membrane protein VAT-1 3 92,76 1,86E-03 2,77
TBA1A_MOUSE Tubulin alpha-1A chain 2 161,81 2,29E-03 4,06
TBB2C_MOUSE Tubulin beta-2C chain 6 330,50 1,02E-03 6,44
TBB5 MOUSE Tubulin beta-5 chain 6 310,83 8,79E-05 4,72
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Supplemental Figure L egends.
Supplemental Figure 1.

Normal retinal morphology in Lrp2¥™-®%° and Lrp2® PO muytants. Nissl staining of

retinal layers. Scale bars: 50 um in A, B.

Supplemental Figure 2.

MRI and histological analysis of control and Lrp2F®®:e®0 mutant eyes. Parameters
extracted from high resolution MRI images (A-C). Asphericity coefficient was calculated as
an AL/ED ratio; circumference and area are increased in the mutants. Horizontal cryosections
of control (D) and mutant (E) retinas showing retinal thinning and the presence of a posterior
staphyloma in the mutant. Values are mean + SEM of 4 animals per age; ***p<0.01. Scale

bars: 600 um in D, E.

Supplemental Figure 3.

Retinal development in control and Lrp2™¢-“®XC mutant eyes. Retinal cryosections of
control and mutant eyes between E13.5 and E19.5 show similar distribution of Otx2 (A), Pax6

(B) and Tuj-1 (C) in the developing retina. Scale bars: 25 um in A-C.

Supplemental Figure 4.

2FoxGl.cre~KO mutant

Cell proliferation and death in the developing retina of control and Lrp
eyes. The cell proliferation PH3 immunostaining (green) is similarly distributed in the
ventricular zone (vz) of control and mutant eyes at the ages indicated (A). TUNEL + cells

(white arrows) are occasionally found in control and mutant retinas at the ages indicated (B).

Scale bars: 25 umin A, B.

Supplemental Figureb5.
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Retinal stretching and reduction of the number of axons in the Lrp2™¢2e®X9 mytant eyes.
GFAP staining on retinal cryosections of control and mutant retinas at P10 (A) and P90 (B).
The signal is increased in the astrocytes (arrows) of the mutants. Neurofilament Heavy Chain
(NFH) staining is used to count the optic nerve axons at the ages indicated (C). Despite the
reduction observed at P150 the diameter of the mutant optic nerve is not modified (D). Values

are mean = SEM of 4 animals per age; ***p<0.01. Scale bars: 50 um in A; 30 um in B.

Supplemental Figure6.

Scleral modifications in the the Lrp2™@C®K® muytant eyes. Reduced posterior sclera
thickness (A) is associated with a reduction in the number of lamellae across the entire mutant
sclera (B) at the ages indicated. TEM reveals collagen architecture in the inner, middle and
outer layers of the posterior sclera in control (C, D, E, I) and mutant (F, G, H, J) eyes.
Decreased interweaving, abnormal collagen packing of the mutant fibrils and fibril-free
spaces are seen throughout the mutant retina. Values are mean + SEM of 3 animals per age;

***p<0.01. Scale bars: 1 umin C-H; 600 nmin I, J.

Supplemental Figure?.

Biochemical analysis of the gel and liquid vitreous fractions in control and Lrp2FoxGLerekO
mutant eyes. Western blot analysis of principal vitreous gel constituents (A) SDS-PAGE
silver stain of control and mutant vitreous liquid (B) samples at P90. A control serum is

shown for comparison in (B).
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I-3-Discussion

Notre étude révele que la mégaline/lrp2, exprimée par le neuroépithélium antérieur
est nécessaire pour la croissance normale de I'oeil.L'inactivation dans les crétes neurales,
via Wntl1-Cre, ou dans les astrocytes du nerf optique et de la rétine, via GFAP-Cre,
n'altére pas la morphogenése de I'ceil suggérant que le réle de la Mégaline/lrp2 exprimée

dans ces sites n’est pas important pour la croissance oculaire.

Les souris déficientes en mégaline/lrp2 FoxG1-Cre MegYs développent des
anomalies dégénératives dont la sévérité augmente au fil du temps. Elles présentent une
augmentation de la longueur de I'ceil, une augmentation de la profondeur de la chambre
du vitré, un amincissement de la rétine et I'apparition d’'un staphylome postérieur, ainsi
gue des modifications dans la structure de la sclere. Ces phénotypes sont retrouvés dans

la myopie forte humaine.

Les éléments nouveaux apportés par la description de ce modele FoxG1-Cre Meg‘‘, sont
les modifications de la sclére, la rétinopathie et surtout la modification majeure de la
consistance et la composition du vitré. Cette premiére étude ne permet pas de mettre en
évidence le mécanisme moléculaire de la myopie. Nous constatons néanmoins que
I'élongation de la chambre du vitré et I'amincissement de la rétine sont les premiers
symptémes. lls sont suivis par les modifications de la scléere, suggérant que cette tunique
ne serait pas la cible primaire. Les modifications du vitré suggerent que dans ce modele,

cette structure soit essentielle pour la pathogenése de la myopie.

En conclusion, linactivation de la mégaline/lrp2 reproduit tres probablement la
myopie forte observée chez les patients Donnai-Barrow. Les facteurs qui sont a 'origine
des modifications dégénératives sont les éléments contenus dans le vitré. Nous nous
sommes donc intéresseés par la suite a I'étude de la structure et la fonction de I'épithélium

ciliaire,qui synthétise 'humeur aqueuse et en partie les composants de I'humeur vitrée.
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Introduction

Figure 12 : Coupe sagittale de corps ciliaire humain.

Représentation schématique du corps ciliaire d’un oeil humain et du corps ciliaire:

r (Rétine), os (ora serrata)C (Cristallin), Ch (Choroide), Scl (Sclére), Tr (Réseau trabéculaire), Ir
(Iris), Mc (Muscle ciliaire), Pr (Proceés ciliaire), Zo (Fibres zonulaires). Adaptée de Servier Medical
Art.
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Introduction

I-Le corps Ciliaire

La structure et la fonction du corps ciliaire de ’'homme sont similaires a celles de la
souris (Napier & Kidson, 2005). Le corps ciliaire est une structure complexe qui remplit
plusieurs roles essentiels pour la maintenance de la vision, il permet 'accommodation de
I'oeil (Gilmartin & Hogan, 1985) et la sécrétion des composants de I'humeur aqueuse et
celle du vitré (Barsotti et al., 1992). Le corps ciliaire est un compartiment structurellement

bien ordonné (Figure 12).

I-1-Organisation structurale et cellulaire du corps ciliaire

Organisation centro-périphérigue :

Le corps ciliaire s’étend, selon un axe centro-périphérique, sur une zone restreinte
allant des racines de ['iris jusqu’a I'ora serrata (Figure 12, 0s), une ligne dentelée formant

la frontiére entre la partie optique et la partie aveugle de la rétine (Figure 12, r).

Organisation antéro-postérieur :

Le corps ciliaire comprend I'anneau ciliaire (pars plana) et la couronne ciliaire (pars
plicata). Cette derniére contient environ 70 procés ciliaires, qui en vue postérieure
couronnent I'équateur du cristallin. Sur une coupe sagittale, la couronne, présente un profil
triangulaire derriere la racine de Il'iris (Figure 12, Ir). Le corps ciliaire est bien vascularisé
avec la présence de grands capillaires a endothélium fenétré dans chacun des procés
ciliaires (Smith & Raviola, 1983).

Le corps ciliaire est composé d'un muscle ciliaire (Figure 12, Mc).ll permet
'accommodation de I'ceil et I'évacuation de I'humeur aqueuse a travers le réseau
trabéculaire, en action coordonné avec les fibres zonulaires (Napier & Kidson, 2005). Ce
dernier se compose de faisceaux de myosites lisses orientés selon les directions
méridionales (muscle de Briicke), radiaire et circulaire (muscle de Miuller) (Napier &
Kidson, 2005). Le muscle ciliaire prend son origine sur I'éperon scléral principalement. Ses

faisceaux méridionaux se terminent dans le complexe basal et le stroma fibreux de la
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CHAMBRE POSTERIEURE

SANG

Figure 13 : Structure de I'épithélium ciliaire.

Représentation schématique sagittale de I'épithélium du corps ciliaire d'un oeil humain:
NPE (Epithélium non pigmentd), PE (Epithélium pigmenté&)

B (Jonction serrée), @ (Jonction adhérente), @ (Jonction communicante), #{mélanosome),
@ (molécule sanguine).
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Introduction

choroide et sur la face interne de la sclérotique. Il est innervé par le systeme nerveux
parasympathique (Napier & Kidson, 2005) (Figure 12).

Reposant sur cette partie musculaire, les proces ciliaires occupent la plus grande partie du
corps ciliaire (Figure 12, Pr). lls synthétisent I'hnumeur aqueuse, des glycoprotéines du
corps vitré, des enzymes antioxydantes, et des neuropeptides (Coca-Prados et al., 1999;
Bishop et al., 2002). Des études de microscopie électronique ont montréque chez de
nombreuses especes comme le porc (Kessel & Kardon, 1979), le poulet (Bard & Ross,
1982), et I'hnumain (Ritch et al., 1996) ces structures forment un arrangement de replis
régulier autour de I'eeil. Chaque procés est composé d'un capillaire cerné par un ample
stroma recouvert par une double couche d’épithélium, provenant de deux anciens feuillets
de la cupule optique (Raviola and Raviola, 1978) (Figure 13). La couche externe, qui
contient des mélanosomes porte le nom d’épithélium pigmenté (Figure 13, PE), et la
couche interne quant a elle se nomme I'épithélium non pigmenté (Figure 13, NPE), c’est
ce dernier qui secrete I'hnumeur aqueuse. lls se font face a leur plle apical respectif
(Raviola and Raviola, 1978). lls servent de barriere hémato-aqueuse, empéchant le
passage passif de protéines plasmatiques jusqu’a la chambre postérieure de I'ceil. Des
études de l'ultrastructure de I'épithélium ciliaire, réalisées chez le lapin et le primate ont
révélé que la fonctionnalité de cette barriere était due a un réseau complexe de jonctions
intercellulaires (Raviola, 1971; Raviola & Raviola 1978) (Figure 13). Les deux faces de
I'épithélium possedent une lame basale. Celle de I'épithélium non pigmenté sert de lieu
d’ancrage pour les fibres zonulaires aussi bien a hauteur de I'anneau que de la couronne.
Ces fibres zonulaires (Figure 12, Zo) sont ancrées a la lame basale de I'épithélium non
pigmenté, elles font le lien entre celui-ci et le cristallin. Elles se composent de microfibrilles
de fibrilline et elles sont probablement produites par I'épithélium non pigmenté de
'anneau. Elles forment des faisceaux se dirigeant vers I'équateur du cristallin et

s‘amarrent a sa capsule (Figure 12, C).
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I-2-Fonction du corps ciliaire

Le corps ciliaire a trois principales fonctions ; 1/ de permettre I'accommodation
(Gilmartin & Hogan, 1985), 2/ d'établir une barriere hémato-aqueuse fonctionnelle (Freddo,

2013), et 3/ de synthétiser 'humeur aqueuse et vitrée (Bishop et al., 2002).

[-2-1-L’'accommodation

La vision de prés exige un travail musculaire ; en revanche, la vision a distance ne
consomme pas d'énergie musculaire. Dans I'ceil au repos (regardant au loin), les fibres
zonulaires sont tendues et le cristallin est aplati. Ce sont les forces de traction passive de
la sclérotique et du complexe basale de la choroide qui agissent sur le corps ciliaire et qui
tendent les fibres zonulaires par l'intermédiaire de I'épithélium ciliaire (Streeten & Licari,
1983). La vision de pres est rendue possible par le travail du muscle ciliaire qui s’oppose a
la traction passive. En contractant ses faisceaux méridionaux et radiaires, il attire le corps
ciliaire vers l'avant et en contractant ses fibres circulaires, il le rapproche de I'équateur du
cristallin. Les fibres zonulaires se détendent, ce qui augmente la courbure est donc la
convergence du cristallin (Streeten & Licari, 1983). Les forces de rétraction passive
prennent le dessus et le cristallin s’aplatit. L'accommodation se contrdle de maniére

réflexe.

|-2-2-La barriere hémato-aqueuse

La barriere hémato-aqueuse est formée par les jonctions serrées situées entre les
cellules non pigmentées de I'épithélium ciliaire (Raviola and Raviola, 1978) (Figure 13). La
présence de ces jonctions empéche la diffusion passive des éléments du stroma vers la
chambre postérieure de I'ceil. C’est majoritairement I'épithélium non pigmenté qui est actif
lors de ce flux ionique (McLaughlin et al., 1998). Les ions passent a travers les jonctions
communicantes (Raviola and Raviola, 1978). Les cellules pigmentées de [I'épithélium
ciliaire sont associées entre elles par des jonctions adhérentes, communicantes et des
desmosomes. Les deux couches communiquent par les jonctions communicantes et sont
liées par des jonctions adhérentes (puncta adherens, PA) (Raviola, 1974) (Figure 13 et
14).
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Figure 14 : Différentes jonctions cellulaires dans I'épithélium ciliaire.

Représentation schématique des jonctions cellulaires de I'épithélium ciliaire d'un oeil
humain. (A) Jonction sermée, (B) Jonction communicante, (C) Jonclion adhérentes. NPE

(Epithélium non pigmenté), PE (Epithélium pigmenté), a [a-caténine), [ (B-caténine),
{ imicrofilament d'actine).
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i-Les jonctions serrées

Dans les tissus épithéliaux, les jonctions serrées bloquent la circulation des fluides entre
les cellules et assurent ainsi I'étanchéité entre ces derniéres (Niessen, 2007). Elles
peuvent laisser diffuser certains peptides hydrophiles de petites tailles (<15 nm) (Kirschner
et al.,, 2010). Les jonctions serrées sont localisées a l'apex des cellules épithéliales ou
elles forment une bande continue tout autour, qui assure I'étanchéité (Kirschner et al.,
2010). Elles sont composées de protéines spécifiques, les claudines et les occludines, qui
sont des protéines transmembranaires. Leurs domaines extracellulaires relient les
membranes plasmiques de deux cellules adjacentes (Furuse et al., 2002) (Figure 14, A).
Leur domaine cytoplasmique interagit avec des protéines cytosoliques dont la protéine

Z0O-1 qui les connectent aux filaments d’actine (Fanning et al., 1998) (Figure 14, A).

li-Les jonctions communicantes

Ce sont des jonctions intercellulaires mettant en relation le cytoplasme de deux cellules
voisines. La jonction communicante est un assemblage de quelques dizaines a quelques
milliers de canaux qui traversent les deux membranes cellulaires, en formant des plaques
jonctionnelles. Chaque canal est formé de deux connexons, un par membrane cellulaire
(Coffey et al., 2002) (Figure 14, B), aboutissant a la formation d’'un canal hydrophile de 2
nm de diameétre. Dans I'épithélium ciliaire, elles sont essentiellement constituées de la
connexine 43 (Shin et al., 1996).

iii-Les jonctions adhérentes

Ceinturant aussi la cellule a son péle apical, elles laissent un espace intercellulaire plus
important que les jonctions serrées (Niessen, 2007). Elles sont composées de deux
familles de molécules d’adhésion; les cadhérines et les nectines (Takai et al., 2003a; Takai
and Nakanishi, 2003) (Figure 14, C). Ces jonctions sont aussi composées au hiveau
intracellulaire de caténines et d’afadine (Inagaki et al., 2005). La premiere permet de faire
la liaison entre les microfilaments d’actine et les cadhérines, tandis que la deuxieme le fait
entre les microfilaments d’actines et les nectines (Inagaki et al., 2005) (Figure 14, C).

Des jonctions qui ressemblent aux jonctions adhérentes, les puncta adherens (PA) ont été
observées au niveau de linterface entre les cellules non pigmentées et pigmentées de

I'épithélium ciliaire (Raviola 1974). formées (Raviola 1974).
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Figure 15 : L’angle iridocornéen et les structures associées.

Représentation de Il'angle iridocornéen humain et des structures associées. Tr (Réseau
trabéculaire), SScl (Canal de Schlemm), EScl (Eperon du canal de Schlemm), Scl (Sclere) rn
(rétine neurale), ¢ (procés ciliaire), Mc (Muscle ciliaire), Ir (Iris), ChA (Chambre antérieure), ChP
(Chambre postérieure), Zo (Zonule ciliaire). La fleche grise indique le trajet de 'humeur aqueuse
de la chambre postérieure a la chambre antérieure. Repris de Histologie de Lullmann-Rauch,
2006.
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[-2-3-La synthése de ’humeur aqueuse

L'humeur aqueuse remplissant la chambre antérieure est sécrétée de maniére
constitutive, coule entre les fibres zonulaires et rejoint la chambre antérieure en passant
par la pupille, entre l'iris et le cristallin (Raviola, 1971). Tous les composants ioniques de
I’humeur aqueuse proviennent de la voie sanguine (Civan and Macknight, 2004). Par
exemple, le Na* et le Cl- passent du stroma ciliaire dans I'épithélium pigmenté (McLaughlin
et al., 1998), puis dans I'épithélium non pigmenté via les jonctions communicantes (Civan
and Macknight, 2004). Tandis que le Na* est pompé dans la chambre postérieure de I'ceil
par une ATPase (Avila et al., 2002), le CI-, quant a lui, quitte cette chambre via un canal a
chlorures (Civan and Macknight, 2004). L'eau suit la pression osmotique (Walker et al.,
1999; Yamaguchi et al., 2006). Le drainage de I'humeur aqueuse est effectué par I'angle
iridocornéen (Figure 15). Elle quitte la chambre antérieure (Figure 15, ChA) et rejoint le
sinus veineux de la sclére (Figure 15, Scl) (Gray et al., 2009). L’humeur aqueuse assure la
nutrition du cristallin et de la cornée. En effet, il a été montré que I'épithélium non
pigmenté synthétise et sécrete de nombreuses protéines nutritives, comme l'albumine ou
la transthyrétine (Barsotti et al., 1992).

L'angle iridocornéen chez la souris est formé d’'une part par l'iris (Figure 15, Ir) et
d’autre part par la cornée et un petit segment de la sclérotique (Gray et al., 2009). C’est ce
segment réduit qui héberge le sinus veineux de la scléere, ou « canal de
Schlemm » (Figure 15, SScl), une sorte de drain circulaire derriere lequel la sclérotique
émet un renforcement, I'éperon scléral (Figure 15, EScl) (Smith et al., 2001). Ce dernier
sert d'origine au muscle ciliaire (Figure 15, Mc) qui se dirige vers l'arriere. On trouve
devant I'éperon le réseau trabéculaire iridoscléral (Figure 15, Tr), un systeme lache de
travées conjonctives recouvertes d'un épithélium prolongeant I'épithélium postérieur de la
cornée. Les espaces entre les trabécules servent au passage de I'humeur agueuse vers le
sinus veineux scléral. Ce dernier communique avec les veines épisclérales par des petits
canaux traversant la sclérotique (Smith et al., 2001). Environ 15 % de I'humeur aqueuse
diffusent directement de I'angle iridocornéen dans les espaces extracellulaires de l'uvée et
de la sclérotique et de la dans les veines vorticicineuses (voie de drainage uvéoscléral)
(Gray et al., 2009). Sa structure est conservée chez 'homme.

La fonction de I'épithélium ciliaire dans la synthése des humeurs aqueuse et vitrée a été
bien étudiée. Par contre sa fonction endocytique est moins connue, notamment au péle

apicale des cellules non pigmentées du I'épithélium ciliaire.
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Figure 16 : La mégaline/lrp2 dans I'’endocytose.

Schéma représentant le réle de la mégaline dans I'endocytose.
Adapté de Shah et al., 2013.
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lI- Endocytose

Il existe trois grand type d’endocytoses (Mayor & Pagano, 2007 : la phagocytose
qui concerne les molécules de moins de 300 nm, la pinocytose, concernant les petites
molécules en phase fluide en passant par des puits de clathrine, et I'endocytose
dépendante de récepteurs membranaire, qui permet la sélection fine des composants a
internaliser (Mayor & Pagano, 2007) (Figure 16). L'endocytose par récepteur est clathrine-
dépendante, cavéoline-dépendante ou clathrine/cavéoline indépendante (Mayor &
Pagano, 2007) (Figure 16). L'endocytose permet une interaction de la cellule avec son
environnement extérieur. Ce mécanisme contrble tout un vaste ensemble d'activités
biologiques cellulaires. Par exemple on retrouve I'endocytose dans [linternalisation
d’éléments nutritifs essentiels, dans la signalisation intracellulaire mais aussi dans la
réponse immunologique. L'endocytose est donc un processus clef intervenant deés le
développement embryonnaire.

Dans le cas de la famille des LDLRs et de la mégaline/lrp2 I'endocytose se fait de maniere
clathrine-dépendant (Figure 16). La mégaline/lrp2 comme tous les membres de la famille
des récepteurs au LDLRs permettent 'endocytose de leur ligand (Christensen et al., 2012;
Czekay et al., 1997). Ce mécanisme de transport permet & une molécule de pénétrer dans
la cellule via l'invagination de la membrane plasmique de celle-ci, entrainant le

détachement d’'une vésicule.

lI-1-Endocytose clathrine-dépendante

C’est le mécanisme d’endocytose le plus connu (Figure 16). La clathrine forme une
couche protéique qui tapisse la surface cytoplasmique de la vésicule endocytique (Forgac
et al.,, 1983). C'est au niveau de cette couche que le complexe ligand/récepteur est
internalisé. Ces vésicules perdent rapidement leur couche de clathrine et le complexe
ligand/récepteur est transporté vers un endosome précoce (Tan et al., 1993) (Figure 16).
La dissociation du ligand envers son récepteur s’effectue dans ces compartiments. Ceci
est rendu possible grace a un pH Iégérement acide qui est maintenu par la pompe ATP-
dépendante (Czekay et al 1993). D’'un coté les récepteurs enfin libres, s’accumulent dans
des vésicules de recyclage qui les transporteront a nouveau vers les membranes
plasmiques (Majeed et al 2014), mais ils peuvent aussi suivre une voie de dégradation

(Molfetta et al., 2014). D’un autre coté, les endosomes précoces, contenant les ligands
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Figure 17 : Formation des vésicules recouvertes de clathrine.

Schéma représentant les trois grandes étapes de la formation des vésicules recouvertes de

clathrine.
Adapté de O’Day.
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libres, vont fusionner avec des endosomes tardifs qui a leurs tour vont fusionner avec des
lysosomes (Kornilova, 2014). C'est dans ce dernier compartiment que les ligands
(protéines) vont étre dégradeés. Cette dégradation est due au pH acide et aussi a la forte
concentration en enzymes lysosomales contenues dans ces compartiments (Kornilova,
2014).

D’un c6té, I'endocytose permet de capter les nutriments essentiels a la cellule (Jensen et
al., 2014; Laatsch et al., 2012; Ye et al., 2012), d’un autre c6té la fonction de I'endocytose
sera l'activation de voies de signalisation (Ockenga et al., 2014; Tomas et al.,, 2014).
Certains récepteurs des LDL sont capable simultanément des deux fonctions (Nakayama
et al., 2013).

lI-1-1- Protéines impliquées dans la formation des puits et des vésicules

recouverts de clathrine

La formation des puits de clathrine nécessite l'intervention de plusieurs partenaires.
On en dénombre trois grands types: tout d’abord, la clathrine (Kibbey et al., 1998). Puis
des adapteurs capables a la fois de lier la clathrine et les différents récepteur, comme
'adapteur I'Adaptator Protein-2 (AP-2) (He et al.,, 2002). Enfin, d’autres protéines
accessoires pouvant se lier spécifiquement a certains récepteurs, et ainsi moduler le
processus de I'endocytose ou les voies de signalisation (Mulkeans & Cooper, 2012; Park
et al., 2014) (Figure 17).

I- La clathrine

Cette protéine est constituée de trois chaines lourdes de 190 kDa chacune
fortement associées a une chaine légére de 30 kDa (Huang et al., 1997). Ce complexe
forme une structure appelée: triskelion (Jin & Nossal, 1993). lls s'assemblent entre eux,
induisant une courbure a la membrane plasmique, qui est a l'origine de la formation de la

vésicule (Lin et al., 1991).

ii- L'adaptateur AP-2

Il existe deux adaptateurs impliqués dans la formation des puits de clathrine, AP-1
et AP-2 (Gallusser & Kirchhausen, 1993). Le premier est impliqué dans la formation des
puits au niveau du réseau trans-golgien (Liu et al., 2008). Tandis que son homologue

AP-2, est impliqué dans la formation des puits directement au niveau de la membrane
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Figure 18 : Démantélement des vésicules recouvertes de clathrine.

Schéma représentant les protéines impliquées dans le démantélement des vésicules recouvertes

de clathrine.
Adapté de O’Day.
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plasmique (Beck et al.,, 1992). Les deux sont des hétéro-tétrameres constitueés
premierement de deux polypeptides, les adaptines, puis d’'une chaine moyenne pet d’'une
petite chaine B (Heldwein et al., 2004). Des études effectuées sur I'expression de AP-2 a
montré que son inhibition via une Iégation de Small Interefering RNA (siRNA) entrainait
une diminution significative du nombre de puits a clathrine (Hinrichsen et al., 2003; Motley
et al., 2003). Cependant ces mémes études ont montré que AP-2 n’était pas nécessaire a
I'endocytose des LDLRs, suggérant ainsi l'existence d'autres protéines adaptatrices
(Traub., 2003). De méme, il a été montré que les LDLRs pouvaient se lier directement a la
clathrine (Kibbey et al., 1998).

lii- Les autres protéines adaptatrices et protéines accessoires

On appelle protéine adaptatrice toute protéine capable de lier a la fois la queue
cytoplasmique du récepteur et de l'autre coté la clathrine. Ces protéines interviennent a
plusieurs niveau de I'endocytose. Que ce soit au niveau du recrutement des récepteurs
(AP-2, Epsl5, Dab2) (Suzuki et al 2012 Mishra et al., 2002), ou au niveau de la scission
des vésicules (dynamine, amphiphysine) (Van der Bliek et al., 1993; Slepnev et al., 2000;
Huser et al., 2013) (Figure 17) ou méme la désagrégation du manteau de clathrine
(auxiline) (Ahle & Ungewickell; 1990; Krant et al., 2013) (Figure 18).

Lorsque la vésicule se détache de la membrane et pénétre plus en profondeur dans
la cellule, elle subit un démantélement de son manteau. Lors de cet événement AP-2 et la
clathrine se détachent de la membrane de la vésicule et sont recyclées a la membrane
plasmique de la cellule, pour reformer un puits a clathrine (Beck et al.,, 1992). Ce
processus est régulé par plusieurs protéines, qui ont pour role de permettre un juste
équilibre entre la quantité de la protéine AP-2 et celle de la clathrine contenues dans les
membranes vésiculaires et la quantité nécessaire a la réalisation de nouveaux puits a
clathrine (He et al., 2002). Ainsi l'auxiline qui via sa liaison a la clathrine, va permettre un
recrutement et une activation directement dans les puits de la protéine Hsc70 (Figure 18)
(Krantz et al., 2013)). Hsc70 est une ATPase qui catalyse la réaction qui va permettre de
relacher la clathrine des vésicules (Morgan et al., 2001; Ungewickell et al., 1995). La
synaptojanine, joue également un role dans le démantélement de la clathrine et AP-2 des
vésicules. En effet des études réalisées sur des souris invalidées pour le géne de la
synpatojanine montrent une augmentation significative du nombre de vésicules dans le

cytoplasme des cellules (Cremona et al., 1999) (Figure 18).
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Figure 19 : Régulation du trafic endocytique.
Schéma représentant les protéines impliquées dans la fusion des vésicules endocytiques, dans le
transport des molécules aux divers endosomes et dans celui des endosomes de recyclage.

Adapté de Owen et al., 2004
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[I-1-2- La régulation du trafic vésiculaire

En simplifiant, I'endocytose est un trafic de protéines a travers une succession de
compartiments dynamiques, chacun se distinguant les uns des autres. Ces différences se
font au niveau de leur localisation dans la cellule mais aussi de leur pH et enfin des
protéines qui leurs sont associées. La régulation de ce trafic fait intervenir un ensemble de
protéine (Figure 19) (Lukacs et al., 1997; Owen et al., 2004) . Les plus importantes, les
protéines Rab appartiennent & une famille de plus de 60 petites GTPases régulatrices.
Tous les membres de cette famille joue un réle majeur dans la régulation des différentes
étapes du transport membranaire dans le systéme endosomal (Bucci et al., 2014). En effet
ces protéines participent a la formation des vésicules de transport, ainsi que leur mobilités
et leur diverses fusions dans la voie endocytique (Zerial & McBride, 2001; Bucci et al.,
2014). La forme activée, Rab-GTP, est capable de lier des effecteurs contribuant a leur
localisation dans les endosomes de la voie endocytique (Zerial & McBride, 2001). Toutes
les Rabs ne participent pas a la formation des vésicules de transport, ainsi que leur
mobilité et leur diverses fusions dans la voie endocytique. Certaines ont un réle dans la
sécrétion des vésicules (Pfeffer, 2003). Ainsi alors que Rab5 semble réguler la fusion des
vésicules recouverts de clathrine avec les endosomes de tri (McLauchlan et al., 1998),
Rab6 semble quant & lui avoir un réle dans le transport des endosmose au réseau trans-
golgien (TGN) (Sun et al., 2007). Enfin Rabll, assure le recyclage des molécules et
jouerait donc un role dans la voie de sécrétion (Lapierre et al., 2012) (Figure 19).

Enfin d’autres protéines similaires au Rabs participent aussi a la machinerie de la
voie d’endocytose. Ainsi, I'EarlyEndosomeAntigen 1 (EEAl) et les SNAP receptors
(SNARES), semblent réguler la fusion des vésicules recouvertes de clathrine avec les
endosomes de tri (Mills et al., 1998; Geumann et al.,, 2008; Ohya et al., 2009). Les
microtubules sont nécessaires pour le transport des molécules de I'endosome de tri vers
les endosomes tardifs (Kornilova, 2014). Enfin Eps15-Homology Domain Protein 1 (EHD1)
joue un réle dans le recyclage des molécules et il serait aussi un acteur de la voie de la
sécrétion (Rainey et al., 2010) (Figure 19).

Il est important de noter que c’est le changement de pH qui reflete, et donc permet de
différencier, I'état de maturation entre les différents endosomes, qu’ils soient de tri, tardifs,

de recyclage ou encore des lysosomes (Owen et al., 2004).
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Figure 1 : Expression de la mégaline/lrp2 dans I'épithélium du corps ciliaire.

(A,B) coupe sagittale de corps ciliaire de souris controle adulte (A) et de souris mutante adulte
(B). marquage de la mégaline. npe (épithélium non pigmenté), pe (epithélium pigmenté), ChP
(chambre postérieure). Les fleches indiquent le marquage mégaline, les étoiles indiquent son
absence. La ligne blanche indique l'interface entre I'épithélium pigmenté et le non pigmenté.5
souris par lignée. Echelle = 1 ym.

L'expression de la mégaline est détectée au pble apical des cellules non pigmentées de

I'épithélium ciliaire (A, fleches). Chez les souris mutantes, une perte complete du signal est
observée (B, astérisques).
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I-Analyse structurelle et fonctionnelle de la mégaline/lrp2 dans

I’épithélium du corps ciliaire

Nous avons émis I'hypothese que la mégaline/Lrp2 exprimée par le corps ciliaire était

nécessaire pour sa fonction endocytique.

I-1-Fonction de la mégaline/lrp2 sur la clairance des protéines plasmatiques

La mégaline/lrp2 est fortement exprimée dans I'épithélium ciliaire au niveau du pole
apical des cellules de I'épithélium non pigmenté, chez les souris contrbéles (Figure 1 A).
Chez les souris mutantes nous ne détectons plus le marquage mégaline/lrp2 au niveau de

I'épithélium non pigmentée (Figure 1 B).

Pour étudier la fonction de la mégaline/lrp2 exprimée par le corps ciliaire, nous
avons eu recours a des injections, dans le sinus retro-orbital d’albumine fluorescente chez
des souris contréles et mutantes, pour ainsi suivre son internalisation. Les souris sont
ensuite sacrifiées 5 et 15 minutes apres I'injection (Figure 2 A,B et 1,J).

A 5 minutes apres linjection, nous pouvons observer que chez les souris controles
I'albumine arrive, au niveau du corps ciliaire, par les capillaires (Figure 2 A, cap). Nous
retrouvons par la suite I'albumine entre les cellules de I'épithélium pigmenté du corps
ciliaire et a l'interface entre ces mémes cellules et celles de I'épithélium non pigmenté
(Figure 2 A). Nous ne détectons pas d’albumine entre les cellules de I'épithélium non
pigmenté(Figure 2 A, npe).

A 15 minutes apres l'injection, nous détectons la protéine fluorescente surtout dans des
vésicules cytosoliques au niveau des cellules de I'épithélium non pigmenté(Figure 2 B,
npe), et moins a linterface entre les cellules de I'épithélium pigmentées et celles de

I'épithélium non pigmentées (Figure 2 B, trait blanc).
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Figure 2 : La mégaline et le processus endocytique dans le corps ciliaire

(A,J) coupe sagittale de corps ciliaire de souris contrdle adulte (A-H) et de souris mutante adulte
(I-9). (A,B,1,J) Injection d’albumine fluorescente, les fleches indiquent I'albumine fluorescente, les
étoiles indiquent son absence. 10 souris par lignée. Echelle = 10 ym. (C-H) Co-marquage de
l'albumine fluorescente et de la mégaline (C), Dabl (D), Dab2 (E), eeal (F), rab7 (G) et Lampl
(H), les tétes de fleches indiquent la colocalisation entre I'albumine et la protéine étudiée. 5
souris par lignée. Echelle = 5um. (A-J) npe (épithélium non pigmenté), pe (épithélium pigmenté)
cap (capillaire). La ligne blanche indique linterface entre I'épithélium pigmenté et le non
pigmenté.

L'albumine arrive par le capillaire et est localisé a I'interface des deux épithéliums (A, fleches)
puis son marquage faiblit (B, fleches). Chez les souris mutantes il n'y a plus de marquage de
I'albumine a I'interface des deux épithéliums (I,J astérisques).

L'expression d’'un des ligands de la mégaline; I'albumine, colocalise avec celle des marqueurs de
I'endocytose (C-H, tétes de fleches). 69
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Pour caractériser la voie de linternalisation de I'alboumine par les cellules non
pigmentées de ['épithélium ciliaire nous avons utilisé des marqueurs de [I'appareil

endocytique apical.

A 5 minutes, nous avons observé une co-localisation de I'albumine avec la mégaline/lrp2,
exprimée au podle apical des cellules de I'épithélium non pigmenté du corps ciliaire (Figure
2 C, tétes de fleche). Nous avons aussi détecté une co-localisation avec la protéine Dab-1
au niveau apical de ces mémes cellules (Figure 2 D, tétes de fleche), mais pas avec
Dab-2 (Figure 2 E). Enfin nous observons aussi une co-localisation avec les protéines
endosomales précoce Eeal (Figure 2 F, tétes de fleche). Au terme des 15 minutes nous
observons une co-localisation de I'aloumine avec le marqueur Rab7 dans les endosomes
tardifs (Figure 2 G, tétes de fleche) et le marqueur lysosomal Lamp1 (Figure 2 H, tétes de
fleche). Ces résultats suggerent que Il'albumine internalisée par les cellules non

pigmentées de I'épithélium ciliaire suit la voie de dégradation clathrine-dépendante.

De maniére intéressante chez les souris mutantes, que ce soit 5 minutes ou 15 minutes
apres l'injection de I'albumine fluorescente, nous ne détectons pas d’albumine dans les
cellules des deux épithéliums du corps ciliaire (Figure 2 | et J). Ces résultats montrent que

la mégaline/lrp2 est indispensable a l'internalisation de Il'albumine et probablement

d’autres protéines plasmatiques dans I'épithélium ciliaire.
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Figure 3 : Désorganisation morphologique du corps ciliaire des souris FoxG1-Cre
MegL/L

(A-1) coupes ultrafines de corps ciliaire de souris contrdle agées de trois mois (A-C), et de souris
mutante agées de trois mois (D-F), et un an (G-l), observées en microscopie électronique a
transmission. npe (épithélium non pigmenté), pe (épithélium pigmenté), tjc (jonctions serrées). cc
(canal ciliaire), igj (jonctions invaginées) AgH (humeur aqueuse), Ap (autophagosome) DI
(dilatation). jonctions adhérentes (téte de fléche), jonctions serres (fleches), jonctions
communicantes (astérisque). 3 souris par lignée.

Les jonctions adhérentes (téte de fleche), serrées (fleches) et communicantes (astérisque) sont
localisées a l'interface des deux épithéliums (A-C). Malgré une désorganisation structurelle, dans
les corps ciliaires des souris mutantes, les jonctions sont situées a linterface des deux
épithéliums (D-H). A un an des grandes dilatations sont détectées a l'interface des deux
épithéliums (J).
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I-2-Conséquence de linactivation de la mégaline/lrp2 sur la structure de

I'interface épithélium pigmenté/épithélium non pigmenté (PE/NPE)

Nous avons également étudié [I'ultrastructure de [I'épithélium ciliaire par des

techniques de microscopie électronique a transmission.

Chez les souris contrbles nous retrouvons l'organisation du corps ciliaire, décrite par
Raviola chez le singe et le lapin (Raviola et al., 1971). Les cellules de I'épithélium
pigmenté caractérisées par la forte concentration de pigments font face au stroma, et les
cellules de I'épithélium non pigmenté caractérisées par la présence d'une multitude de
digitations au pole basal font face a la chambre postérieure de I'ceil (Figure 3 A). Nous
pouvons distinguer des jonctions cellulaires entre les cellules non pigmentées (serrées,
adhérentes, communicantes), les cellules pigmentées (adhérentes et communicantes) et a
I'interface des deux (adhérentes ou punctae adherens et communicantes) (Figure 3 B et
C).

Chez les souris mutantes, nous remarquons une atrophie des digitations basolatérales
(Figure 3 D). Les jonctions serrées sont présentes entre les cellules non pigmentées de
I'épithélium ciliaire tandis que les jonctions adherentes (punctae adherens, PA) et les
jonctions communicantes sont présentes a l'interface des deux épithéliums(Figure 3 E et
F). Mais le nombre des PA semble diminuer, elles sont moins larges et I'espace entre les
cellules pigmentées et non pigmentées est augmenté (Figure 3 F et I). Ces anomalies
augmentent avec I'age, nous observons ainsi dés un an de vie postnatale des grandes
dilatations a I'interface des deux épithéliums et nous remarquons aussi de moins en moins
de PA (Figure 3 H-I).

L’'inactivation de la meégaline/lrp2 semble affecter la structure du corps
ciliaire, en entrainant de maniére directe ou indirecte une grande désorganisation
morphologique. Elle altére la mise en place des jonctions adhérentes (PA) a

I'interface des deux épithéliums.
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Figure 4 : Inactivation de la mégaline et mise en place des jnntinns sefrées et
communicantes.

(I Rappel de la représentation schématique de lépithélium du corps ciliaire dun oeil
humain et des jonclions serrées et adhérentez MPE (Epithélium non pigmenté), PE
[Epithé&lium pigmenté)

§ (Jonction serrée), @ (Jonction adhér&nte},'unnmiﬂn communicante), f (mélanosome),

@ (molécule sanguine), | (microfilament d'actine

(Il (A-F) coupe sagittale de corps ciliaire de sowriz contrde adulte (& C.E) et de souris
mutante adulte (B.D.F). npe [épithélium non pigmenté), pe (épithélium pigmenté).
marquage de Claudine-1 (A&, B), Cccludine [(C,0), Connexine-43 (E,F). Les fléches indiguent
le marquage de la protéine La ligne blanche indique lMinterface entre I"&pithélium pigmenté
et le non pigmenté. 5 souriz par lignée. Echelle =10 pm.

Il 'y pas de différence dans la distribution des protéines des jonctions serrées et celles des

jonctions communicantes. 73
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[-3-Analyse immunomorphologique de I'épithélium ciliaire

Nous avons étudié I'expression des protéines qui constituent les jonctions serrées,

les jonctions communicantes et les jonctions adhérentes.

Les protéines majoritaires des jonctions serrées sont I'occludine et la claudine.
Nous détectons une localisation de la claudine-1 entre les cellules non pigmentées de
I'épithélium ciliaire (figure 4 A). Le méme marguage est observé pour la protéine occludine
(Figure 14 C). Nous n’observons pas de différence dans les marquages du corps ciliaire
des souris mutantes au niveau les cellules non pigmentées de I'épithélium ciliaire (Figure
4 BetD).

La connexine 43 (Cx-43) est la protéine majoritaire des jonctions communicantes
dans I'épithélium ciliaire. Dans le corps ciliaire des souris contréles nous pouvons voir un
marquage continu entre les cellules de I'épithélium non pigmenté et les cellules de
I'épithélium pigmenté, mais aussi entre les cellules de I'épithélium pigmenté(Figure 4 E).
Nous observons le méme marquage dans le corps ciliaire des souris mutantes que ce soit
entre les cellules de I'épithélium pigmenté et non pigmenté mais aussi entre les cellules de

I'épithélium pigmenté (Figure 4 F).

Z0O-1 est aussi une protéine impliquée dans les jonctions adhérentes, composées
de nectines, cadhérines, d’afadine et de caténines. Dans le corps ciliaire des souris
contrdles, nous observons un marquage continu qui reflete le réseau annulaire des
jonctions serrées et adhérentes autour des cellules de I'épithélium non pigmenté, au
niveau apical (Figure 5 A). De maniére intéressante le marquage observé dans le corps

ciliaire des souris mutantes est distribué de maniére discontinu (Figure 5 B).
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Figure 5: Redistribution des protéines des jonctions adhérentes.

(I) Rappel de la localisation des jonctions adhérentes dans I'épithélium ciliaire.

(I1) (A-F) coupe sagittale de corps ciliaire de souris controle adulte (A,C,E) et de souris mutante
adulte (B,D,F). npe (épithélium non pigmenté), pe (épithélium pigmenté). marquage de ZO-1
(A,B), Nectine 1 (C,D), Nectine 3 (E,F). Les fleches indiquent le marquage de la protéine La ligne
blanche indique l'interface entre I'épithélium pigmenté et le non pigmenté. 5 souris par lignée.
Echelle = 10 pym.

(G) western blots sur lysats de corps ciliaire de souris contrdle adulte (WT) et mutante (Mut).
Détection de la protéine connexine-43 (cx43), nectine 1, nectine 3, ZO-1, occludine et claudine-1.
12 souris par lignées.

Alors que les protéines des jonctions adhérentes se trouvent a l'interface des deux épithéliums
chez les souris contréles (A,C,E), elles se retrouvent délocalisées chez les souris mutantes
(B,D,F). Il n'y a pas de difféerence dans I'expression de ces mémes protéines entre les deux
lignées (G)
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Nous nous sommes ensuite concentrés sur la détection de la nectine 1 et de la
nectine 3, marqueurs spécifiques de I’interface PE-NPE au niveau des PA (Inagaki et al.,
2005). Dans le corps ciliaire des souris controles nous observons un marquage des deux
protéines trés fin et uniforme, qui se situe a l'interface des deux épithéliums (Figure 5 C et
E). Dans le corps ciliaire des souris mutantes, le marquage est conservé entre deux
cellules adjacentes de I'épithélium non pigmenté mais il devient trés discontinu a
I'interface entre les cellules pigmentées et les cellules non pigmentées de I'épithélium

ciliaire (Figure 5 D et F).

Nous avons analysé l'expression de ces différentes protéines par western blot.
Nous ne détectons pas de différence quantitative dans le niveau d’expression de ces
différents marqueurs entre le corps ciliaire des souris contrdles et celui des souris

mutantes (Figure 5 G).

L'afadine, la protéine cytosolique qui lie les nectines au cytosquelette d’actine est
localisée, chez les souris controles, au niveau de linterface apicale entre les deux
épithéliums ou elle co-localise avec un marqueur du cytosquelette d’actine; la phalloidine
(Figure 6 A). Dans le corps ciliaire des souris mutantes le marquage de la phalloidine et de

I'afadine devient discontinu (Figure 6 B).

Une autre protéine importante pour le maintien de la jonction adhérente est la
cadhérine et ses effecteurs cytosoliques les caténines. Chez les souris controles la béta-
caténine est retrouvée a l'interface des deux épithéliums (Figure 6 C). Or chez les souris
mutantes, comme pour I'afadine elle n’est plus distribuée a la membrane apicale des deux
epithéliums (Figure 6 D). Il est possible que la mauvaise distribution des nectines dans les
cellules de I'épithélium non pigmenté du corps ciliaire chez les souris FoxG1-Cre Meg‘t

empécherait le regroupement des cadhérines et leurs effecteurs.
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Figure 6 : La mégaline/lrp2 et la jonction adhérente

(A-D) coupe sagittale de corps ciliaire de souris contréle adulte (A,C,E) et de souris mutante
adulte (B,D). marquage de I'afadine et la phalloidine (A,B), y-caténine (C,D). npe (épithélium non
pigmenté), pe (épithélium pigmenté). 5 souris par lignée. Echelle = 10 ym. (E) Duolink sur coupe
sagittale de corps ciliaire de souris contrdle adulte. npe (épithélium non pigmenté), pe (épithélium
pigmenté). 5 souris par lignée. Echelle = 10 ym. (A-E) Les tétes de fléches indiquent la
colocalisation entre I'albumine et I'afadine, les fleches indiquent le marquage de la protéine, les
étoiles indiquent son absence La ligne blanche indique linterface entre I'épithélium pigmenté et
le non pigmenté.

(F) Co-immuprécipitation sur lysats de corps ciliaire de souris contrdle adulte de la mégaline/
Dab-1 et mégaline/Afadine. 6 souris par lignée.

Alors que I'afadine est localisée a I'interface des deux épithéliums chez les souris contréles (A
tétes de fleches), elle n’y est pas détectée chez les souris mutantes (B, astérisques) de méme
pour la y-caténine (C,D). Une interaction entre la mégaline et les protéines des jonctions
adhérentes est mis en évidence; nectine 1 (E), Dab-1 et I'afadine (F).
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Tous ces résultats indiquent que les jonctions serrées et communicantes
sont potentiellement préservées dans le corps ciliaire des souris FoxG1-Cre Meg't.
De maniére intéressante seules les jonctions adhérentes, situées entres les cellules
pigmentées et non pigmentées de I'épithélium ciliaire (puncta adherens), semblent

affectées par I'inactivation de la mégaline/lrp2.

Nous avons testé I'hypothése que la mégaline/lrp2 était un effecteur de la voie des
nectines. Pour cela nous avons eu recours a des techniques de Duolink, qui permettent de
mettre évidence les interactions entre deux protéines par immunofluorescence. Ainsi nous
avons mis en lumiére une interaction entre la mégaline/lrp2 et la nectine 1 (Figure 6 E).
Des techniques de co-immuprécipitation nous ont permis aussi de montrer une interaction
entre la mégaline/lrp2 et I'afadine et de confirmer celle, entre la mégaline/lrp2 et Dab-1
(Figure 6 F).

Ces expériences préliminaires montrent que la mégaline/lrp2, Dab-1, I'afadine
et la nectine 1 forment un complexe qui pourrait participer a la stabilisation des PA
au niveau de l'interface PE-NPE. Des analyses supplémentaires sont nécessaires

pour étayer cette hypothese.

78






DISCUSSION GENERALE

80






Discussion générale

I-Myopie forte et mégaline/Lrp2

L'identification de facteurs génétiques est un axe de recherche majeur et actif dans
le domaine de la myopie forte. Des études récentes d’associations géniques sur de larges
cohortes de patients ont permis de distinguer de nombreuses régions génomiques
susceptibles d’étre importantes pour I'apparition ou la progression de la myopie forte. Pour
beaucoup de ces études les séquences génomiques sont non-codantes ou associées a
des genes dont le rble dans la croissance oculaire est tres difficile a établir (Hysi et al.,
2010, Thorleifsson et al., 2010). Parallelement a ces études a grande échelle, un petit
nombre de genes a été identifié grace a leur association directe avec un syndrome a
caractéere monogénique ou la myopie forte est I'un des phénotypes, comme dans le
syndrome de Stickler et le syndrome Donnai-Barrow. Dans ce dernier syndrome, c’est la
perte de fonction de la mégaline/lrp2 qui entraine tres probablement cette combinaison de

pathologies.

L'association directe de la mégaline/lrp2 avec la croissance oculaire a été
initialement montrée chez le poisson zebre. L'analyse du mutant « Bugeye »montre une
association entre une perte de fonction de la mégaline/lrp2 et une augmentation anormale
de la longueur axiale (Veth et al., 2011). Ce phénotype est aussi associé a une
augmentation anormale de la pression intraoculaire, a une rétinopathie modérée et a une
augmentation des protéines de stress mécanique. De maniére surprenante, la mutation
est a peénétrance variable ; environ 10% des mutants présentent ce phénotype.
Finalement, le modele bugeye se distingue du syndrome Donnai-Barrow, en effet les
patients DBS sont tous myopes forts et ne présentent pas de pression intraoculaire
élevée.

Pour montrer directement l'effet de la mégaline/lrp2 dans l'apparition ou la
progression de la myopie forte associée au syndrome Donnai-Barrow, nous avons généré
une lignée de souris mutante dans laquelle le géne de la mégaline/lrp2 a été inactivé
conditionnellement dans les dérivés du prosencéphale antérieur, c'est a dire la rétine
neurale, la rétine pigmentaire et I'épithélium ciliaire. Cette lignée de souris est viable et
présente un phénotype ophtalmologique majeur ; elle se distingue par un allongement
exubérant de l'axe oculaire associé a une dégénérescence de la rétine et un
amincissement de la sclére. Cette inactivation conditionnelle est provoquée par

I'expression de la Cre recombinase sous le contrdle du facteur de transcription Foxgl.
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L'analyse morphologique grossiére in vivo montre une augmentation anormale de la
taille et de la morphologie de I'ceil dans la lignée mutante. L'analyse des données IRM in
vivo au cours du développement postnatal de I'ceil permet de définir les criteres
ophtalmologiques de cet accroissement excessif de la taille de I'eeil. En résumé, I'analyse
montre que cet accroissement est associé a une augmentation anormale de la longueur
axiale. La longueur axiale de I'ceil est une combinaison de plusieurs critéres, qui sont la
profondeur de la chambre antérieure, I'épaisseur du cristallin et la profondeur de la
chambre du vitré. Nous remarquons que l'augmentation de la longueur axiale est
totalement liée a 'augmentation anormale de la chambre du vitré. Cette augmentation de
la longueur axiale est progressive, cependant la vitesse de l'accroissement est grande
durant la période allant de P15 a trois mois de vie postnatale. Nous observons aussi un
parametre tres important de la myopie forte qui est la formation du staphylome postérieur.

L'augmentation de la longueur n’est pas accompagnée par une augmentation ou
diminution significative de la pression intraoculaire ce qui suggere que le mutant
FoxGlcreMeg'““ox ne constitue pas un modele de glaucome congénital. L'analyse du
segment antérieur par lampe a fente ne montre pas non plus d’accroissement significatif
du segment antérieur, c'est-a-dire de I'espace entre le cristallin et la cornée, indiquant que
le mutant n’est pas buphtalmique.

L'analyse IRM in vivo est limitée par la taille des yeux, mais elle permet de montrer
gue la pathologie est déja présente aP15. L'analyse histologique vitale en Nissl, bien que
biaisée par de nombreux artéfacts lies a la fixation, coupe et traitement des sections
permet de mieux définir la période d’initiation de I'augmentation anormale de la longueur
axiale. Nous n’observons aucune modification pendant la période prénatale. La longueur
axiale augmente anormalement et de maniere significative a partir de P7. L'utilisation de
marqueurs de différenciation (Tujl) et de spécification (Pax6, Otx2) ne montre pas
d’anomalie développementale dans la rétine mutante. De méme, il n'y a pas d’anomalie
dans l'index de prolifération de la rétine. Ces résultats confirment I'analyse histologique.

L'analyse histologique vitale permet aussi d’observer une diminution concomitante
de I'épaisseur de la rétine avec l'augmentation anormale de la longueur axiale. Cette
diminution d’épaisseur de la rétine n’est pas homogéne; chaque couche a son propre taux
de réduction. En particulier la couche des neurones bipolaires et la couche des
photorécepteurs sont les premieres et les plus grandement affectées, en conséquence les
couches plexiformes diminuent tres fortement. Cette diminution, bien que progressive est

massive entre P7 et P45. A partir de P45, le taux de réduction décélére nettement pour
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atteindre un taux continu mais minimal a partir de P90. A ce stade de l'analyse il est
difficile d’établir quelque chose pour la monocouche des cellules ganglionnaires,
cependant nous pouvons observer une “dispersion”des neurones dans cette couche.
L'utilisation de marqueurs spécifiques a chaque couche (PKC pour les neurones bipolaires
par exemple) confirme l'analyse vitale avec une réduction massive et progressive des
neurones bipolaires et des photorécepteurs. Les couches plexiformes formées
respectivement par le plexus de connexions entre les photorécepteurs et les neurones
bipolaires (couche plexiforme interne) et le plexus de connexions entre les neurones
bipolaires et les cellules amacrines et les dendrites des neurones ganglionnaires sont
affectées simultanément. Les cellules de la glie de Muller ne semblent pas affectées bien
gue leurs prolongements soient plus épais (visible avec le marqueur GFAP). Comme pour
les neurones ganglionnaires il est difficile a ce stade de savoir si le nombre de ces cellules
est affecté. Pour les cellules ganglionnaires il est clair que la densité apparente est
diminuée; la diminution du nombre d’axones observé apres P45 indique cependant que le
nombre de ces cellules réduit progressivement.

Cette rétinopathie progressive est visible de maniére macroscopique en utilisant
I'imagerie du fond de I'ceil.

Nous nous sommes intéressés au mécanisme moléculaire susceptible de
provoquer une telle réduction d’épaisseur de la rétine. Nous observons une augmentation
tres importante de la mort cellulaire dans les couches bipolaires et des photorécepteurs
pendant la période définie par I'histologie, c'est-a-dire entre P7 et P45. Parallelement a
'analyse de la mort cellulaire par la méthode TUNEL, nous avons observé une
augmentation des profils cellulaires immunopositifs a la caspase 3 activée. Tout ceci
suggere que pendant la période critique P7-P45, les cellules bipolaires et les
photorécepteurs sont particulierement sensibles aux forces d’étirement subies par la
rétine. A cet égard nous observons une augmentation importante des niveaux
d’expression des protéines de stress Hsp70 et Hsp25 en immunocytochimie au niveau des
cellules bipolaires et en western blot au niveau de la rétine. Au niveau des cellules
bipolaires nous observons aussi une augmentation concomitante des marqueurs
d’autophagie ATg12 et LC-3Il. Ceci suggéere que la réponse des neurones bipolaires aux
forces d’étirement est une augmentation des mécanismes de survie autophagique, via
Hsp70-ATgl2 et LC3-Il. Cette augmentation anormalement élevé(en durée et/ou en
intensité) méne tres probablement a la mort cellulaire. Concernant les photorécepteurs,

nous n’avons pas de mécanisme aussi clair.Les cellules ganglionnaires semblent plus
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résistantes a I'étirement anormal subi par la rétine mutante. Nous observons souvent des
cellules ganglionnaires dispersées avec le corps cellulaire incliné. En réponse a I'étirement
nous observons aussi une augmentation de la protéine Hsp70 et des marqueurs
autophagiques Atgl2 et LC-3Il. A ce stade de l'analyse nous ne savons pas si ce
mécanisme de survie est plus efficace en intensité ou durée dans les cellules
ganglionnaires.

Nous avons analysé un autre parameétre important de la myopie forte qui est I'état
de la sclere. La sclere est aussi un trés bon indicateur de I'étirement du globe oculaire.
L'analyse en coloration vitale montre une diminution progressive et massive de I'épaisseur
de la sclere en fonction du degré d’augmentation de la longueur axiale. Au niveau
ultrastructural nous observons que cet amincissement se caractérise par une diminution
des fibres de collagene. Les fibres de collagene subissent aussi des changements
morphologiques importants ; d'une part les fibres ne présentent plus un calibrage
homogene centré autour de 90-110 nm de diametre, mais un étalement avec une
présence anormale de fibres avec des diamétres fins (20-30 nm) ou avec des diametres
élevés (180-200 nm), et d'autre part les fibres ne paraissent plus enroulées mais
rectilignes.

Tous ces éléments phénotypiques sont caractéristiques de la myopie forte et
permettent d’'indiquer que le modéle FoxG1Meg°lox constitue un bon modeéle génétique

de la myopie forte présente chez les patients Donnai-Barrow.
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lI-Analyse de la chambre du vitré

Nos analyses montrent clairement que I'augmentation de la longueur axiale est tres
majoritairement liee a l'augmentation de la longueur de la chambre du vitré. Elle est
normalement remplie par 'humeur vitrée, un gel hydrophile qui occupe I'espace entre le
cristallin et la membrane « limitants » recouvrant la rétine. A I'état normal la fraction

d’humeur vitrée liquide est faible et augmente potentiellement avec I'age.

Dans nos mutants nous observons que la masse de gel d’humeur vitrée est identique et
gue celle-ci est collée au cristallin. La dissection indique aussi la présence anormale d’un
fluide translucide, acellulaire qui remplit la cavité du vitré, du gel sub-cristallin & la rétine.
Ce caractére phénotypique n’avait jamais été décrit avant. Dans un premier temps nous
avons analysé biochimiquement le fluide extrait du gel vitréen d’'une souris normal. Le
fluide présente les caractéristiques de I'humeur aqueuse ; c'est-a-dire une faible
concentration en protéines (50 fois moins) et une augmentation de I'osmolarité par rapport
au plasma. Le fluide mutant est significativement différent du fluide normal ; il contient
deux fois plus de protéines et présente une diminution de 'osmolarité, et les niveaux de

fer et de calcium sont anormalement élevées.

Finalement, en collaboration avec Pascal Cosette nous avons caractérisé par
spectrométrie de masse le protéome du fluide. Sur les 445 protéinesidentifiées dans le
prottome normal, seules une vingtaine d’entre elles présentent une différence
significative. L'analyse en « clustering» de ces protéines indique seulement deux fonctions
physiologiques susceptibles d’étre modifiees chez les souris mutantes. La premiere
fonction est liée a la présence anormalement élevée de protéines plasmatiques comme
I'albumine et 'alanti-trypsine suggérant un défaut dans le filtrage (capture/clairance) des
protéines plasmatiques du sérum vers la chambre du vitré. La deuxiéme fonction est liée a
la forte diminution des protéines assurant la protection des tissus oculaires (nombreuses
crystallines) contre le stress oxydatif, suggérant que le statut protecteur du fluide de la
chambre du vitré soit modifié.

La nature des modifications biochimiques pourrait suggérer qu’elles résultent des

dysfonctions au niveau de I'épithélium ciliaire.
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lll-Fonction de la mégaline/lrp2 dans l'internalisation des protéines

plasmatiques au niveau de I'interface PE-NPE

Les cellules endothéliales des capillaires du corps ciliaire sont fenétrés permettant
ainsi le passage passif de certaines macromolécules du sérum vers le stroma ciliaire.
L'eau et les ions suivent a la fois le gradient osmotique entre la pression sanguine et la
pression intraoculaire et un transport actif. Au niveau du stroma, les protéines
(macromolécules) diffusent vers l'interface entre PE et NPE comme montré par Raviola
(Raviola, 1974). Cette diffusion est probablement passive suivant le seul gradient
oncotique et selon une constante qui reste a définir sachant qu’aucune étude de la matrice
extracellulaire du stroma ciliaire n’a été pour le moment effectuée. Au niveau de l'interface,
les jonctions serrées présentes entre les cellules du NPE stoppent la diffusion des
protéines vers la chambre du vitré. Quel est le devenir de ces protéines piégées au niveau
de linterface ? Le retour vers la circulation capillaire ciliaire n’étant pas envisageable,
certains auteurs ont proposeé une élimination de ces macromolécules grace a une diffusion
a travers le stroma de l'iris vers I'angle irido-cornéen. Une autre hypothése jamais testée
pourrait envisager une €élimination des protéines plasmatiques par les cellules du NPE ou

PE apres internalisation.

L'injection d’Albumine fluorescente dans la circulation sanguine montre comme
prévu une diffusion des ces macromolécules au niveau de l'interface et leur internalisation
par les cellules du NPE. Cette protéine est successivement co-localisée avec la mégaline/
Irp2 au niveau apical, avec le marqueur d’endocytose précoce EEAL et avec le marqueur
de lysosomes Lysl suggérant qu’elle suive la voie d’endocytose dégradative. Chez les
mutants aucune internalisation dans les cellules du NPE n’est observée montrant que la
mégaline/lrp2 est I'acteur principal de I'internalisation des protéines plasmatiques par les
cellules du NPE. Le devenir des macromolécules plasmatiques chez le mutant n’est pour

I'instant pas connu.
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IV-Analyse ultrastructurale de I'interface PE-NPE

L'interface PE-NPE est une structure morphologique unique. En effet il s'agit d’'une
apposition de deux épithéliums qui se font face par leurs pbles apicaux. Ces deux
épithéliums adoptent une morphologie particuliere au niveau apical ou leurs membranes
plasmiques ne présentent pas d’expansions cytoplasmiques. lls forment des complexes
jonctionnels constitués d’ une succession de jonctions communicantes et adhérentes (ou
punctae adherens). La fonction de barriéere hémato-aqueuse de l'interface PE-NPE est
caractérisée par les jonctions serrées entre les cellules du NPE. Alors que les jonctions
communicantes participent pleinement a la fonction sécrétoire des cellules du NPE, les
jonctions adhérentes participent a la formation et le maintien de cette morphologie
particuliere. En effet I'invalidation des nectine-1 et nectine-3, molécules indispensables a
'assemblage des jonctions adhérentes entraine la dissociation de linterface PE-NPE.
D’un point de vue phénotypique, ces souris sont microphtalmiques suite a une diminution

importante de la chambre du vitré (Inagaki et al., 2005).

Chez les mutants mégaline/lrp2, l'interface PE-NPE est désorganisée. Elle est
beaucoup moins linéaire que chez les souris contrble et présente une réduction dans la
taille et le nombre des jonctions adhérentes (punctae adherens). Les membranes PE et
NPE ne sont pas apposees et des dilatations fréquentes sont observées. Ces dilatations
contiennent des petits prolongements cytoplasmiques provenant des cellules du NPE et
PE. Au niveau apico-latéral des cellules NPE, les jonctions communicantes et les jonctions

serrées suivies d’une jonction adhérente typique, paraissent normales.

Le pble baso-latéral des cellules du NPE est aussi affecté et présente des

prolongements moins nombreux et moins épais.
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L'activation concomitante de Dabl via la mégaline et la protéine Src via la nectine
pourrait induire I'activation de Rapl qui activerait le recrutement et I'afadine au niveau de
la partie cytoplasmique de la nectine 1. Une fois I'afadine activée celle ci entrainerait le
recrutement et I'activation de la gamma-caténine au niveau des cadhérines. Cette
activation entrainerait la stabilisation et I'agrégation des cadhérines au niveau des
jonctions adhérentes.
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V-Analyse moléculaire de I'interface PE-NPE

La morphologie apicale des épithéliums PE et NPE au niveau de linterface dépend
des jonctions adhérentes (punctae adherens). L'analyse des souris invalidées nectine-1 et
nectine-3 montrent I'importance de ces molécules dans la formation et le maintien de ces
jonctions adhérentes au niveau de l'interface (Inagaki et al., 2005). Les nectines sont des
molécules d’adhésion de la super famille des immunoglobulines, elles trans-interagissent
par leurs domaines extra-cellulaires et indépendamment du calcium. Elles peuvent
interagir de maniére homophilique ou hétérophilique. Les nectines interagissent par leurs
domaines cytoplasmiques avec l'afadine, une protéine plateforme reliant les nectines au
cytosquelette d’actine. Les nectines initient les premiers contacts et contribuent au
recrutement des cadhérines, participant ainsi a la formation et a la stabilisation/maintien
des jonctions adhérentes (Figure 1). Les mécanismes par lesquels les nectines recrutent
les cadhérines sont complexes et nécessitent I'activation de I'afadine entre autres par la
petite GTPase Rapl (Figure 1). Chez une souris normale nous observons au niveau de
I'interface PE-NPE lI'expression de la nectine-1, de la nectine-3, de I'afadine, de la pan-
cadhérine, et de la béta-caténine. Chez les mutants la localisation des nectines devient
punctiforme a la membrane apicale; I'afadine, la cadhérine et la béta-caténine ne sont plus

accumulées en zone apicale (Figure 2).

Nous avons essayé d’identifier le lien entre la mégaline/lrp2 et la formation/maintien des
jonctions adhérentes.Nos expériences de pontage protéigue sur sections montrent que la
nectine-1 et la mégaline/lrp2 sont proches physiquement a la membrane apicale. Cette
proximité pourrait moduler I'activité de la nectine-1 en la stabilisant & la membrane ce qui
pourrait favoriser le recrutement de I'afadine au niveau des cellules du NPE. L’activité de
I'afadine dépend de l'activité de rapl. L'activité¢ de rapl a la membrane dépend d’'un
complexe de signalisation formé par Crk-CI3G-Crl voie qui pourrait étre activée par la
protéine Dabl ligand connu de la mégaline/lrp2 (Figure 1). Nous avons confirmé cette
interaction dans des extraits de corps ciliaire et aussi montré qu’en I'absence de mégaline/
Irp2 Dabl n’est plus spécialement accumulé a la membrane. Ces résultats préliminaires
indiguent un réle potentiel de la mégaline/lrp2 dans l'activation de I'afadine donc dans la
stabilisation des jonctions adhérentes via Dabl. Des expériences futures seront

nécessaires pour affiner I'étude du role de Dabl sur rapl, ou le rble de rapl sur I'afadine.
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Figure 2 : Inactivation de la mégaline/lrp2 et endocytse des cadhérines

L'inactivation de la mégaline entrainerait une perte d’activation (ou grande diminution) de
'afadine au niveau des nectines. Ceci aurait pour conséquence de provoquer une
endocytose et une dégradation rapide des cadhérines a la membrane.
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En paralléle a la continuité des expériences initiées, ce modéle génétique pourrait
ouvrir de nouvelles perspectives; il pourrait étre utilisé pour tester des traitements
médicamenteux; tels que les inhibiteurs de la synthése de I'humeur aqueuse et de
I'autophagie. Il pourrait étre aussi utile pour analyser les propriétés physicochimiques de la
rétine, de la sclérotique et la choroide myopes au fil du temps. Les résultats qui en
découleront seraient utilisables pour orienter les traitements des patients. Enfin, d’un point
de vue expérimental, ce nouveau modeéle pourrait permettre I'identification du ligand et/ou
le domaine de la mégaline/lrp2 nécessaire pour la formation de I'épithélium ciliaire et la
croissance oculaire via des techniques de sur-expression et inactivation ciblée du

récepteur ou des autres protéines adaptatrices.
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Antigéne Espece
Afadin Rabbit monoclonal
Claudin-1 Rabbit polyclonal
ol el Rabbit polyclonal
Dab-1 Rabbit polyclonal
Dab-2 Rabbit polyclonal

Eeal Mouse monoclonal

Lampl Mouse monoclonal

Megalin

Sheep polyclonal
Nectin 1 Rat monoclonal
Nectin 3 Rat monoclonal
hretilelfe[lgi ] Amanita phalloides
@leel[fleflsi ) Mouse monoclonal
Rab7

Z0-1

Rabbit monoclonal

Rabbit polyclonal

Dilution

1:100
1:50
: 600
: 250
: 250
: 800
: 800

N T e

1:4000

1:100
1:100
2U
1:250
1:100
1:70

Annexe-Matériels et Méthodes

Source
Invitrogen
Invitrogen

Sigma-Aldrich
Santa Cruz
Santa Cruz

BD Transduction
StressMarq
Home made
Acris
Acris
Invitrogen
Invitrogen
Santa Cruz

Invitrogen

Tableau 1 : Liste des anticorps utilisés en immunohistochimie
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I-Injection des protéine fluorescentes

Les souris sont anesthésiées par une injection intra-péritonéale de Kétamine (100 mg/kg,
Imalgen/Merial, Lyon France) et de Xylazine (10 mg/kg, Rompun, Bayer, Puteaux,
France). L'efficacité de I'anesthésie est vérifiée par I'absence de réflexes moteur, en
effectuant une pression sur la patte arriere de I'animal. Une injection rétro-orbital
d’albumine couplée a I'Alexa488 (Invitrogen, A13100) est effectuée. Au terme d’'un temps
prédéfini a I'avance, la cage thoracique est ouverte, l'oreillette droite incisée puis une
perfusion intra-cardiaque de paraformaldéhyde 4% (Sigma-Aldrich) dans 0.2M de tampon
phosphate 50% (Sigma-Aldrich) est réalisée par le ventricule gauche jusqu’au

durcissement total de la souiris.

[I-Immunomarquage

I-immunohistochimie

Suivant le méme protocole que précédemment, la liste des anticorps utilisés pour I'étude
est rapportée dans le tableau 1.

lii-Duolink

Les interactions entre deux protéines ont été mis en évidence par la technique du Duolink
(Sigma Aldrich). Ce procédé permet de mettre en évidence une interaction par I'utilisation
d’'une polymérase qui va amplifier, si la liaison il y a eu, la fluorescence des deux sondes
spécifiques des protéines.Les expériences de Duolink ont été réalisées en utilisant le kit

(Duolink In Situ) (Olink Bioscience, Uppsala, Suede).

[I-Co-immunoprécipitation

Les extraits protéiques ont été collectés dans du tampon de lyse (MB 1X contenant 1% de
TritonX-100 et 1% d’inhibiteur de protéases (Thermo Scientific) a partir de rétine et de
corps ciliaires de souris contréles et mutantes. Les tissus ont été broyés et centrifugés
pendant 30 minutes a 4°C a 10000 rpm. Pour les expériences de co-immunoprécipitation,
I'anticorps anti-mégaline est couplé sur des billes de sépharose (GE Healthcare). Les
billes couplées sont conservées a 4°C dans une solution de MB 1X au moins 3 heures.
Puis on incube les billes avec les extrais de tissus (v/v) a 4°C sous agitation douche. Le
lendemain les billes ont été lavées 6 fois, 4 fois dans du tampon MB 1X et 2 fois avec du
tampon MB 1X contenant 0.01% de Tween 20 (Sigma-Aldrich). Enfin du LDS 4X
(Invitrogen) et un agent réducteur (Invitrogen) ont été ajoutés. Les billes sont chauffées 10

minutes a 70°C, et soumises a un transfert sur gel SDS-PAGE.
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Rétine Choroide Sclére
ora serrata

Muscle cilliaire Nerf optique
Ligament
suspenseur
Canal de
Schlemm

Pupille
Cornée ___

Iris

Cristallin
Corps cilliaire

Vaisseaux
rétiniens

Figure 1 : Coupe sagittale horizontale de I'ceil humain adulte.

http://www.lewebpedagogique.com
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I-L’ ceil

I-1-Description générale de I'ceil

L'ceil est un organe neurosensoriel qui permet de capter I'information lumineuse
pour la convertir en stimulus électrique et la transmettre au cortex visuel. Dans un premier
temps, I'information lumineuse entre jusqu’au segment antérieur de I'ceil, puis, dans la

partie postérieure, la transduction de ce signal par la rétine est transmise au cortex visuel.

Le globe oculaire (Figure 1) est composé de trois tuniques concentriques. La plus
externe est la tunique fibreuse, elle se compose de la sclére dans sa partie postérieure et
de la cornée dans sa partie antérieure. Elle délimite I'ceil et permet de contenir la pression
interne et de le protéger contre les agressions mécaniques. Ensuite se situe la tunique
uveéale. Elle se compose de trois éléments, la plus antérieure est la choroide, puis vient le
corps ciliaire et enfin dans la partie postérieure, se trouve l'iris. La choroide est formée
d’'un réseau de vaisseaux sanguins qui assurent I'apport en oxygene et en nutriments de
I'iris, de I'épithélium pigmentaire rétinien ainsi que des cellules photoréceptrices de la
rétine neurale. Enfin le corps ciliaire joue un réle dans la production de 'humeur aqueuse
qui remplit la chambre antérieure de I'ceil (Cf. 1-3). Ce liquide transparent est filtré et
sécrété en permanence. Son role est de maintenir la pression intraoculaire en coopération
avec le corps vitré. Elle permet aussi I'apport en nutriments a certains tissus, comme la
cornée et le cristallin. Enfin, a la limite de la sclérotique et de la cornée, l'uvée s’amincit
pour former liris. Elle est une membrane circulaire et contractile, constituant la partie
colorée visible de l'oeil. La partie la plus antérieure du globe oculaire est la tunique
nerveuse de l'oeil. Elle est une expansion du systeme nerveux central et correspond a la
rétine. Située sous la choroide, elle est en contact direct avec le corps vitré. Composé a
99% de fibres de collagéne et d'eau, il est un gel transparent qui rempli la chambre
postérieure de I'oeil, entre le cristallin et la rétine. Tout comme I'humeur agueuse, le corps
vitré permet de maintenir la pression intraoculaire constante. Mais il permet aussi de
maintenir la rétine et les autres tisus oculaires en place, via une absorption des chocs et
une réductions des déformations mécaniques. C’est au niveau de la rétine que se fait le

codage de l'information visuelle en signaux électriques.
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Figure 2 : Organisation stratifiée de la rétine.

Dessin des différentes couches composant une rétine de vertébrés

Lamination de la rétine : OS (Segment externe des photorécepteurs), IS (Segment interne des
photorécepteurs, ONL (Couche nucléaire externe), OPL (Couche plexiforme externe), INL
(Couche nucléaire interne), IPL (Couche plexiforme interne), GCL (Couche des cellules
ganglionnaires)

Cellules de la rétine: B (Batonnet), C (cone), H (Cellule horizontale), N (Neurone bipolaire), A
(Cellule amacrine), G (Cellule ganglionnaire). Basé sur un dessin de Ramon y Cajal.
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La lumiere traverse d’abord la cornée qui a un rdle de filtre pour les rayons
ultraviolets du soleil et est aussi la premiere lentille que traverse la lumiere permettant
ainsi une focalisation sur le cristallin. Ensuite la lumiére parvient a [l'iris; Il joue un réle de
diaphragme permettant ainsi une adaptation de l'oeil a la lumiére pénétrante via des
contractions ou relachements de la perforation en son centre: la pupille. Le cristallin est la
deuxiéme lentille traversée par la lumiere. Il permet une projection de celle-ci sur la rétine,
projection rendue possible par la transparence du cristallin et sa courbure. Les variations
de sa courbure grace aux contractions et relachements des muscles ciliaires qui le
retiennent permettent 'accomodation, c’est a dire une mise au point d’'un objet en fonction
de sa distance. Pour finir la lumiére atteint la rétine; composée de I'épithélium pigmentaire
rétinien qui a pour réle d’empécher la lumiere de diffuser dans I'oeil, et de la neurorétine
responsable de la transformation de I'information lumineuse en information électrique. Ce

codage est rendu possible grace a une lamination précise de la rétine (Figure 2).

[-2-La rétine

La rétine est un tissu structurellement trées ordonné. Cette organisation est
fortement conservée chez les vertébrés (Figure 2). Elle est décrite ci-dessous selon un

axe antéro-postérieur puis selon un axe centro-périphérique.

I-2-1-Organisation structurale et cellulaire de la rétine

Organisation antéro-postérieur :

La rétine se présente sous la forme de deux feuillets: I'épithélium pigmentaire
rétinien et la rétine neurale. Le premier, une monocouche, constitue la couche externe
pigmentée de la rétine et le deuxiéeme, non pigmenté, est constitué de six couches
successives.

La couche la plus antérieure est I'épithélium pigmentaire rétinien; constitué d’'une
monocouche de cellules pigmentées qui synthétisent la mélanine. Leur membrane apicale
forme des invaginations, enveloppant les segments externes des cellules photoreceptrices

(Figure 3). D’un coté I'épithélium pigmentaire rétinien absorbe I'énergie lumineuse qui n'a
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Figure 3 : lllustration de la morphologie des Cones et des Batonnets.
Représentation schématique de la morphologie des cénes et des batonnets: Syn (Synape), Ccr

(Corps cellulaire), IS (segment interne), OS (Segment externe), RPE (Epithélium pigmenté
rétinien). Adaptée de Swaroop et al., 2010 et de Servier Medical Art.
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pu étre entierement captée par les cellules photoréceptrices. De l'autre c6té il permet le
renouvellement des segments externes des cellules photoréceptrices qu’il phagocyte. I
assure le transport en oxygéne et en nutriments des cellules photoréceptrices, mais aussi
I'élimination des déchets métaboliques vers la circulation choroidienne.

Ensuite, se situe la couche nucléaire externe; elle est principalement composée par les
corps cellulaires des cellules photoréceptrices. Ce sont ces cellules neuronales qui sont
capables de convertir I'information lumineuse en signal électrique, ceci grace a la
présence de pigments, durant la phase de phototransduction. Il existe deux types de
cellules photoréceptrices : les cones et les batonnets (Figure 3). Les premiers sont
impligués dans la vision photopique et celle des couleurs, tandis que les batonnets sont
impliqgués dans la vison scotopique. Ces deux types de cellules photoréceptrices ont une
organisation intracellulaire similaire: 1. Un segment externe qui contient les pigments dans
des disques membranaires, formés par l'invagination de la membrane plasmique, il est le
siege de la phototransduction, 2.Un segment interne contenant le noyau cellulaire et qui
se prolonge par une terminaison synaptiqgue permettant ainsi le contact avec les autres
cellules nerveuses; les neurones bipolaires ou les cellules horizontales (Figure 2). Ces
terminaisons synaptiques se trouvent dans la couche plexiforme externe. Elles forment
des triades synaptiques, c’est a dire qu'une connexion s’établit entre les cellules
photoréceptrices et les neurones bipolaires, mais aussi les cellules horizontales (Figure 2).
Les corps cellulaires de ces deux derniers types cellulaires et ceux des cellules amacrines
sont contenus dans la couche nucléaire interne (Figure 2). Les neurones bipolaires sont
impliqués dans la transmission du signal provenant des cellules photoréceptrices vers les
cellules ganglionnaires. Chaque neurone bipolaire est spécifigue soit d'une cellule
photoréceptrice a batonnet soit a cbne. Il existe deux grands types de cellules
horizontales, classés selon leur spécificité (Figure 4). Alors que les cellules horizontales
H1 établissent des connexions synaptiques avec les cénes et les batonnets, les cellules
horizontales H2 ne le font qu’avec les cénes. Ces cellules ont pour fonction de moduler le
signal nerveux transmis par les cellules photoréceptrices aux neurones bipolaires. Cette
modulation se fait par la libération du neurotransmetteur inhibiteur GABA (Puller et al.,
2014, Thoreson & Mangel, 2012). Les cellules amacrines établissent des connexions avec
les neurones bipolaires, les cellules ganglionnaires, mais aussi entre elles. On dénombre
guarante types de cellules amacrines (Figure 4), classés selon leur morphologie, leur taille
ou le nombre de dendrites et enfin leur localisation. En effet un type de cellules amacrines

gue I'on appelle « déplacées » se retrouve dans la couche des cellules ganglionnaire
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Figure 4 : Diversité des sous-types cellulaires de la rétine.

Dessin représentant la diversité des Photorécepteurs, Cellules horizontales, Neurones bipolaires,
Cellules amacrines et les cellules ganglionnaire. Adapté de Masland et al., 2001.
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(Perry & Walker, 1980). De méme que pour les cellules horizontales, ces cellules ont pour
role de moduler le signal via la libération de neurotransmetteur, mais les cellules
amacrines ne libérent pas toutes le méme, il existe d'ailleurs des sous types de cellules
amacrines différenciées selon le neurotransmetteur qu’elles liberent (Kolb et al., 2002). La
couche nucléaire interne contient aussi des cellules gliales de Miiller. Leurs fonctions,
proche de celles des astrocytes dans le systéme nerveux central, seraient un soutien
protecteur et nourricier pour toutes les autres cellules de la rétine (Newman &
Reichenbach, 1996; Singh et al., 2014). En effet les cellules gliales de Muller traversent
toute I'épaisseur de la rétine formant des jonctions avec les photorécepteurs dans la
couche nucléaire externe mais aussi avec les cellules ganglionnaires pour former la
membrane limitante interne au niveau du vitré. Leurs prolongements participent de fagon
active a la mise en place de la barriere hémato-rétinienne, puisque ils entourent les
capillaires sanguins.

Les neurones bipolaires et les cellules amacrines établissent des connections synaptiques
avec les cellules ganglionnaires au niveau de la couche plexiforme interne. Cette couche
est composée de cing sous-couches paralléles entre elles. Chacune de ces sous-couches
correspond a un type de connexion spécifique. Ces connexions ont lieu entre les cellules
bipolaires, amacrines, et les cellules ganglionnaires (Matsuoka et al., 2013) (Figure 2).

La couche la plus interne est la couche des cellules ganglionnaies. Elle contient
essentiellement les cellules ganglionnaires (Figure 2). Ces cellules recoivent I'information
électrique et la transmette au cerveau via leurs axones qui se rejoignent pour former le
nerf optique. L'information est recue grace aux différentes connexions synaptiques qu’elles
établissent avec soit les neurones bipolaires ou les cellules amacrines. Il en existe deux
grands types, classés selon leur fonction, les cellules ganglionnaires de type P (pour
Parvus) et de type M (pour Magnus) (Kaplan & Shapley, 1986) (Figure 4). Les premiéres,
majoritaires, sont impliquées dans la transmission de l'information colorée, de la forme et
du détail. Tandis que les secondes sont responsables de la détection du mouvement.
(Watanabe & Rodieck, 1989). La couche des cellules ganglionnaires contient aussi les

cellules amacrines « déplacés ».
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Figure 5 : Organisation centro-périphérique de la rétine.

(A) Fond d’oeil humain. (B) Diagramme de la répartition des photorécepteurs dans la rétine
humaine; nombre de photorécepteurs par mm? en fonction de I'angle a la fovéa. Adapté de
Haggstroom, M. « Medical gallery of Mikael Haggstrobm »
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Organisation centro-périphérique :

La fovéa, centre de la rétine, est la région la plus importante de la rétine humaine.
Elle contient la majorité des cbdnes, mais en revanche ne contient aucune cellules
photoréceptrices a batonnets (Figure 5). La concentration de ces dernieres ne cesse de
croitre au fur et & mesure que I'on s’éloigne de cette zone, pour décroitre a nouveau vers
la périphérie de la rétine (Chui et al., 2008).
Il existe un point de la rétine ou aucune cellule photoréceptrice n'est présente. C'est la
tache aveugle, elle correspond a la réunion de tous les axones des cellules ganglionnaires
qui forme ainsi le nerf optique. Ce point aveugle correspond aussi au point d’entrée et de

sortie de la vascularisation rétinienne (Figure 5).

[-2-2-Fonction de la rétine

La fonction de la rétine est de traiter le stimulus lumineux, pour le convertir en
signal électrique, et de le transmettre a travers les différents types cellulaires de la rétine

afin que l'information arrive au cortex.

La premiére étape est de capter I'information lumineuse. On appelle cette étape la
phototransduction, elle permet la conversion du stimulus lumineux en information
électrique. Elle est réalisée par les segments externes des cellules photoréceptrices,
guand la lumiere atteint les cellules photoréceptrices, la conformation des pigments
contenus dans les segments externes change, induisant une cascade de réactions
biochimiques qui a pour résultat la modification du potentiel membranaire des cellules
photoréceptrices permettant ainsi 'encodage du stimulus lumineux (Lambrecht & Koch,
1991).

La deuxieme étape est la transmission de I'information électrique a travers la rétine.

Il en existe deux types : la transmission verticale et la transmission horizontale.

La transmission verticale : la premiere étape s’effectue au sein de la couche plexiforme

externe, entre les cellules photoréceptrices et les neurones bipolaires. Ensuite la
transmission s’effectue dans la couche plexiforme interne, entre les neurones bipolaires et
les cellules ganglionnaires. Cette transmission se fait au niveau des synapses, via la

libération du neurotransmetteur excitateur glutamate. Il existe un type de synapse
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Figure 6 : Les afférences du nerf optique.

Représentation schématique des innervations du nerf optique dans le cortex humain. Adaptée de
Purves et al., 2004 et de Servier Medical Art.
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spécifique a la rétine : « la synapse en rubans », qui par sa structure et son
fonctionnement permet une vitesse de transmission optimisée, en comparaison a une

synapse courante (Mercer & Thoreson, 2011).

La transmission horizontale : Cette transmission a lieu entre les cellules horizontales et les

cellules amacrines. Ces deux types cellulaires libérent le neurotransmetteur inhibiteur

GABA, permettant ainsi une modulation de I'information lors de la transmission verticale.

La derniére étape est de transmettre cette information au cortex via le nerf optigue.
Les axones des cellules ganglionnaires qui forment le nerf optique vont se croiser au
niveau du chiasma optique, et transporter I'information jusqu’au niveau du corps genouillé
latéral, qui joue le relais entre la rétine et le cortex visuel. Ensuite cet ensemble d’axones
forment des radiations optiques qui vont innerver le cortex visuel primaire (Figure 6). Une
partie des axones innervent le corps genouillé latéral, une autre innerve le noyau supra-
chiasmatique, permettant de mettre en place le rythme circadien naturel, I'horloge
biologique jour/nuit. Enfin la derniere partie des axones des cellules ganglionnaires
innerve le prétectum, noyau situé dans le meésencéphale qui permet le contréle de

I'ouverture de I'iris (Figure 6).
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