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La sécheresse oculaire est une pathologie fréquente souvent sous-estimée et sous-
diagnostiquée, qui représente pourtant une des causes les plus habituelles de consultation dans les
services d’ophtalmologie (1). La fréquence de cette pathologie dans la population des personnes
agées de plus de 50 ans est estimée entre 4 a 17% (2,3). La variabilité importante des fréquences
observées dans les différentes études épidémiologiques est liée aux populations étudiées (sexe, age
et ethnie) mais surtout aux criteres choisis pour définir une sécheresse oculaire. En effet, cette
pathologie présente certaines difficultés de diagnostic car le tableau clinique peut étre trés variable
et est couplé a un important manque de corrélation entre les symptémes rapportés par les patients
et les tests cliniques réalisés. De plus, il n’y a actuellement pas de consensus sur la combinaison de
tests diagnostiques a effectuer permettant de déterminer la présence de la maladie ou non. La
fréquence de cette pathologie augmentant avec I'dge, compte tenu du vieillissement de la
population et de I'absence de traitement réellement curatif a I'heure actuelle, la sécheresse oculaire
est ainsi vouée a devenir un probléme de santé publique grandissant qu'il est nécessaire
d'appréhender. De plus, le colt direct de cette pathologie est relativement important variant suivant
les études entre 600 dollars en moyenne par patient et par an en Europe (4) et 700-1300 dollars aux
Etats-Unis, en fonction de la sévérité de I'atteinte (5). S'ajoutent des codts indirects liés aux
répercussions de la maladie sur la qualité de vie des patients. En effet, cette pathologie entraine des
symptomes permanents d'inconfort oculaire, de douleur oculaire et de vision trouble (6,7) qui
peuvent dans les cas séveres compliquer ou empécher la réalisation de taches quotidiennes
classiques comme la lecture, la conduite d’un véhicule ou ['utilisation d'un ordinateur par exemple
(8). Ces effets peuvent alors étre responsables de manifestations d'anxiété chez les patients, voire
méme entrainer un véritable syndrome dépressif (9). Les colts indirects de la maladie liés a
I'absentéisme, la baisse de productivité et I'impact sur les interactions sociales se chiffreraient en
dizaines de milliards de dollars au total par an pour les Etats-Unis (5).

L'intérét croissant porté a cette pathologie oculaire est illustré au travers du nombre
croissant d'études rapportées sur le sujet : 128 publications par an en moyenne dans les années 90
contre 217 dans les années 2000 et 397 depuis les années 2010 (source : Pubmed). L'objectif de ces
recherches est d'identifier les mécanismes de la pathologie. L'accumulation d'observations au fil des
années a permis de faire évoluer la définition de la sécheresse oculaire, son diagnostic et les
stratégies thérapeutiques, lors d'un comité tenu en 2007, le Dry Eye Workshop (DEWS). Depuis cette
date, la sécheresse oculaire est définie comme : « une maladie multifactorielle des larmes et de la
surface oculaire qui entraine des symptomes d’inconfort, une perturbation visuelle et une instabilité
du film lacrymal avec des lésions potentielles de la surface oculaire. Elle est accompagnée d’une
augmentation de I'osmolarité du film lacrymal et d’'une inflammation de la surface oculaire » (2).
Malgré des avancées considérables, il reste de nombreuses inconnues dans la physiopathologie de la
maladie. Or, comprendre la physiopathologie de la maladie est indispensable pour tenter de soulager
efficacement les patients via |'identification de nouvelles cibles thérapeutiques.

L’objectif de notre travail est de contribuer a la caractérisation des mécanismes sous-jacents

de la sécheresse oculaire en nous focalisant sur une structure importante de cette pathologie,
I’épithélium conjonctival, ainsi qu’a deux phénomenes clés : I’hyperosmolarité et I'inflammation.
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Dans la premiere partie de ce manuscrit, nous présenterons des généralités relatives a la
sécheresse oculaire en exposant des données anatomiques, les principaux facteurs de risques
identifiés de la pathologie et ses diverses étiologies, son diagnostic ainsi que les traitements
actuellement disponibles. Nous poursuivrons par la présentation de notre recherche bibliographique
sur |'état actuel des connaissances concernant les phénomeénes inflammatoires observés dans cette
pathologie.

Dans la deuxieme partie du manuscrit, nous présenterons les résultats expérimentaux que
nous avons obtenus durant notre travail de thése. lls concernent I'étude de la réponse inflammatoire
des cellules conjonctivales dans un modele in vitro de sécheresse oculaire par hyperosmolarité
saline. Dans un premier temps nous avons couplé cette étude a celle du conservateur le plus utilisé
dans les formulations ophtalmiques, le chlorure de benzalkonium (BAK), identifié comme un facteur
de risque de sécheresse oculaire. Puis nous avons étudié particulierement l'induction de Ia
chimiokine inflammatoire CCL2, et nous avons ainsi pu déterminer certaines voies cellulaires
impliquées dans celle-ci. Enfin, nous avons également rapporté des résultats préliminaires
comparant le comportement des cellules conjonctivales a celui des cellules monocytaires en termes
d’activation d’une autre voie inflammatoire, I'inflammasome. L'ensemble de ces résultats nous a
permis de déterminer que les cellules conjonctivales étaient capables de déclencher des réponses
inflammatoires en réponse a une condition de stress hyperosmolaire et participaient ainsi
directement a l'inflammation caractéristique de cette pathologie.

La derniere partie de ce manuscrit discutera et conclura sur les intéréts et perspectives de
ces travaux, notamment en proposant de confirmer certains de ces résultats prometteurs avec des
modeles in vivo de la pathologie, I'objectif final étant de continuer a caractériser plus profondément
les mécanismes impliqués dans la sécheresse oculaire afin de trouver de nouvelles thérapies pour
traiter cette maladie qui, bien loin d'étre un simple "manque d'eau"”, est en réalité bien plus
complexe et difficile a traiter.
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1. GENERALITES
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1.1. RAPPELS SUR LA SECHERESSE OCULAIRE

La sécheresse oculaire est une pathologie trés répandue, souvent sous-estimée et sous-
diagnostiquée qui représente prés de 25% des motifs des consultations en ophtalmologie (10). Elle
est liée a une altération du film lacrymal qui met en jeu I'’ensemble de I'unité fonctionnelle lacrymale
(11-14). Certains facteurs de risque de la pathologie ont été identifiés et les étiologies connues
peuvent étre extrémement diverses. Son diagnostic est basé sur la présence de différents signes
cliniques, mais est rendu difficile par lI'importante dissociation entre les signes cliniques observés et
les symptomes rapportés. La thérapeutique actuelle est restreinte et consiste essentiellement en une
lubrification de la surface ou a l'utilisation d'anti-inflammatoires dans les cas plus séveres.

1.1.1. Anatomie et roles de l'unité fonctionnelle lacrymale

L'unité fonctionnelle lacrymale est constituée des paupiéres, des glandes lacrymales, du nerf
lacrymal et de la surface oculaire (Figure 1).

Glande lacrymale
principale \

Glande lacrymale
accessoire

N Vier

Paupiere \ /?
1y
I

superieure T I Cornée

Paupiére
inférieure i

“ Mucocytes Adapté de Dartt, 2002 (15)

[ Conjonctive

Figure 1. Schéma de I'unité fonctionnelle lacrymale.
1.1.1.1. Les paupiéres

Les paupiéres sont des replis musculo-membraneux qui constituent la premiére ligne de
défense physique de la structure oculaire contre les éventuels pathogenes extérieurs. Elles
participent, par leurs clignements, a la répartition homogene du film lacrymal sur la surface oculaire.
Trois types de glandes sont présents sur le bord des paupiéres : les glandes sébacées de Meibomius,
qui jouent un réle majeur dans I'élaboration du film lacrymal via leur participation dans la fabrication
de sa couche lipidique, et les glandes de l'appareil cilié : les glandes sudoripares de Moll et les
glandes sébacées de Zeiss (Figure 2).
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Figure 2. Schéma de la paupiere.
1.1.1.2. Les glandes lacrymales et le nerf lacrymal

Il existe deux types de glandes lacrymales : la glande lacrymale principale et les glandes
lacrymales accessoires.

La glande lacrymale principale est une glande exocrine a structure lobulaire qui est située
sous le rebord orbitaire supéro-externe de la paupiére supérieure et dont les canaux excréteurs
s’ouvrent dans le fond du cul-de-sac conjonctival. L'innervation de la glande lacrymale est assurée
par le nerf lacrymal, correspondant au nerf ophtalmique de Willis, lui-méme étant une branche du
nerf trijumeau.

Les glandes accessoires sont beaucoup plus petites et de localisations variées. Parmi ces
glandes, certaines sont situées au niveau de la conjonctive, ce sont les glandes a sécrétion séreuse
(les glandes de Krause et les glandes de Wolfring), situées dans les culs-de-sac conjonctivaux et de
structure comparable a celle de la glande lacrymale principale. Les cellules a mucus également
appelées mucocytes ou cellules caliciformes, sont considérées comme des glandes lacrymales
accessoires car elles participent a I'élaboration du film lacrymal via la production de mucus. Elles
sont aussi situées dans I'épithélium conjonctival. Notons que les glandes situées dans les paupiéres,
les glandes de Meibomius et les glandes de I'appareil cilié, sont également considérées comme des
glandes lacrymales accessoires.

1.1.1.3. La surface oculaire
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La surface oculaire est constituée du film lacrymal, de la conjonctive, de la cornée et du
limbe, correspondant a la zone de jonction entre la cornée et la conjonctive (Figure 3).

La surface oculaire recouvre la partie la plus externe de I'ceil et est ainsi en contact direct
avec l'environnement extérieur. En raison de ce contact permanent avec l'environnement, elle
présente une faible flore microbienne (16). Elle correspond a la deuxieme structure de protection
physique du globe oculaire face aux agressions et aux agents pathogénes extérieurs (bactéries, virus,
champignons, parasites, polluants environnementaux). Elle représente également une défense
chimique et biologique liée a la composition du film lacrymal et a la présence de cellules
immunocompétentes en son sein.

Conjonctive palpébrale Conjonctive du cul-de-sac (fornix)

Film lacrymal
Cornée

Limbe Conjonctive bulbaire
Adapté de http.//3.bp.blogspot.com

Figure 3. Schéma de la surface oculaire.

1.1.1.3.1. Le film lacrymal

1.1.1.3.1.1. Composition et role du film lacrymal

Le film lacrymal est lI'interface entre le globe oculaire et I'environnement extérieur. Son
volume total est de 7 a 9 uL, son épaisseur est estimée entre 7 a 40 um suivant la technique utilisée
pour la détecter et sa sécrétion basale est de 1 a 2 pL/minute (17,18). Le film lacrymal a un rdle de
nutrition, car il permet I'apport de nutriments et d'oxygéne a la cornée qui est dénuée de vaisseaux,
ainsi que de lubrifiant et de protection physique et chimique de la surface oculaire (19).

Le film lacrymal est souvent décrit comme composé de trois couches distinctes : la couche
mugqueuse, la couche aqueuse et la couche lipidique (de la plus profonde a la plus superficielle). En
réalité, il s'apparente plus a un gel avec un gradient de concentration de mucus depuis la couche
superficielle de I'épithélium, ou il adhere fortement par I'intermédiaire du glycocalyx aux épithéliums
cornéen et conjonctival, a la couche externe, moins concentrée en mucines solubles et recouverte
par la couche lipidique qui limite I'évaporation des larmes. Le film lacrymal est dans un équilibre
dynamique, chacune des composantes du film lacrymal ayant un role bien défini, essentiel a la
physiologie de la surface oculaire (20-23) (Figure 4).
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Figure 4. Schéma du film lacrymal.

La couche lipidique

La couche lipidique est majoritairement produite par les glandes de Meibomius mais les
glandes de Zeiss et de Moll y participent également. Le meibum excrété par ces glandes contient
principalement des lipides (24—26) et également des protéines (27). Cette couche lipidique posséde
une structure bilamellaire : une couche profonde qui réalise I'interface avec la couche aqueuse,
composée de lipides polaires, et une couche superficielle, une couche épaisse de lipides non polaires,
en contact avec l'air extérieur (28,29). Elle contient des esters de cires (15 a 35%) et de stérols (8 a
34%), des triglycérides (4 a 43%), des acides gras libres (2 a 24%), des lipides polarisés (0 a 16%).

La couche lipidique a plusieurs roles importants: elle permet de lisser le film lacrymal,
optimisant ainsi les qualités optiques de la cornée, elle limite I'évaporation du film lacrymal entre
deux clignements et elle améliore la stabilité et I'’étalement du film lacrymal.

La couche aqueuse

La couche aqueuse est la couche la plus épaisse du film lacrymal. Elle est composée
majoritairement d'eau (98%) et de mucines. Elle provient principalement des glandes lacrymales
mais également d'un passage aqueux transconjonctival. La sécrétion aqueuse basale est assurée par
les glandes accessoires de Krause et de Wolfring localisées dans la conjonctive. Elle permet de
lubrifier la surface de I'ceil et d’aider a I’élimination de la poussiére. La sécrétion reflexe de larmes est
assurée par la glande lacrymale principale. Elle est induite par divers stimuli (émotions, lumiéere vive)
dont le plus classique est une irritation de I'ceil due a la présence de particules. La couche aqueuse
contient des mucines, des électrolytes, des facteurs de croissance parmi lesquels I'epidermal growth
factor (EGF), des cytokines telles qu'interleukine (IL)-6 et IL-8 (30), des hormones, des
immunoglobulines, des cellules épithéliales desquamées et des cellules inflammatoires (22,31,32).

Les électrolytes proviennent des glandes lacrymale et de la conjonctive et conférent au film
lacrymal une osmolarité constante comprise entre 296 et 302 mOsM (mosm.L) (15,33,34)
(Tableau 1).
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Na* 128,7
K 17

Ca® 0,32
Mg 0,35
HCO3- 12,4
cr 141,3

mmol.L7?

mg.mL?

Lysozyme 2,07
Lipocaline 1,55
Lactoferrine 1,65
IgA sécrétoires 1,93
Albumine 0.04
IgG 0.004

Tableau 1. Composition normale du film lacrymal.

Adapté de Tiffany, 2008 (19)

Les protéines lacrymales sont produites en quasi-totalité par les glandes lacrymales et un peu

via une filtration depuis le secteur vasculaire. Le film lacrymal contient quatre protéines majeures : le

lysozyme, la lactoferrine, la lipocaline et des IgA sécrétoires. Les lipocalines sont des protéines

associées aux lipides qui forment un gel (35). La présence de nombreuse protéines anti-infectieuses

telles que les immunoglobulines (Ig) IgA et 1gG, le lysozyme, la lactoferrine et la B-lysine joue un réle

primordial dans la défense oculaire contre les agents microbiens (36).De nombreuses cytokines et

facteurs de croissance existent dans cette phase aqueuse comme en témoigne une étude faite sur un

recueil du film lacrymal dans le cul-de-sac conjonctival par l'intermédiaire d’'une bandelette de

Schirmer éluée ensuite dans une solution de NaCl (37) (Figure 5). Cette couche aqueuse a donc un

role important de protection. Elle possede de plus un réle de nutrition des couches de I'épithélium

cornéen superficiel et des cellules de la surface oculaire.

EGF

IL-1IRA
MCP-1

IL-17A

Eotaxine
GM-CSF
IFN-y
IL-10
IL-12(p40)
IL-12(p70)
IL-15
IL-1a
IL-13

IL-2
IL-4
IL-5
IL-6
MIP-1a
MIP-18
TNF-a
TNE-B

Oo0oDEm

Non détecté

Inférieura 10pg/mL
10-50 pg/mL

50-1000 pg/mL
Supérieur 2 1000 pg/mL

In Tisato et al., 2015 (37)

Figure 5. Composition du film lacrymal en différentes cytokines
(Prélevement de liquide lacrymal sur bandelette de Schirmer élué ensuite en NaCl)
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La couche muqueuse

La couche muqueuse est formée par un gradient de mucines solubles dont la concentration
augmente avec la profondeur. Les mucines sont des glycoprotéines hydrophiles de haut poids
moléculaire qui permettent I'adhérence de la couche aqueuse du film lacrymal a la surface oculaire,
hydrophobe a I'origine (38). Les mucines sont le produit des genes de la famille MUC et elles sont de
deux types :

- les mucines solubles, dont MUC2 et MUC7 qui sont sécrétées par la glande lacrymale, ou les
mucines formant des gels, dont la plus importante au niveau de I'ceil est MUC5AC, produite

par les cellules a mucus (39),

- les mucines épithéliales membranaires telles que MUC1, MUC4 et MUC16 dont une partie de
la structure est ancrée dans la membrane des cellules épithéliales de la cornée ou de la

conjonctive (40).

Ces mucines épithéliales forment le glycocalix et vont interagir avec les mucines solubles comme
MUCS5AC et ainsi stabiliser le film lacrymal. De plus, les cellules épithéliales superficielles possedent
sur leur membrane apicale des invaginations et des microvillosités permettant également de
favoriser I'adhésion du film lacrymal. L’adhérence du film lacrymal aux cellules de la conjonctive et
de la cornée constitue le réle principal de cette couche mais elle aurait aussi un réle de barriére face
aux pathogenes. Notons par ailleurs que MUC7 aurait des propriétés antifongiques (41).

Les larmes sont secrétées et résorbées en permanence. La régulation du film lacrymal
dépend de trois phénomeénes principaux : la sécrétion lacrymale, I'étalement correct du film lacrymal
sur la surface et sa résorption, au niveau du canal lacrymo-nasal principalement et également un peu
par évaporation (11).

La stimulation lacrymale est sous la dépendance d’'un systeme neuronal périphérique en
association avec le systéme nerveux central, ce qui permet d’intégrer des composantes
émotionnelles. Les larmes sont sécrétées suite a un stimulus percu au niveau de la surface oculaire.
La régulation nerveuse induite par I'arc réflexe est médiée par une branche du nerf trijumeau va
alors stimuler la glande lacrymale. Cet arc nerveux permet d’assurer une bonne lubrification de la
surface ainsi qu’une réponse adaptée aux stimuli traumatiques. De plus, une régulation hormonale
fine entre en jeu notamment pour modifier la qualité des larmes. Notons que certains facteurs de
croissance de la famille de I'EGF auraient également un réle dans cette sécrétion.

Par ailleurs, la sécrétion d'électrolytes, d'eau et de mucines par les cellules de la conjonctive
est régulée par voie nerveuse et par des facteurs de croissance (15).

1.1.1.3.2. La conjonctive

La conjonctive est une membrane muqueuse trés richement vascularisée et pluristratifiée qui
recouvre la surface antérieure du globe oculaire ainsi que la face postérieure des paupiéres. Elle est
divisée en 3 régions: la conjonctive palpébrale, la conjonctive bulbaire et les culs-de-sac
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conjonctivaux, aussi appelés fornix (Figure 3). La conjonctive palpébrale recouvre les paupiéres et est
en continuité avec le revétement cutané. Elle est trés vascularisée. Les culs-de-sac conjonctivaux
correspondent a la zone de transition entre les conjonctives palpébrale et bulbaire. La conjonctive
bulbaire est fine et transparente et posséde deux parties : la partie sclérale qui s’étend du cul-de-sac
conjonctival au limbe et la partie limbique qui forme un anneau de 3 mm de large a la jonction entre
les épithéliums conjonctival et cornéen. Le limbe a un role nutritif envers la cornée et participe au
renouvellement de I'épithélium cornéen car il contient un réservoir de cellules souches (42,43). Il a
de plus des capacités de réponse inflammatoire et immunologique car il contient des lymphocytes,
des cellules de Langerhans et des polynucléaires.

La conjonctive est constituée d'un épithélium reposant sur un chorion duquel elle est
séparée par une lame basale. L’épithélium posséde une couche basale et une couche superficielle,
constituées de cellules épithéliales. Il s’épaissit au niveau du fornix et du limbe. Le renouvellement
cellulaire s’effectue a partir des couches basales profondes indifférenciées qui possédent un
potentiel d’autorenouvellement. Les cellules ayant atteint leur stade terminal de différenciation au
niveau de la couche superficielle sont progressivement éliminées dans les larmes. L'épithélium
conjonctival contient, outre des cellules épithéliales, des cellules sécrétrices (les cellules a mucus) et
des cellules immunocompétentes comme des cellules dendritiques, des cellules de Langerhans et des
lymphocytes, majoritairement de type T (44). Au niveau basal, on observe également la présence de
mélanocytes. Le chorion, ou stroma conjonctival, est un tissu conjonctif subdivisé en une couche
superficielle (lamina propria) riche en lymphocytes et une couche profonde fibreuse présentant un
maillage dense de fibres élastiques et de fibres de collagéne synthétisées par des fibroblastes. Le
chorion est ainsi une trame de soutien qui contient des vaisseaux sanguins, des vaisseaux
lymphatiques et des nerfs. Des lymphocytes, des plasmocytes et des mastocytes sont également
présents dans celui-ci.

La conjonctive contient plusieurs types de glandes qui participent a la sécrétion du film
lacrymal : les glandes séreuses (glandes de Krause et glandes de Wolfring) et les glandes muqueuses
(les glandes de Henle constituées de cellules a mucus).

La conjonctive a un role de protection de I'ceil car elle forme une barriere physique a
I'intrusion de pathogenes et elle participe aux réactions inflammatoires et immunitaires. Elle est en
effet riche en cellules immunocompétentes et en cellules épithéliales qui interviennent dans les
processus biologiques tels que I'inflammation (45). La conjonctive est de plus trés vascularisée et tres
innervée ce qui en fait un site privilégié pour la réponse aux agressions. Ce tissu est considéré comme
un organe lymphoide secondaire du fait de la présence de nombreux lymphocytes dispersés dans le
tissu, formant le "tissu lymphoide associé a la conjonctive", Conjunctiva-Associated Lymphoid Tissue
(CALT), responsable de la reconnaissance antigénique et allergénique (46,47).

1.1.1.3.3. La cornée

La cornée est un tissu essentiel a la vision car par suite de sa transparence, elle permet la
transmission et la réflexion de la lumiere. Sa face antérieure est recouverte par le film lacrymal, alors
que sa face postérieure baigne dans I'humeur aqueuse de la chambre antérieure. Elle est constituée
de 5 couches qui sont, de I'extérieur vers I'intérieur (Figure 6) :
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Epithélium cornéen

Membrane de Bowman

Stroma cornéen

___________ 4 — Membrane de Descemet

Endothélium cornéen

Adapté de http.//www.brussels-vision-specialists.eu

Figure 6. Les différentes couches de la cornée.

L’épithélium cornéen : un épithélium pavimenteux, stratifié, non kératinisé, directement au
contact du film lacrymal. Il est constitué de trois couches: une superficielle, une
intermédiaire et une basale qui est appuyée sur la lame basale permettant le
renouvellement de I'épithélium (48).

La couche de Bowman: une composante acellulaire composée de matrice extracellulaire.

Le stroma cornéen: une couche représentant 90% de I|’épaisseur de la cornée. Il est
I’élément essentiel de la stabilité de la cornée et est constitué de matrice extracellulaire, de
kératocytes et de fibres nerveuses (49). Il est quasiment acellulaire, les rares kératocytes
ayant pour réle de maintenir I'intégrité de la matrice grace a un équilibre entre synthése et
dégradation de celle-ci, via la synthése de matrix métalloprotéinases (MMPs) et de
composants de la matrice.

La membrane de Descemet: une membrane correspondant a la lame basale de
I’endothélium cornéen.

L'endothélium cornéen : un tissu directement en contact avec 'humeur aqueuse de la
chambre intérieure de I'ceil. Il est formé d’une monocouche de cellules endothéliales reliées
entre elles par des jonctions serrées et des jonctions laches. C'est donc un endothélium
perméable aux petites molécules, aux électrolytes et a I'eau. L’'endothélium régule ainsi
I'hydratation du stroma cornéen.

Les cellules cornéennes sont nourries principalement par la voie vasculaire du limbe. Elles

sont aussi en partie nourries par les larmes pour la partie antérieure et par I’humeur aqueuse pour la

partie postérieure.

La cornée est totalement dépourvue de réseau vasculaire. C'est en effet une structure qui

refréene ses réactions immunitaires par un "privilege immun". Contrairement a la conjonctive, elle

posseéde trés peu de défenses immunitaires avec pour seules cellules immunocompétentes

présentes, des cellules de Langerhans dans la couche basale de I'épithélium (50). Le role primordial

de la cornée étant la vision, c'est ainsi la transparence de la cornée qui est privilégiée. Par contre,

c'est le tissu le plus innervé du corps humain, une innervation purement sensitive.
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1.1.2. Définition de la sécheresse oculaire

La définition de la sécheresse oculaire a fortement évolué au fil du temps en réponse aux
études expérimentales qui ont enrichi les connaissances de sa physiopathologie.

En 1995, la sécheresse oculaire était définie comme un trouble du film lacrymal di a un
déficit de larmes ou a une évaporation excessive, causant des dommages de la surface oculaire, et
associé a des symptomes d'inconfort oculaire (51).

Cette définition a ensuite évolué en 2007, lorsque le dernier comité de travail sur la
sécheresse oculaire, le DEWS, prenant en compte les dernieres avancées scientifiques et
technologiques dans le domaine, a redéfini la sécheresse oculaire comme : « une maladie
multifactorielle des larmes et de la surface oculaire qui entraine des symptomes d’inconfort, une
perturbation visuelle et une instabilité du film lacrymal avec des lésions potentielles de la surface
oculaire. Elle est accompagnée d’une augmentation de I'osmolarité du film lacrymal et d’une
inflammation de la surface oculaire » (2). Cette nouvelle définition permet d'appréhender plus
facilement les mécanismes sous-jacents de cette maladie, en introduisant les notions d'atteinte
tissulaire et visuelle, d'inflammation et d'hyperosmolarité, et est plus adaptée a la gravité réelle de la
maladie. La sécheresse oculaire est en effet loin d'étre un simple manque d'hydratation oculaire mais
une pathologie beaucoup plus complexe, de forte prévalence et invalidante de plus, dont le
diagnostic et le traitement sont souvent difficiles (1).

1.1.3. Epidémiologie de la sécheresse oculaire et facteurs de risque

L'épidémiologie de la sécheresse oculaire est difficile a réaliser en raison d'une
symptomatologie clinique variable et du manque de corrélation entre les symptomes évoqués par les
patients atteints et les résultats des tests cliniques (7,52). Cependant, les études épidémiologiques
rendent ainsi compte d'une prévalence trés variée suivant les populations étudiées (age ou ethnie) et
surtout les criteres retenus pour définir la sécheresse oculaire (2). Globalement, ces études ont
montré une prévalence variant de 5% a 35% suivant les populations étudiées (3,53,54). Ces écarts de
prévalence soulignent I'importance d’adopter une définition précise de la sécheresse oculaire et
d’avoir un consensus sur les examens diagnostiques de celle-ci afin d'obtenir des valeurs plus
précises et robustes. Il est a noter que cette prévalence est probablement sous-estimée, car la
sécheresse oculaire reste encore mal diagnostiquée, les patients ne reconnaissant pas forcément ses
symptomes et ne les rapportant pas a leur médecin. Remarquons également que cette prévalence
est vouée a augmenter durant les prochaines décennies en raison du vieillissement de la population.

De nombreux facteurs de risques de la sécheresse oculaire sont actuellement bien établis :
I'dge avancé, avec plus de la moitié des sujets atteints ayant plus de 65 ans (55-57), le genre, les
femmes étant plus touchées que les hommes, les traitements hormonaux substitutifs post-
ménopause (58), une alimentation pauvre en acides gras essentiels oméga 3 (59), une carence en
vitamine A (60), une chirurgie réfractive cornéenne (61-63), une greffe de moelle osseuse (réaction
du greffon contre I'h6te) (64), une radiothérapie et certains médicaments, notamment les
antihistaminiques mais aussi les antidépresseurs, les anticholinergiques, les bétabloquants, les
antispasmodiques, les diurétiques et I'isotrétinoine (Ro-Accutane®). D'autres facteurs de risques sont
identifiés, comme I'ethnie, les asiatiques étant plus touchés (54,65), des facteurs environnementaux
comme la pollution ou les environnements ayant une faible taux d'humidité (66), le travail sur
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ordinateur (67), le port de lentilles de contact (68,69), un trouble des hormones sexuelles,
notamment un déficit en androgenes.

Il est important de souligner que, actuellement, il est largement admis que I'utilisation au
long cours de collyres contenant un conservateur est responsable d’altérations de la surface oculaire
et constitue par la méme un facteur de risque de la sécheresse oculaire. En effet, le principal agent
conservateur des formulations ophtalmiques, le chlorure de benzalkonium (BAK), posséde des
propriétés détergentes, pro-inflammatoires et cytotoxiques. Il favorise une hyperévaporation
lacrymale et I'apparition de phénomenes inflammatoires qui entrainent, entretiennent et aggravent
le tableau de la sécheresse oculaire (70).

Rappelons que le BAK fait partie de la famille des ammoniums quaternaires et est constitué
d’un mélange de chlorures d’alkylbenzyl-diméthylammonium comportant des radicaux alkyles a
nombre pair d’atomes de carbone de C8 a C18 (Figure 7).

CHs
H
F{—l|\l+—C cr

CH, R:Cg~Cpy
Figure 7. Formule chimique du BAK.

Le BAK est utilisé dans les formulations ophtalmiques a des concentrations allant de 0,004% a
0,025%. C'est un agent antibactérien qui agit également sur les champignons et certains virus. Il est
tres utilisé du fait de sa puissance bactéricide, du peu de réactions allergiques qu'il provoque et de sa
bonne tolérance a l'application. Malgré ces avantages, la cytoxicité du BAK administré par voie
oculaire, a des concentrations égales a celles des collyres commercialisés, a déja été largement
démontrée, que ce soit par des études toxicologiques in vivo ou in vitro.

De nombreuses études cliniques ont permis de lui attribuer certains effets déléteres tels
que : une instabilité du film lacrymal et une sécheresse oculaire (71-73), une perturbation de la
perméabilité de la barriere cornéenne avec diminution de la sensitivité cornéenne (74) ou une
kératinisation de la conjonctive avec une diminution du nombre de cellules a mucus (75).

Les études menées sur des animaux rapportent les mémes signes de toxicité, soit des
phénoménes d’inflammation et des altérations des structures oculaires (assechement avec instabilité
du film lacrymal (76,77), dommages de la conjonctive et de la cornée) (78,79). Du fait de son effet
inducteur de sécheresse oculaire, l'instillation de BAK est méme actuellement utilisée comme
modele animal de sécheresse oculaire pour I'étude de la pathologie et pour tester de potentielles
thérapeutiques (80,81). Des dommages liés a I'administration oculaire de BAK ont également été
observés jusque dans des structures profondes de I'eeil comme la rétine, avec apparition de
décollement, perte d’acuité visuelle et atrophie de I'épithélium pigmentaire rétinien (82). Des
phénoménes de neurotoxicité (83) et de fibrose (56) ont aussi été décrites.

Les études menées ex vivo sur des empreintes conjonctivales ont, quant a elles, montré une
augmentation de marqueurs d’inflammation, notamment une augmentation de |’expression de
Human Leucocyte Antigen-DR (HLA-DR) a la surface des cellules conjonctivales de patients exposés a
ce conservateur (84).
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Des études in vitro sur des lignée cellulaires conjonctivales et cornéennes ont montré une
cytotoxicité du BAK dose-dépendante, entrainant une importante mortalité cellulaire (84—86) et une
augmentation de marqueurs de I'inflammation comme IL-1 et Tumor Necrosis Factor-o (TNF-a) (87).
Le BAK induit également une augmentation de production d’espéces réactives de I'oxygéne (EROs) et
une diminution des mécanismes de défense contre le stress oxydant (88).

L'ensemble de ces données sur les effets délétéres du BAK ont conduit les laboratoires
pharmaceutiques a rechercher des alternatives a ce conservateur pour leurs formulations
ophtalmiques, mais le BAK reste tout de méme présent actuellement dans de nombreux collyres.
Aussi, le BAK continue-t-il a nous intéresser particulierement, et dans ce travail, nous avons étudié
ses effets pro-inflammatoires sur les cellules conjonctivales.

1.1.4. Classification - Etiologies de la sécheresse oculaire

On distingue classiquement les sécheresses oculaires quantitatives par hyposécrétion, des
sécheresses oculaires qualitatives par instabilité lacrymale. Ces dernieres peuvent étre liées a une
hyper-évaporation ou a une anomalie de la couche muqueuse profonde. Les frontiéres de cette
classification sont néanmoins ténues et les mécanismes souvent intriqués (Figure 8).

Classification
de la sécheresse oculaire

/\,

1. Hyposécrétion lacrymale 2. Excés d’évaporation
Primaire
Secondaire E?éﬁc'[t
en vitamine A
Déficience ||
lacrymale Conservateurs
dans les médicaments
Obstruction des canaux topiq
des glandes lacrymales [ |
Port de lentilles
Blocage réflexe de mntactl
Maladie de la
Médicarnents surface oculaire,
systémiques par ex. allergie

In Rapport de la SFO - Surface oculaire, 2015 (1), inspiré de Lemp, 1995 (51)

Figure 8. Classification des étiologies de la sécheresse oculaire.

1.1.4.1. Sécheresses oculaires par hyposécrétion

Les sécheresses oculaires par hyposécrétion peuvent étre classées suivant leur étiologie
dysimmunitaire ou non.
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1.1.4.1.1. Pathologies dysimmunitaires

Syndrome de Gougerot-Sjégren (SGS)

Le SGS est une maladie auto-immune inflammatoire chronique qui atteint le plus souvent les
femmes aprés la ménopause. Cette pathologie cible le systeme glandulaire exocrine (glandes
lacrymales, glandes salivaires, tube digestif, muqueuses génitales, appareil respiratoire, peau) (89).
L'atteinte oculaire est présente chez 90% des patients atteints de ce syndrome. Les glandes
lacrymales et salivaires des patients atteints sont infiltrées par des lymphocytes T, entrainant une
mort des cellules des canaux excréteurs et des acini séreux, ce qui conduit a une hyposécrétion
lacrymale avec activation d'un processus inflammatoire au niveau de la surface oculaire. Le
syndrome sec lié au SGS est un des syndrome secs les plus séveres (90).

Il existe également des SGS dits "secondaires" car ils sont associés a des maladies auto-
immunes spécifiques comme la polyarthrite rhumatoide ou le lupus érythémateux disséminé.

Autres maladies dysimmunitaires

Ces maladies correspondent aux pathologies qui entrainent un dysfonctionnement des
glandes lacrymales, alors que les caractéristiques d'un SGS ont été éliminées. Parmi elles se trouve la
réaction du greffon contre I'h6te qui survient aprés une greffe de moelle et dont la sécheresse
oculaire est le symptome principal. Elle est la conséquence de la fibrose des glandes lacrymales par
I'activation des lymphocytes T sur les fibroblastes, ainsi que des glandes de Meibomius, de la cornée
et de la conjonctive (91).

1.1.4.1.2. Pathologies non dysimmunitaires

Déficit au niveau des glandes lacrymales

Ce déficit peut étre fonctionnel ou bien lié a I'obstruction des canaux excréteurs.
L'insuffisance lacrymale est le plus souvent due a l'involution des glandes lacrymales liée a I'age et
aux modifications hormonales de la ménopause et de I'andropause (92,93). C'est une des causes les
plus fréquentes de sécheresse oculaire, mais le syndrome sec induit est en général d'importance
minime a modérée. Elles peuvent également étre liées a d'autres pathologies telles que le syndrome
d'immunodéficience acquise (SIDA) et les lymphomes.

latrogénie médicamenteuse

La sécheresse d'origine médicamenteuse est également fréquente mais reste souvent peu
sévere. Les médicaments inducteurs de sécheresse oculaire agissent souvent via l'inhibition du
reflexe sensitivomoteur. Parmi les plus fréquents, on trouve les antidépresseurs, les
antihistaminiques, les anxiolytiques, les diurétiques et les rétinoides. En dehors de ces principes
actifs, les conservateurs contenus dans les collyres, notamment le BAK, sont également reconnus
comme étant des inducteurs de sécheresse oculaire (70).

Blocage du réflexe sensitivomoteur

Le réflexe sensitif peut étre inhibé par une hypoesthésie cornéenne. Cette hypoesthésie
provogue une réduction de I'arc réflexe de la surface oculaire, qui induit alors une sécheresse par
réduction de la sécrétion lacrymale réflexe et de la fréquence des clignements, ce qui va augmenter
I'nyperévaporation (94). Cela concerne les porteurs de lentilles de contact dont la sensibilité
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cornéenne est diminuée par le port de lentilles (95). C'est également le cas de la kératite
neurotrophique, une maladie dégénérative de la cornée causée par un dysfonctionnement de
I'innervation trigéminée (96). Les sécheresses oculaires survenant aprés chirurgie réfractive sont
également expliquées par des Iésions au niveau des nerfs cornéens.

En outre, certaines maladies induisent une sécheresse via un blocage du réflexe moteur, c'est
le cas de la neurofibromatose qui induit une parésie d'une portion du nerf facial conduisant a la perte
de la fonction sécrétoire motrice de la glande lacrymale.

1.1.4.2.1. Causes palpébrales

Dysfonctionnement des glandes de Meibomius

Le dysfonctionnement des glandes de Meibomius est une anomalie chronique caractérisée
par une obstruction des canaux terminaux et/ou des changements qualitatifs ou quantitatifs de la
sécrétion glandulaire (97). C'est la cause la plus fréquente de sécheresse oculaire par hyper-
évaporation. Les dysfonctionnements peuvent étre liés a un déficit sécrétoire, avec hyper-
kératinisation du conduit principal de la glande évoluant vers une atrophie progressive (98), ou une
hypersécrétion, secondaires aux pathologies dermatologiques telles que la rosacée. La couche
lipidique résultante est alors altérée, incapable de maintenir la stabilité du film lacrymal et de lutter
contre |'évaporation de la couche aqueuse.

Les causes de dysfonctionnements meibomiens sont multiples, parmi elles, le port de
lentilles de contact, la chirurgie réfractive, les traitements hormonaux substitutifs ou la colonisation
par Demodex folliculorum.

Trouble de la statique ou de la dynamique palpébrale

Toute anomalie de la statique palpébrale (malpositions palpébrales, exophtalmie...) va
altérer la répartition correcte du film lacrymal et provoquer une hyperévaporation localisée ou
globale (99). Par ailleurs, une faible fréquence de clighement des paupiéres va augmenter le
temps d'exposition a I'air et ainsi induire une évaporation accrue du film lacrymal. Une diminution de
la fréquence peut étre observée dans différentes pathologies notamment la maladie de Parkinson.
Une sécheresse oculaire peut également apparaitre chez des individus dont la profession implique
une concentration et une fixation soutenue sur un écran informatique, ce qui conduit a une
diminution de la fréquence des clignements (100).

1.1.4.2.2. Causes extrinséeques

La vitamine A est essentielle au développement des cellules a mucus et a I'expression des
mucines du glycocalyx. Un déficit en vitamine A conduit ainsi a un film lacrymal trés instable. Il induit
également une sécheresse par hyposécrétion car conduit a des acini lacrymaux endommagés.

Les troubles hormonaux, notamment ceux touchant les hormones sexuelles, et également
ceux touchant les hormones thyroidiennes, peuvent eux aussi avoir un role dans les sécheresses
oculaires via leur action sur les glandes de Meibomius, la sécrétion lacrymale et la densité des
cellules a mucus (101).
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Les allergies présentent également souvent des symptémes oculaires, la moitié des patients
ayant une conjonctivite allergique présentant une sécheresse oculaire (102).

La sécheresse oculaire par instabilité lacrymale peut également étre induite par certains
collyres, les collyres anesthésiants par exemple, qui réduisent la fréquence des mouvements
palpébraux. Les conservateurs de collyre peuvent étre responsables d'une instabilité du film lacrymal
pouvant conduire a une sécheresse. Le port des lentilles de contact induit une sécheresse oculaire via
ce méme mécanisme d'instabilité, car la couche lipidique est modifiée dans sa composition et son
aspect par la présence des lentilles de contact (69). Enfin, la plupart des pathologies de la cornée
entrainent une déstabilisation du film lacrymal qui induit une sécheresse oculaire.

1.1.5. Diagnostic de la sécheresse oculaire

Le diagnostic de sécheresse oculaire se fait a I'aide d'un interrogatoire du patient et d'un
examen clinique, complétés par un examen de la surface oculaire et du film lacrymal. Ces différents
examens vont permettre d'identifier I'étiologie de la sécheresse et de déterminer la sévérité de la
pathologie afin d'adapter au mieux le traitement.

L'interrogatoire du patient permet de définir le terrain (I'dge, le sexe), les antécédents
médicaux (allergies, maladies auto-immunes...), chirurgicaux (chirurgie réfractive notamment) et
familiaux ainsi que les traitements médicamenteux antérieurs et actuels. Il permet également de
renseigner sur I'histoire de la maladie (délai d'apparition de la maladie, intensité et évolution) et la
recherche de symptémes.

Le recueil des symptomes permet un diagnostic de sévérité fonctionnelle plus qu'un véritable
diagnostic. En effet, les symptomes induits par la sécheresse oculaire sont non spécifiques : les
symptomes rapportés par les patients sont des sensations d'inconfort oculaire, des picotements, des
sensations de br{lure, des douleurs oculaires, une photophobie ou un prurit. Certains signes sont un
peu plus spécifiques comme un larmoiement exagéré (au vent, au froid...), appelé larmoiement
paradoxal, ainsi que l'augmentation des symptomes en fin de journée et la nuit. Déterminer
I'éventuelle périodicité des symptomes, les facteurs déclenchants et les facteurs aggravants est
également important pour caractériser la pathologie.

L'ensemble de ces informations va permettre de déterminer I'étiologie de la sécheresse et
d'adapter au mieux la prise en charge. Différents questionnaires spécifiques de la sécheresse oculaire
sont largement utilisés, c'est le cas de |'Ocular Surface Disease Index (OSDI) ou du Dry
Eye Questionnaire (DEQ) qui vont permettre notamment de déterminer le retentissement des
symptomes sur la vie quotidienne du patient (103). lls sont utilisés pour compléter le diagnostic,
identifier la sévérité de la pathologie et éventuellement apprécier les effets d'un traitement. Le
guestionnaire OSDI présente 3 parties : la premiere concerne la présence ou non de symptomes
oculaires et leur fréquence, la deuxieme identifie les éventuelles difficultés a effectuer des activités
quotidiennes, la troisieme analyse l'inconfort oculaire lié a certaines conditions environnementales
(Annexe). Ce questionnaire permet d'obtenir un score entre 0 et 100 permettant alors de classer
I'éventuelle sécheresse oculaire en différents stades : léger, modéré ou sévere.
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1.1.5.2. Examen clinique et examen de la surface oculaire

Le diagnostic de sécheresse oculaire étant difficile a établir uniquement avec les symptémes,
un examen clinique est indispensable (104). Celui-ci comprend un examen du visage et des
paupiéres, de la cornée, du limbe et de la conjonctive. L’état de la surface oculaire et du film lacrymal
va ensuite étre déterminé par plusieurs tests effectués en routine.

1.1.5.2.1. Examen clinique de I'unité fonctionnelle lacrymale

L’évaluation de la sécrétion lacrymale est effectuée en ayant recours au test de Schirmer,
lequel est réalisé avec une bandelette qui se colore au contact des larmes et dont une extrémité est
placée repliée dans la paupiére inférieure du patient. Le liquide lacrymal va alors remonter le long de
la bandelette par capillarité (Figure 9). La sécrétion sera donc estimée en fonction de la longueur
colorée a la fin du test qui dure 5 min. En fonction du résultat, la sécrétion sera alors qualifiée de
normale, modérée ou faible. Notons qu’il faut éviter le contact avec la cornée, qui déclencherait une
sécrétion lacrymale réflexe faussant le résultat.

Test de Schirmer

\:__// Normale: 15-25 mm

| 35 30 25 20 15- 5

Modérée 10-14 mm

Bandeletta graduée (mm) 35 30 25 20 15 5

~\

>/ Larmes /‘

Faible: <10 mm
Adapté de http.//www.mausmarrow.com

Figure 9. Test de Schirmer.

La stabilité du film lacrymal, ainsi que sa qualité, est appréciée par le temps de rupture du
film lacrymal (Tear Break up time, TBUT) (105,106). Aprés instillation d’une quantité minime de
fluorescéine, le délai d’apparition de la rupture du film lacrymal, soit I'intervalle de temps qui sépare
le dernier clignement de la premiére « rupture » du film lacrymal détectée en utilisant la lampe a
fente, est mesuré. Les valeurs normales sont supérieures a 15 secondes, la valeur en deca de laquelle
le temps de rupture est considéré comme pathologique est de 8 secondes, la regle étant d’effectuer
une moyenne de 2 ou 3 mesures (107).

L'intégrité de la surface oculaire est étudiée via des tests utilisant le dép6t d’'une goutte de
colorant sur la surface qui permet alors de mettre en évidence les altérations et les irrégularités de la
cornée et de la conjonctive (108).

Deux colorants peuvent étre utilisés : la fluorescéine et le vert de lissamine.

La fluorescéine est un colorant fluorescent qui permet d'objectiver les pertes cellulaires
épithéliales. Elle ne colore ni le mucus, ni les cellules elles-mémes (109). Une imprégnation a la
fluorescéine intervient lorsque les jonctions intercellulaires sont rompues. Ce marquage est
détectable par examen a la lampe a fente et quantifié en utilisant une échelle de 0 a 4 : 0 correspond
a une absence de marquage signant l'intégrité de la surface oculaire, 4 correspond a un marquage
fort, signant une altération trés importante de I'épithélium de la surface oculaire (Figure 10).
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Schématiquement, les Iésions sont conjonctivales lors de sécheresses oculaires modérées alors
gu’elles atteignent la cornée dans les formes séveres.

Grade 0 Grade 1 Grade 2 Grade 3

Adapté de Ogawa et al., 2013 (110)

Figure 10. Test a la fluorescéine.

Le vert de lissamine colore uniquement les cellules mortes et permet d'apprécier la
souffrance des cellules épithéliales de la surface (Figure 11).

In Creuzot-Garcher, 1999 (109)

Figure 11. Test au vert de lissamine chez un patient souffrant d'une sécheresse oculaire présentant une altération
importante de I'épithélium conjonctival.

Ces examens peuvent également étre complétés par un examen des glandes de Meibomius
via une expression forcée du meibum (meibopression). Une pression sur la face antérieure des
paupiéres, prés du bord libre, fait apparaitre le meibum au niveau des méats meibomiens. Un
meibum normal est transparent et huileux et sort facilement. Un meibum pathologique sort
difficilement et prend un aspect visqueux (Figure 12).

Meibum visqueux et cireux

Meibum clair et huileux

Adapté de http://www.eyecarepartners.co.uk

Figure 12. Test de meibopression chez un individu sain et un individu présentant un dysfonctionnement meibomien.

1.1.5.2.2. Examen biologique de I'unité fonctionnelle lacrymale

L'examen biologique des larmes et des cellules conjonctivales complétent I'examen clinique
du patient.
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1.1.5.2.2.1. Analyse des larmes

La mesure de I'osmolarité lacrymale est considérée comme un gold standard du diagnostic
de la sécheresse oculaire puisqu'elle est moins sujette a variabilité que les autres signes classiques de
la sécheresse oculaire (2,111-114). Les valeurs normales sont d'environ 300 mOsM, la valeur seuil
établie pour évoquer une sécheresse oculaire est de 316 mOsM (115). C'est un marqueur
relativement spécifique et sensible de la sécheresse mais qui doit étre interprété en fonction de
I'interrogatoire et de I'examen clinique. En effet, il existe des chevauchements entre les valeurs
d'osmolarité lacrymale d'individus sains et de patients atteints de sécheresse oculaire (116). D'apres
des études récentes, plus qu'une valeur seuil, il semble que la valeur la plus élevée d'osmolarité
obtenue aprés plusieurs dosages ainsi que la différence entre deux mesures soient un critere plus
fiable, car meilleur témoin de I'instabilité lacrymale (117). La mesure de I'osmolarité s’effectue grace
a un appareil, le « Tear Lab™ », couramment utilisé en clinique. Il consiste en un stylo dont il faut
placer I'embout au contact de la fine couche lacrymale se trouvant entre la paupiére inférieure et
I'ceil (Figure 13). Ce test est bien toléré par le patient, il est indolore et le résultat est obtenu tres
rapidement.

Adapté de http.//www.tearlab.com

Figure 13. Dosage de I'osmolarité lacrymale et appareil TearLab™.

Des examens biologiques peuvent également étre effectués sur le liquide lacrymal et
nécessitent alors son prélevement (Figure 14). Celui-ci peut s'avérer extrémement difficile, en
particulier dans les cas de sécheresse oculaire. Dans certains cas séveres de sécheresse, il s'avere
méme impossible.

In Rapport de la SFO - Surface oculaire, 2015 (1)

Figure 14. Préléevement de larmes a la pipette de transfert.

L'analyse des larmes s'avere pourtant trés intéressante mais elle est soumise a controverse
du fait de la sécrétion lacrymale reflexe qui peut étre stimulée par le dispositif de recueil et ainsi
fausser les résultats par dilution. Notons que certains de ces examens nécessitent d’avoir un
laboratoire spécialisé dans le recueil des larmes et dans les techniques biologiques qui peuvent étre
appliquées a de petites quantités de produit biologique et que, en cela, I'exploration biologique du
film lacrymal est parfois limitée.
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La composition protéique des larmes peut étre étudiée par électrophorése qui va permettre
de séparer les protéines du film lacrymal. Ces techniques se concentrent sur la détection des
protéines majeures du film lacrymal : les lipocalines, l'aloumine, les IgA sécrétoires, les
immunoglobulines totales, la lactoferrine et le lysozyme. Dans des cas de sécheresse oculaire liée a la
glande lacrymale, certains des pics de protéines détectés peuvent étre diminués selon la sévérité de
la maladie. Cette technique permet également de déceler des processus inflammatoires via
I'augmentation des taux de protéines totales, d'albumine et d'immunoglobulines.

Le dosage spécifique des protéines lacrymales majeures, le lysozyme et la lactoferrine, peut
également étre réalisé et renseigne sur I'activité métabolique de la glande lacrymale car elles sont
synthétisées par celle-ci. Une diminution de leur concentration est donc un indicateur d'un
dysfonctionnement de cette glande (118). Les méthodes de dosages standards peuvent étre utilisées
notamment la technique Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA). Des kits commerciaux ont été
développés pour simplifier ces dosages et les rendre accessibles aux cliniciens pour une analyse semi-
quantitative.

1.1.5.2.2.2. Analyse des empreintes conjonctivales

L'étude des différents composants des larmes étant confrontée a certains écueils dont un
tres faible volume dans certains cas séveres et le risque d'une stimulation entrainant un larmoiement
diluant les composants a doser, une technique a alors émergé, celle des empreintes conjonctivales.
Cette technique permet le recueil de la couche cellulaire superficielle de I'épithélium conjonctival
(119,120), de fagon trés peu invasive, rapide et quasiment indolore. Elle consiste en |'application d'un
papier filtre sur la conjonctive bulbaire supérieure (Figure 15).
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Figure 15. Technique classique de prélevement d'empreinte conjonctivale.

Elle peut ensuite étre soumise a un examen cytologique permettant de visualiser: la densité
cellulaire des cellules épithéliales et des cellules a mucus, les signes de souffrance cellulaire ainsi que
la présence de cellules inflammatoires et parfois d'une métaplasie squameuse. Il peut également étre
fait une analyse immunocytochimique par cytométrie en flux sur les empreintes conjonctivales. Elle
permet d'analyser des marqueurs biologiques d'inflammation, dont le principal est HLA-DR,
actuellement considéré comme le meilleur marqueur d'inflammation au niveau de la surface
oculaire, ce qui en fait un marqueur tres important de la sécheresse oculaire (45,121-123). Cette
technique apporte de nombreux renseignements, cependant elle reste peu réalisée en routine et est
surtout utilisée en recherche pour étudier la physiopathologie de la sécheresse oculaire.

Notons que la recherche d'un SGS est effectuée en procédant a deux examens
complémentaires : la recherche d'auto-anticorps circulants spécifiques de la maladie et la biopsie des
glandes salivaires accessoires qui révele une fibrose et une infiltration de cellules mononucléées.
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1.1.5.3. Examens d'imagerie et examens fonctionnels

L'état du film lacrymal peut également étre évalué via I'étude du film lipidique par
interférométrie (124). Cette technique permet d'évaluer la répartition et I'épaisseur du film lipidique
ainsi que la stabilité du film lacrymal. Il est aussi possible de mesurer le taux d'évaporation des
larmes par évaporimétrie via un systéme sophistiqué de lunettes fermées avec des capteurs (125).
Enfin, le volume lacrymal peut étre analysé par méniscométrie. Ces différentes techniques sont
cependant plutot utilisées en recherche clinique qu’en routine.

L'analyse du meibum et des glandes de Meibomius peut se faire par meibométrie, ce qui
permet d'estimer la quantité de sécrétion meibomienne. La composition en lipides meibomiens peut
quant a elle étre analysée par chromatographie.

La surface oculaire peut étre également étudiée par microscopie confocale in vivo, via le HRT
(Heidelberg Retina Tomograph). Cette technique permet de visualiser in situ les altérations
morphologiques de la surface oculaire et de repérer facilement la souffrance des cellules épithéliales

IY

de la conjonctive et de la cornée (126), des cellules a mucus ainsi que les phénomenes

inflammatoires. C’est une technique tres répandue dans les grands centres ophtalmologiques.

L'interprétation de I'ensemble de ces examens doit étre globale, chaque résultat constituant
un argument supplémentaire mais qui est insuffisant si pris isolément. En effet, la variabilité de ces
examens est importante d’une consultation a I'autre et leur sévérité est mal corrélée aux symptomes
rapportés par les patients (127). Ces examens couplés a l'interrogatoire du patient vont permettre
d'évaluer la sévérité de la sécheresse oculaire (128) et d'orienter le médecin vers la thérapeutique
adaptée (Tableau 2).

Niveau de sévérité
de la sécheresse oculaire

: Minime et/ou épisodique Modéré épisodique ou
Severité et fréquence de Survient en cas de stress
environnemental

Aucun ou épisodique
minime
Fatigue

I'inconfort

Symptémes visuels

Hyperhémie conjonctivale
Coloration conjonctivale

Coloration cornéenne
(sévérité, localisation)

Signes cornéens/lacrymaux

Paupiéres/glandes
de Meibomus

Tear break-up time
(secondes)

Test de Schirmer (mm/5 min)

Aucune a minime

Aucune a minime

Aucune a minime

Aucun a minime

andes de Meibomius
variablement présente

sfonction des
o

Variable

Variable

chronique, avec ou sans
stress

Génant et/ou limitation
d’activité épisodique

Aucune & modérée

Variable

Variable

Débris minimes, baisse
du ménisque

Dysfonction des
glandes de Meibomius
variablement présente

Sévére, fréquent ou
constant sans stress

Génant, chronique et/
ou limitation d'activité
constante

+

Modérée & marquée
Marquée centrale

Kératite filamenteuse,
dépéts de mucus)|
augmentations des
débris lacrymaux

Dysfonction des glandes
de Meibomius fréquente

<5

<5

Séveére et/fou handicapant
et constant

Constant et/ou
handicapant

+++

Marquée

Erosion punctiforme
sévére

Kératite filamenteuse,
dépéts de mucus,
augmentations des

débris lacrymaux,
ulcération

Trichiasis, kératinisation,
symblépharon

Immeédiat

<2

In Rapport de la SFO - Surface oculaire, 2015 (1) inspiré de Behrens et al, 2006 (128)

Tableau 2. Classification de la sévérité de la sécheresse oculaire.
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1.1.6. Traitement de la sécheresse oculaire

Le traitement de la sécheresse oculaire est complexe en raison de mécanismes sous-jacents
multiples et de la fréquente discordance observée entre les signes cliniques et les symptomes. Il
n'existe actuellement aucun traitement idéal et la stratégie thérapeutique débute avec de simples
instillations de substituts lacrymaux. Si ceux-ci ne sont pas suffisants pour traiter les symptémes, il
peut étre prescrit des collyres anti-inflammatoires ou un collyre de sérum autologue. Dans certains
cas, des moyens mécaniques de rétention lacrymale peuvent également étre mis en place en
paralléle (129). Les cas de sécheresse par insuffisance meibomienne nécessitent de plus des mesures
d'hygiéne palpébrale.

L'ensemble de ces stratégies thérapeutiques est accompagné de mesures environnementales
et comportementales. Des compléments alimentaires en oméga 3 (130,131) peuvent également étre
proposés. Dans certains cas ol la maladie, via son caractére invalidant et chronique, agit sur le
psychisme des patients, une prise en charge psychologique peut étre nécessaire.

Les substituts lacrymaux sont le traitement de premiere intention de la sécheresse oculaire.
lls ont pour objectif d'augmenter le volume lacrymal, d'humidifier et lubrifier la surface cornéo-
conjonctivale, de stabiliser le film lacrymal et/ou de diminuer I'osmolarité lacrymale. Il existe un
panel trés vaste de substituts lacrymaux qui se différencient par la nature et la concentration des
agents pharmacologiques qu'ils contiennent. lls se différencient aussi par leur présentation
multidoses ou unidoses, avec ou sans conservateur.

On distingue les larmes artificielles simples, comme les solutions salines physiologiques
(Larmabak®), les polymeres de vinyle tels que la povidone (Dulcilarmes®), les dérivés cellulosiques,
tels I'hypromellose ou la carbomellose (Celluvisc®) (132), les carbomeres, le hyaluronate de sodium
(Vismed®) (133) ou les hydroxypropyl-guar.

Les substituts lacrymaux sont d'autant plus rémanents qu'ils ont une viscosité élevée mais
cependant engendrent alors parfois des troubles visuels aprés l'instillation. Les propriétés
recherchées de ces agents pharmacologiques sont : une forte viscosité, une rémanence importante,
un pouvoir de rétention d'eau élevé et un pouvoir abaisseur de tension de surface de I'eau. Certains
de ces substituts sont également formulés de fagon a étre hypo-osmolaires, ceci afin de contrecarrer
I’hyperosmolarité lacrymale présente dans la pathologie.

Actuellement, des substituts lacrymaux « améliorés » se développent tels que ceux
contenant un osmorégulateur, soit un osmolyte compatible. Les osmolytes compatibles, tréhalose ou
levo-carnitine par exemple, sont des composés qui ont pour propriété de s’accumuler dans les
cellules en cas de stress hyperosmolaire et permettent alors d’équilibrer le gradient osmotique de
part et d’autre de la membrane cellulaire tout en ne nuisant pas a ses fonctions physiologiques (134).
Ces collyres ne sont pas encore disponibles en France. C'est également le cas des collyres
sécrétagogues qui ont la propriété de stimuler la sécrétion aqueuse et /ou mugueuse, comme le
diquafosol et le rebapimide (135).

Il existe également des émulsions lipidiques qui sont plutot indiquées dans les insuffisances
meibomiennnes (Cationorm®).
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Des moyens mécaniques peuvent étre ajoutés a un traitement par substitut lacrymal qui ne
serait pas suffisamment efficace. C'est la cas de l'occlusion des points lacrymaux, transitoire ou
définitive, réalisée via des bouchons/clous méatiques ou par chirurgie, qui ont pour but de retenir le
peu de larmes présentes (136—138).

L'utilisation de lunettes a chambre humide peut également étre proposée. Il s'agit de
lunettes fermées limitant I'évaporation lacrymale et maintenant un niveau d'humidité élevée au
niveau péri-oculaire.

Il existe également des verres sclérauxs spécifiqguement développés pour maintenir un film
aqueux précornéen et permettre également une amélioration de I'acuité visuelle (139).

Enfin, il existe aussi des inserts cellulosiques que l'on place dans le fornix et qui libérent
durant 12 a 24 heures des dérivés de cellulose, lesquels augmentent la stabilité lacrymal ce qui évite
des instillations répétées de substituts lacrymaux (140).

Le collyre de sérum autologue est un des traitements majeurs de la sécheresse oculaire
sévere. Il est fabriqué a partir d'un prélevement sanguin du patient dans les pharmacies hospitaliéres
habilitées, qui sont peu nombreuses en France. Aprés isolement du sérum, celui-ci est dilué au 1/5
dans une solution saline physiologique et conditionné en flacons nominatifs.

Le sérum autologue améliore I'état de la surface oculaire en souffrance via I'apport de
facteurs de croissance, de fibronectine, de vitamines, d'immunoglobulines aux cellules de la cornée
et de la conjonctive. Il agit notamment en favorisant la cicatrisation cornéenne (141-143). Les études
cliniques rapportent, entre autres, une régression des symptémes, une amélioration de I'état de la
surface oculaire avec augmentation de la densité des cellules a mucus (144).

L'inconvénient de cette thérapie est dii a sa principale complication, l'infection, a laquelle
s'ajoutent des contraintes "logistiques" imposées aux patients consistant en des déplacements tres
réguliers a la pharmacie hospitaliere en raison de la conservation délicate de cette préparation.

La thérapeutique anti-inflammatoire est un des piliers du traitement de la sécheresse
oculaire non soulagée par les substituts lacrymaux. Son but est de briser le cercle vicieux d’entretien
de la pathologie au niveau de la surface oculaire, en diminuant localement les phénomeénes
inflammatoires. L'inflammation est en effet un des mécanismes majeurs impliqués dans la
sécheresse oculaire.

C'est la raison pour laquelle un certain nombre de molécules ayant des propriétés anti-
inflammatoires ont été essayées. Aussi, verrons-nous dans le second chapitre les différents
traitements, avec leurs mécanismes et leurs particularités, qui sont actuellement proposés.
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La définition de la sécheresse oculaire révisée en 2007 par le DEWS souligne I'importance de
deux phénomenes ayant lieu au niveau de la surface de I'ceil : I'hyperosmolarité lacrymale et
I'inflammation. Ces deux phénomeénes sont considérés comme les mécanismes clés de cette
pathologie qui participent a I'entretien de la maladie. L'objectif de nos travaux est de caractériser la
réaction des cellules conjonctivales dans un modeéle de sécheresse in vitro, c'est-a-dire au contact
d'un milieu hyperosmolaire, plus particulierement en termes d'inflammation, et d'identifier certains
mécanismes sous-jacents encore peu connus de la pathologie.

Aprés une description des différents effets connus de I'hyperosmolarité sur la cellule et la
cascade d'événements intracellulaires qu'elle entraine, nous allons présenter les différentes données
cliniques et expérimentales actuellement disponibles qui ont permis d'identifier I'importance de la
composante inflammatoire de la sécheresse oculaire. Dans ce chapitre, nous décriront également les
effets bénéfiques rapportés des traitements anti-inflammatoires sur la pathologie, confirmant ainsi
I'importance de l'inflammation dans la pathophysiologie de cette maladie (145). Le réle majeur de
I'nyperosmolarité dans la pathologie, et notamment sa responsabilité dans le développement de
phénomeénes inflammatoires, est démontré par les résultats des différentes études utilisant des
modeles expérimentaux hyperosmolaires de sécheresse oculaire. C'est I'ensemble de ces données
qui a conduit a repenser complétement I'approche de cette pathologie en placant l'instabilité
lacrymale au coeur d'un cercle vicieux auto-entretenu dans lequel I'hyperosmolarité et I'inflammation
occupent des roles majeurs. Ce chapitre décrivant I'état de I'art concernant les liens entre sécheresse
oculaire, inflammation et hyperosmolarité doit faire I'objet d'une revue proposée au Journal Francais
d'Ophtalmologie.

1.2.1. Effets intracellulaires induits par I'hyperosmolarité

Les phénomenes intracellulaires engendrés par le stress hyperosmolaire sur les cellules sont
en partie identifiés, ceci grace aux études cellulaires in vitro. Ces études ont été menées en
particulier sur les cellules rénales car, ayant un réle dans la concentration de l'urine, elles sont
physiologiquement soumises a ce type de conditions (146,147). Ce type de stress va déclencher dans
la cellule une cascade d’événements intracellulaires qui va permettre a celle-ci de s'adapter a ces
conditions particulieres et d'y survivre (Figure 16).

Un des premiers événements survenant lors d’un stress hyperosmolaire est la diminution
quasi instantanée du volume cellulaire dans les secondes ou minutes suivant le stress, conduisant a
une augmentation de la concentration de I'ensemble des composants intracellulaires dont les
électrolytes (148). Cette concentration en ions minéraux va permettre d'équilibrer I'osmolarité de
part et d'autre de la membrane cellulaire (134). L'augmentation intracellulaire de ces ions peut a
terme conduire a des effets déléteres sur les fonctions cellulaires, jusqu'a provoquer la mort
cellulaire, ce qui fait qu'ils sont parfois appelés osmolytes "perturbants" (149-151).
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Figure 16. Effets intracellulaires de I'hyperosmolarité.
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Les dommages a I’ADN apparaissent ensuite rapidement et sont en partie liés a
I'augmentation de la force ionique cellulaire. Ills sont couplés a une diminution des activités
transcriptionnelles et traductionnelles ainsi qu'au ralentissement ou a I'arrét du cycle cellulaire (152).
Les phénoménes compensatoires et d’adaptation se mettent alors en place, via le phénoméne de
Regulatory Volume Increase (RVI) qui permet la restauration du volume cellulaire couplée a I'entrée
d’ions dans les cellules. La concentration en ions minéraux va ainsi rester élevée. Ces osmolytes
"perturbants" vont ensuite étre remplacés au fur et a mesure par des osmolytes organiques dits
osmolytes "compatibles". Ces osmolytes, tout en maintenant une osmolarité intracellulaire élevée,
ne perturbent pas le fonctionnement et la structure macromoléculaire de la cellule et ne modifient
pas les protéines cellulaires, et ce méme a des concentrations trés élevées (153,154).

Ces phénomeénes compensatoires sont médiés par des modulations de I’expression génique
des cellules, notamment via le facteur de transcription Nuclear Factor of the Activated T cells-5
(NFATS5) qui induit la transcription de génes dits "osmoprotecteurs" (Figure 17).

Une fois le volume cellulaire restauré et les phénoménes d’adaptation mis en place, la cellule peut
reprendre ses activités transcriptionnelles et traductionnelles et proliférer.
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Figure 17. Délai d'activation des différents mécanismes intracellulaires mis en place lors d'un stress hyperosmolaire.

Cependant, dans les cas ou le stress appliqué est trop important, il va induire des dommages
irréversibles et la cellule va alors rentrer en apoptose.

Le stress hyperosmolaire provoque des dommages a I'ADN, notamment via des cassures
double brin (147). Ces dommages entrainent alors un arrét du cycle cellulaire avec une interruption
de la réplication de I’ADN lié a I'activation et a I'accumulation de la protéine p53 (146,156). Cet arrét
du cycle est tres important car il permet de laisser a la cellule le temps de mettre en place les
phénoménes d’adaptation qui vont contrecarrer les effets de ce déséquilibre osmotique. L'arrét du
cycle cellulaire, dépendant du niveau d'hyperosmolarité auquel les cellules sont soumises, concerne
toutes les phases du cycle (150) et activerait le facteur de transcription NFAT5 (157).

Lorsque la cellule survit au stress en réussissant a s'adapter, des mécanismes de réparation
de ’ADN se mettent en place et sont accompagnés d'une augmentation de la synthese des protéines
impliquées dans la réponse aux dommages de I’ADN. Les réponses classiques aux cassures double
brin de I'ADN sont I'activation de protéines kinases telles que Ataxia Telangiectasia Mutated (ATM)
et Ataxia Telangiectasia and Rad3-related (ATR) ou l'induction des protéines growth arrest and DNA
damage inductible protein (GADDs) comme GADD45 et GADD153 (158). La cellule va pouvoir ensuite
reprendre sa réplication.

Il a été montré que ces différents événements au niveau du cycle cellulaire étaient en partie
médiés par les voies de signalisation des mitogen-activated protein kinases (MAPKs),
particulierement extracellular signal-regulated kinase (ERK) et kinase p38 MAPK (p38) (158). Les
MAPKs sont une famille de kinases composée de : p38, ERK et c-Jun NH,-terminal kinase (JNK). Ce
sont des médiateurs intracytoplasmiques classiques qui permettent la transmission de signaux
extracellulaires vers le noyau. Elles régulent des activités cellulaires trés nombreuses et variées
comme la croissance cellulaire, la différenciation, la survie ou la mort cellulaire (159). Généralement,
I'activation de p38 et de JNK est associée a l'inhibition du cycle cellulaire et I'apoptose alors que ERK
stimulerait plutot les réponses prolifératives. Elles sont également considérées comme étant parmi
les voies majeures des signaux régulant les réponses cellulaires au stress (Figure 18). Il existe de
nombreux activateurs déja identifiés de ces voies tels que les cytokines pro-inflammatoires TNF-a et
IL-1B, ainsi qu'une large variété de stress cellulaires tels que les radiations ultraviolettes ou
ionisantes, les chocs thermiques, le stress oxydant ou le stress hyperosmolaire.
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Figure 18. La cascade des mitogen-activated protein kinases (MAPKs) en réponse a différents stress, facteurs de croissance,
espéces réactives de I'oxygene, rayons ultraviolets, osmolarité, cytokines, stress du réticulum endoplasmique.

Si la réparation n'a pas été efficace ou si les dommages liés a I'hyperosmolarité sont trop
importants, la cellule va entrer en apoptose (161).

L'hyperosmolarité est également génératrice de stress oxydant en induisant I'augmentation
d’EROs (162-165). Celles-ci peuvent induire de nombreux dommages cellulaires avec des
modifications des bases de I'ADN et une altération des protéines entrainant la perte de leurs
propriétés biologiques. Lors d’un stress hyperosmolaire, I'apparition de stress oxydant participerait
aussi a l'activation des processus d'adaptation en stimulant I'expression de protéines de réparation
de I'ADN telles que GADD153 ainsi qu'en activant NFATS (164,166).

1.2.1.2. Régulation du volume cellulaire

Le volume des cellules est régulé constamment par des mouvements d’eau et d’électrolytes
au travers de la membrane plasmique via différents canaux et transporteurs qui vont conduire au
gonflement ou a la réduction du volume cellulaire en fonction des conditions. Ces changements de
volume vont étre particulierement importants lors des changements d’osmolarité du milieu
extérieur.

Le stress hyperosmolaire induit rapidement une diminution du volume cellulaire. La
régulation du volume cellulaire se met ensuite en place pour restaurer le volume initial de la cellule.
Pour cela, la cellule va rapidement mettre en ceuvre le RVI, un phénoméne durant lequel I'eau et les
électrolytes sont captés dans la cellule afin de restaurer son volume, et cela dans le but de conserver
une osmolarité égale a I'extérieur et a l'intérieur de la cellule.

A l'opposé, lors d'un stress hypo-osmolaire, un gonflement cellulaire par accumulation d'eau
va se produire, puis la cellule va mettre en place le Regulatory Volume Decrease (RVD) qui permettra
I'efflux d’eau et d'électrolytes hors de la cellule et la restauration du volume cellulaire initial. Ces
régulations mettent en jeu des mouvements d’eau ainsi que I'entrée ou la sortie d'ions grace a des
systemes de transport d'influx de NaCl pour le RVI ou d'efflux de KCI pour le RVD.
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1.2.1.2.1. Systémes de transport impliqués dans le RVI et le RVD

Les systémes de transport ionique peuvent étre classés selon qu'ils interviennent au cours du
RVI ou du RVD (Figure 19).
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Figure 19. Phénomeénes de régulation du volume cellulaire (RVD et RVI) - RVD : Il'antiport CI'/HCO3" (AE), les canaux
potassium ou chlorure sensibles au volume (I yo1) (Icivo1), l€S canaux potassium ou chlorure activés par le calcium (ly ca) (lcca),
le cotransporteur K'/CI" (KCC). RVI : I'antiport CI'/HCO3  (AE), I'antiport Na‘/H® (NHE), le cotransporteur Na‘/K'/2CI
(symport) (NKCC) et les canaux a cations induits par I'hypertonicité (HICC).

Dans un stress hyperosmolaire, la cellule va se rétrécir et le phénoméne de RVI va se mettre
en place. Ce phénoméne est basé sur I'entrée couplée d'eau et de sodium a l'intérieur de la cellule. Il
met principalement en jeu :
e les échangeurs Na'/H" antiport (NHE) et CI'//HCO3 antiport (AE) (168-170),
e les cotransporteurs Na*/K*/2CI" (symport) (NKCC) et Na*/Cl" (antiport) (171,172),
® les canaux perméables au sodium appelés Na’/permeable nonselective cation (NSC) (173),
® |es canaux epithelial sodium channels (ENaCs) (174,175),
® |es canaux transient receptor potential vanilloid channels (TRPV) (176),
® |es canaux a cations appelés hypertonicity-induced cation channels (HICCs) activés par le
rétrécissement celllulaire.

L'eau va suivre le flux sodique a l'intérieur de la cellule et ainsi contribuer au RVI (169).
L'hyperosmolarité stimule certains de ces canaux impliqués dans la restauration du volume cellulaire
RVI, tels que le NKCC ou le TRPV (176,177). Notons que ces canaux peuvent également étre modulés
par d'autres stimuli, comme c'est le cas du TRPV qui peut étre modulé par certains médiateurs
inflammatoires (178). Il a également été montré que les MAPKs avaient un réle dans le phénomeéne
de RVI et dans la stimulation de certains de ces canaux, le TRPV notamment (176,179).
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Lors d'un stress hypo-osmolaire, la cellule va gonfler et le phénoméne de RVD va se mettre
en place. Dans le RVD, plusieurs transporteurs majeurs entrent en jeu afin de contribuer a I'efflux
d’ions potassium et chlorure hors de la cellule accompagnés de la sortie d’eau :

® e cotransporteur K*/CI" (KCC) (symport) (180,181),

e e canal d'efflux de potassium (K'/H") (antiport),

e |e canal d'efflux de chlorure (CI'/HCO3’) (antiport),

¢ les canaux ioniques au potassium (volume-sensitive- (I o)) Ou Ca**-activated- (Ix.ca) potassium
channel) ainsi que ceux au chlorure (volume-sensitive- (lc yo) OU Ca**-activated- (lc,ca) chlorure
channel)

® |e canal volume-sensitive outwardly rectifying CI channel (VSOR) (182).

La sortie d'adénosine triphosphate (ATP) (183) ou celle d’osmolytes "compatibles" comme la

taurine (184) peut également participer au RVD.

La présence a la surface de I'ceil des canaux impliqués dans le RVI et le RVD a été rapportée
dans plusieurs études. Les canaux EnaC ont été mis en évidence dans de nombreux tissus de I'ceil,
dont la conjonctive et la cornée notamment (185-187). Les canaux TRPV sont également présents a
la membrane des cellules épithéliales conjonctivales et cornéennes et leur réle dans les conditions
hyperosmolaire a été démontré sur ces types cellulaires (176,188). Sur les cellules cornéennes, il a
été mis en évidence que le TRPV1 était en partie responsable de la libération des cytokines pro-
inflammatoires IL-6 et IL-8 via la voie des MAPKs induite par I'hyperosmolarité (176,189). Les canaux
NKCC ont également été détectés sur les cellules cornéennes (190). Il a été observé que leur
activation était dépendante de p38 et qu'ils possédaient un réle dans le RVI induit par
I'nyperosmolarité (171,172). Les canaux KCC ont également été identifiés dans les cellules
cornéennes et leur réle dans le RVD a été confirmé (181).

1.2.1.2.2. Aquaporines

Parallelement a la régulation du volume cellulaire par les canaux ioniques, des canaux
perméables a I'eau et a certains osmolytes, les aquaporines (AQPs), entrent en jeu. Les AQPs sont
des petites protéines insérées dans la membrane qui forment des pores dans celle-ci. Leur fonction
principale est de faciliter les mouvements d'eau entre I'extérieur et l'intérieur de la membrane en
fonction des gradients osmotiques (191,192). La perméabilité des AQPs permet de les classer en
deux groupes : les AQPs "classiques" perméables uniquement a l'eau (AQP-0/1/2/4/5/6/8) et les
aquaglycéroporines (AQP-3/7/9/10) perméables a I'eau, au glycérol ainsi qu'a d'autres molécules de
faible taille (193). Les AQPs augmentent ainsi la perméabilité de la membrane plasmique dans
laquelle elles sont insérées, une membrane déja perméable par phénomene d'osmose. Il a en outre
été montré que l'expression d'AQP1 et d'AQP2 était augmentée en cas de stress hyperosmolaire
(177,194) et que ces conditions induisaient également AQP5, via la voie de signalisation ERK (195).

Les AQPs sont également largement présentes au niveau de I'ceil, avec une distribution
spécifique (191,196) (Figure 20). Concernant la surface oculaire, I'AQP1 est présente au niveau de
I'endothélium cornéen. L'AQP3 est présente dans I'épithélium cornéen et la conjonctive ol son
expression est augmentée dans un modele murin de sécheresse oculaire (197). L'AQP5 est présente
sur |'épithélium cornéen et dans les glandes lacrymales, ou elle participerait a la sécrétion des larmes
(198).
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Figure 20. Sites d’expression des AQPs dans I'ceil.

En plus de ces canaux, d'autres facteurs entrent en jeu, parmi lesquels les facteurs de
transcription qui vont permettre la mise en place de systemes d'adaptation au stress hyperosmolaire
via une induction génique.

NFATS5, également appelé Osmotic Response Element-binding Protein (OREBP) ou tonicity-
responsive enhancer binding protein (TonEBP), est un membre de la famille des nuclear factors of the
activated T cells (NFAT). Il est cependant considéré comme étant un membre un peu particulier car il
ne possede pas le domaine de liaison a la calcineurine qui est essentiel a |'activation des autres
membres de la famille NFAT (de 1 a 4). L'hyperosmolarité est le facteur d'activation de NFATS5 le plus
étudié, en raison du réle majeur de ce facteur de transcription dans |'adaptation et la survie des
cellules a ce type de stress (155). L'activation de cette protéine se fait aprés phosphorylation par des
kinases et elle a lieu dans les 30 premieres minutes d'un stress hyperosmolaire (134).
L'hyperosmolarité agit en augmentant le taux d'ARN messager (ARNm) et le taux protéique
intracytoplasmique de NFATS ainsi qu'en induisant son activation et sa translocation dans le noyau
ou il va ensuite induire la transcription de plusieurs génes cibles (199—201). Elle induit également une
amélioration de son activité transcriptionnelle. Il existe, dans les conditions hyperosmolaires,
différents mécanismes identifiés qui induisent I'augmentation de son activité transcriptionnelle. C'est
le cas des dommages cellulaires induits par I'hyperosmolarité qui vont stimuler les systémes de
réparation tels qu'ATM, une kinase démontrée comme impliquée dans l'activation de NFAT5
(202,203). D'autres kinases ont été identifiées comme ayant un role dans |'activation de NFATS dans
des conditions hyperosmolaires : les protéines kinases A (PKA) (204), la tyrosine kinase FYN (205) ou
encore la protéine kinase C alpha (PKC-a) et les MAPKs (206). En outre, il a aussi été montré que la
production d'EROs induites par I'hyperosmolarité contribuait également a |'activation de ce facteur
de transcription (164).

Tous les genes cibles de NFAT5 comportent au niveau de leur site de régulation une
séquence appelée osmotic response element (ORE) ou tonicity-responsive enhancer (TonE) (207,208).
Dans des conditions d'hyperosmolarité, les genes cibles de NFAT5 sont les génes appelés genes
"osmoprotecteurs” et vont permettre a la cellule de s'adapter et de survivre dans ces conditions
particulieres (209).
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Afin de restaurer I'homéostasie biochimique, les électrolytes accumulés dans un premier
temps lors d'un stress hyperosmolaire sont petit a petit remplacés par des osmolytes "compatibles"
tels que le sorbitol, la bétaine, le myo-inositol ou la taurine (210). Ces molécules vont alors
s'accumuler dans la cellule, ceci sans perturber son fonctionnement, et elles vont permettre le
maintien d'une hyperosmolarité équilibrée avec I'environnement extérieur (211-214). L'activation de
NFAT5 va conduire a cette accumulation via la stimulation de [I'expression de genes
"osmoprotecteurs" codant pour les principaux acteurs mis en jeu lors de ce phénomene (215). I
s'agit des enzymes capables de synthétiser ces osmolytes et des transporteurs spécifiques
responsables de leur recapture vers l'intérieur de la cellule (216). C'est le cas de I'aldose réductase
(AR) qui synthétise le sorbitol, ainsi que des transporteurs responsables de la recapture de la bétaine,
du myo-inositol et de la taurine : respectivement, le transporteur de la bétaine (BGT1) (217), le
cotransporteur sodium/myo-inositol (SMIT) et le transporteur de la taurine sodium/chlore-
dépendant (TAUT) (218).

NFATS agit également sur d'autres types de genes "osmoprotecteurs", induisant ainsi les
protéines 70 kilodalton heat shock proteins (HSP70) (219), des protéines chaperonnes essentielles a
la survie en condition hyperosmolaire (220).

En plus de ces mécanismes osmoprotecteurs, d'autres génes cibles de NFAT5 activés par
I'hyperosmolarité ont été identifiés (Tableau 3).

Types Name Function Evidences Refs.
(R/E/CNY*
Transporters Betaine/y-aminobutyric acid transporter (BGT1T) Uptake of betaine R E [15,18,.27]
Sodium dependent myc-inositol transporter (SMIT) lptake of myo-inositiol REI [17.28]
Taurine transporter (TAUT) Uptake of taurine. R, |
Urea transporter (UT-A) Transport urea R.E I
Aguaporin 1 (AQP1) Water channel. R C I
Aquaporin 2 (AQP2) R Gl [36,
Aquaporin 4 (AQP4) ] [58]
Kinases Sgkl Involved in dehydration natriuresis. RECI [38,51]
Chaperones HSP70 Heat shock protein REI [28,30]
Enzymes Aldose reductase (AR) Converts glucose to sorbitol, R I [19,.26,28]
[B1,3-Glucuronosyltransferase-| Synthesis of Glycosaminaglvcan RCI 48
Aramatic l-amino acid decarboxylase (AAD) Synthesis of dopamine. R,
Inducible nitric oxide synthase (iNOS) Synthesis of nitric oxide, R C 1|
Cytochrome CYP2EY Metabolism of xenobiatics. R EI
CYP3AT7 R E I
Cell adhesion molecules C[D74 T cell profiferation and conversion to memory cells. C, | [45]
Cytokines TNF-a Cytokines. E. | 2548]
IL-6 RCl 54]
Monocyte chemaoattractant protein-1 (MCP-1) Recruitment of monocytes and T cells to R EI [4950]
inflammatory region.
Growth factors VEGFC Lymphangiogenesis EC [40]
Others S100A4/metastasin-1 Cell motility and tumor metastasis, R CI [60-62]

*R - Reporter gene assay, E - EMSA, C - ChIP, | - Inhibition of NFATS (gene knockdown/gene knockout).

In Cheung et al., 2006 (155)

Tableau 3 : Cibles moléculaires de NFATS induites par I'hyperosmolarité.

Notons que NFAT5 peut étre activé par une voie indépendante de I'hyperosmolarité et
jouerait alors un réle dans le développement, la fonction immunitaire et la réponse aux stress
cellulaires.
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Concernant particulierement la surface oculaire, NFAT5 a été identifié comme activé et
transloqué dans le noyau des cellules limbiques sous I'effet d'un stress hyperosmolaire (221). En
outre, une autre étude sur des cellules cornéennes a confirmé que I'hyperosmolarité conduisait a
une augmentation de la recapture de taurine sur ces cellules (211).

Lorsque les systemes d'adaptation a des conditions hyperosmolaires sont dépassés et
insuffisants pour assurer une survie, la mort cellulaire par apoptose va étre enclenchée (222,223).
Son déclenchement va dépendre du type cellulaire, du type de stress, de son intensité et de sa durée.
Les cellules soumises a un stress hyperosmolaire et entrées dans le phénomeéne d’apoptose
présentent les changements morphologiques classiquement observés lors de ce phénoméne de mort
cellulaire (224,225), comme une diminution du volume cellulaire avec maintien de l'intégrité de la
membrane plasmique et des organites intracellulaires, une condensation de la chromatine, une
fragmentation de 'ADN et du noyau, une externalisation des résidus phosphatidylsérine de la
membrane, un bourgeonnement cellulaire puis un détachement de la cellule avec formation de corps
apoptotiques (226,227).

Un nombre croissant d'études démontre l'effet pro-inflammatoire des conditions
hyperosmolaires, notamment via l'induction de cytokines pro-inflammatoires telles que IL-8, IL-6, IL-
1B et TNF-a sur différents types cellulaires tels que les cellules mononucléées du sang, les
macrophages, les cellules endothéliales par exemple (228-233) et certaines ont montré l'implication
des MAPKs dans ces phénomeénes inflammatoires (234-237).

Dans le cadre de la sécheresse oculaire, les effets, en termes d'inflammation entrainée par
I'nyperosmolarité sur les cellules de la surface oculaire, ont été étudiés également et seront détaillés
dans la partie relative aux modeles experimentaux hyperosmolaires in vivo et in vitro de sécheresse
oculaire.

Ces études liant hyperosmolarité et inflammation sont la base de théories récentes
impliquant le déséquilibre osmotique dans certaines pathologies chroniques inflammatoires telles
que la sécheresse oculaire, mais également certaines maladies inflammatoires de l'intestin ou du foie
(238,239).

1.2.2. Sécheresse oculaire et inflammation - Role de I'hyperosmolarité

1.2.2.1.1. Généralités

L'inflammation est la réaction déclenchée par un organisme vivant en réponse a une
agression. Ces agressions peuvent étre physiques (blessure, chaleur, froid), chimiques (toxique,
irritant...) ou liées a une infection par un agent pathogéne. Cette réponse physiologique de
I'organisme a lieu dans les tissus vascularisés et met en jeu les cellules immunitaires (les
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polynucléaires neutrophiles, les lymphocytes et les macrophages), les vaisseaux sanguins et des
médiateurs moléculaires. La cascade d'évenements déclenchée a pour but d'éliminer la cause initiale
de I'agression, puis de nettoyer le site des cellules mortes et des tissus abimés et de réparer les
Iésions tissulaires. Les cellules du foyer inflammatoire proviennent majoritairement du sang, mais
peuvent provenir du tissu lui-méme comme c'est le cas des macrophages tissulaires.

La premiére étape de l'inflammation est la phase dite "vasculaire" qui consiste en une
dilatation et une perméabilisation des vaisseaux sanguins couplées a la production de molécules
chimiotactiques ayant la capacité d'attirer les cellules de I'inflammation. Les leucocytes sont tout
d'abord attirés contre les parois vasculaires suite a l'intervention, entre autres, des couples
CX3CL1/fraktalkine et son récepteur CX3CR1, CCL2 et son récepteur CCR2, ainsi que de la protéine
intracellular adhesion molecule-1 (ICAM-1) qui se lie a lymphocyte function-associated antigen 1
(LFA-1). Simultanément, les leucocytes vont rouler contre les parois vasculaires (phénomene de
"rolling") et accéder alors, par un phénomeéne de diapédese, a l'intérieur du tissu pour participer au
phénomeéne inflammatoire. Les granulocytes (polynucléaires neutrophiles, essentiellement) libéerent
des granules riches en enzymes et des médiateurs inflammatoires qui vont développer et maintenir
la réponse inflammatoire. La résolution de l'inflammation fait intervenir ensuite un mécanisme de
détersion avec élimination par les macrophages des éléments étrangers ou nécrosés présents sur le
site. Elle est suivie d'une phase de réparation/cicatrisation qui met en jeu les fibroblastes qui
synthétisent du collagene.

L'inflammation est donc un mécanisme d'immunité innée qui se met en place des l'arrivée de
I'agression, quelle qu'elle soit. Bien que physiologique au départ et indispensable pour assurer la
défense de I'organisme envers toute agression menagant l'intégrité de I'organisme, ce processus se
réveéle parfois néfaste lorsqu'il persiste; ceci par anomalie des régulations du processus
inflammatoire, ou par anomalie quantitative ou qualitative des cellules intervenant dans
I'inflammation. Une situation d'inflammation chronique hors de contréle apparait alors et conduit a
un autoentretien constant de phénomeénes délétéres pour I'organisme au niveau du site concerné.
L'enjeu des thérapies traitant ces inflammations chroniques est donc d'essayer d'enrayer cet
emballement non régulé du processus inflammatoire.

De facon empirique, il existe quatre signes cliniques classiques caractérisant l'inflammation :
la rougeur, la chaleur, la douleur et le gonflement (cedeme). Dans la plupart des maladies
inflammatoires chroniques, ce dogme de I'inflammation est remis en question car I'ensemble de ces
symptomes n'est pas toujours présent dans ces pathologies malgré une composante inflammatoire
biologiquement indiscutable. C'est le cas dans la sécheresse oculaire. En effet, cliniquement, les
quatre signes classiques ne sont pas réunis, car seule la douleur est rapportée par certains patients et
souvent celle-ci est exprimée diversement. |l n'est donc pas possible de déceler ce phénomene
inflammatoire uniquement par un examen clinique simple de I'ceil. C'est alors l'utilisation de
techniques plus spécifiques d'analyse de I'unité fonctionnelle lacrymale qui a permis d'observer
I'infiltration de cellules immunes a la surface de I'ceil ainsi que la présence de médiateurs de
I'inflammation dans les larmes et dans la surface oculaire de ces patients, apportant la preuve d'une
composante inflammatoire indiscutable. Ces observations sur les patients souffrant de cette maladie
ont été complétées lors de nombreuses expérimentations in vivo et in vitro de la maladie confirmant
I'apparition de ce phénomeéne inflammatoire. Enfin, I'efficacité indiscutable des traitements anti-
inflammatoires dans cette pathologie achéeve de confirmer l'intérét de comprendre ce phénomeéne
afin notamment d'améliorer I'arsenal thérapeutique pour traiter la maladie.
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1.2.2.1.2. Les marqueurs de l'inflammation étudiés dans la sécheresse oculaire

1.2.2.1.2.1. Les médiateurs moléculaires de l'inflammation

Les observations établissant un lien fondamental entre la sécheresse oculaire et
I'inflammation décrivent la présence de différents médiateurs moléculaires de I'inflammation (240) :

- Les cytokines sont des molécules de signalisation qui permettent la communication intracellulaire
et l'orientation de la réponse cellulaire. Les cytokines pro-inflammatoires majeures sont IL-1, IL-6 et
TNF-a.

- Les chimiokines sont des cytokines chimioattractantes sécrétées par de nombreuses cellules
sentinelles aprés stimulation par des signaux de danger. Elles vont former un gradient chimique qui
va diriger la migration des cellules immunitaires requises vers le tissu ou a lieu l'inflammation. Les
chimiokines pro-inflammatoires principales sont IL-8/CXCL8, CCL2 (également appelé Monocyte
Chemoattractant Protein-1 (MCP-1)), CXCL1 (également appelé Growth-regulated protein alpha (Gro-
a)), CXCL2 (également appelé Growth-regulated protein beta (Gro-B)) et CCL5 (également appelé
Regulated on Activation, Normal T Cell Expressed and Secreted (RANTES)).

- Les MMPs sont des endopeptidases impliquées dans le remodelage des tissus (241). Ce sont des
enzymes dégradant les protéines structurales de la matrice extracellulaire, qui coupent également
des molécules de la surface cellulaire ou des molécules péricellulaires n'appartenant pas a la matrice.
En régulant le comportement cellulaire et en modifiant de nombreuse protéines, elles peuvent ainsi
influencer divers processus, y compris l'inflammation (242).

- Le complexe majeur d'histocompatibilité de classe 1l (CMH Il) comme le HLA-DR est impliqué dans
la présentation d'antigéne. HLA-DR est actuellement le meilleur marqueur d'inflammation au niveau
de la surface oculaire. Les molécules de costimulation CD40, CD40L (appelé également CD154),
CD80, and CD86 sont impliquées dans les interactions cellules présentatrices de I'antigéne-cellules T.
La présence de ces molécules immunomodulatrices traduit une infiltration cellulaire, car ces
molécules régulent I'activité des cellules immunitaires.

- Les molécules d'adhésion sont des protéines de la surface cellulaire qui facilitent la migration
cellulaire en se liant aux composés de la matrice extracellulaire. Elles favorisent ainsi l'infiltration des
cellules de I'immunité. Les molécules d'adhésion principalement étudiées dans I'ceil sec sont ICAM-1
et vascular cell adhesion protein-1 (VCAM-1).

Dans ce travail, nous nous intéresserons plus particulierement a I'un de ces médiateurs
moléculaires, la chimiokine CCL2. C'est une des chimiokines les plus étudiées, car considérée comme
une des chimiokines clé qui joue un role majeur dans la surveillance et la modulation immunitaire.
Cette chimiokine régule principalement la migration et l'infiltration des monocytes/macrophages au
niveau du site de l'inflammation (243) ainsi que la migration et l'infiltration des lymphocytes T
mémoires et des cellules NK. D'autres études lui prétent également un role dans l'immunité mettant
en jeu les lymphocytes T. Elle est produite par de nombreux types cellulaires, tels que les
fibroblastes, les cellules endothéliales, épithéliales, mésangiales et monocytaires (244-247). Sa
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sécrétion est constitutive ou déclenchée par divers stimuli comme le stress oxydant, d'autres
cytokines ou des facteurs de croissance. L'hyperosmolarité a également été démontrée comme étant
un inducteur de sécrétion de CCL2 par différents types cellulaires tels que les cellules mésothéliales
ou cornéennes (248-251). CCL2 agit au travers de son récepteur CCR2 qui est présent sur un cercle
restreint de types cellulaires. Il existe sous 2 isoformes, CCR2A qui est |'isoforme majeur, présent sur
les cellules musculaires lisses vasculaires, alors que les monocytes et les cellules natural killer (NK)
activées expriment majoritairement le CCR2B (252). Cette chimiokine a été identifiée comme ayant
un réle potentiel dans différentes maladies telles que I'arthrite rhumatoide (253), la sclérose en
plagues (254) ou l'athérosclérose (255).

1.2.2.1.2.2. Les médiateurs cellulaires de l'inflammation

L'inflammation dans la sécheresse oculaire est également détectée du fait de la présence a la
surface de I'ceil ou dans les tissus oculaire de médiateurs cellulaires immunitaires de l'inflammation :

- Les cellules présentatrices de I'antigene (CPAs) sont les cellules sentinelles du systeme
immunitaire. Elles répondent aux signaux de danger, notamment les pathogenes microbiens, en
internalisant et présentant les antigénes provenant de ceux-ci. Le phénotype, ou le stade de
maturation, des CPAs détermine leur fonction. Les CPA immatures expriment peu de CMH Il et de
molécules de costimulation. Elles peuvent capturer des antigénes mais ne peuvent les présenter et
induire ainsi I'activation des cellules T. Un microenvironnement inflammatoire peut conduire a la
maturation de ces cellules en augmentant a leur surface le CMH Il et les molécules de stimulation, les
rendant alors aptes a activer des cellules T. Dans la surface oculaire, les CPAs impliquées sont des
monocytes, des macrophages, des cellules dendritiques et des cellules de Langerhans.

- Les cellules T effectrices T helper (Th) sont des lymphocytes ThO (CD4+) qui se sont différenciés
suivant les signaux regus lors de leur interaction initiale avec I'antigene (256,257) (Figure 21).
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Figure 21. Différenciation des lymphocytes CD4+ en fonction des cytokines auxquelles ils sont exposés.

Les lymphocytes Thl jouent un role dans la réponse immunitaire contre les pathogenes
intracellulaires via leur interaction avec les macrophages, principalement par le biais de I'immunité a
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médiation cellulaire. La voie Th1 maximise le pouvoir tueur des macrophages et induit la prolifération
des lymphocytes T cytotoxiques (CD8+). Elle stimule en outre la production d’anticorps opsonisants.
La cytokine signature de ces lymphocytes est l'interféron-y (IFN-y). Les autres cytokines intervenant
dans les réactions de type Thl sont : TNF-q, IL-2 et IL-12 (258). Les lymphocytes Thl expriment
préférentiellement a leur surface les récepteurs de chimiokines CXCR3 (dont les ligands sont CXCL9,
CXCL10 et CXCL11) et CCR5 (dont le ligand est CCL5).

Les lymphocytes Th2 jouent un réle dans la défense contre les pathogenes extracellulaires et
possedent aussi un role dans les réactions d’allergie. Cette voie Th2 favorise le systeme immunitaire
a médiation humorale via la stimulation de la prolifération des lymphocytes B. Les cytokines qui
interviennent dans ces réactions sont essentiellement : IL-4, qui est un facteur clé dans |'activation
des Th2, IL-5, IL-10 et IL-13. Les cellules Th2 expriment a leur surface les récepteurs de chimiokines
CCR3 et CCR4 (259).

Les lymphocytes Th17 sont impliqués dans la réponse précoce a de nombreux agents pathogenes
extracellulaires, parmi lesquels les bactéries et les champignons, dans l'auto-immunité et dans
I'inflammation des tissus. Transforming growth factor-8 (TGF-B) ainsi que IL-6, IL-21 et IL-23 sont
impliqués dans la différenciation des lymphocytes auxiliaire naifs en lymphocytes Th17 (260). Les
lymphocytes Th17 sécretent IL-17 (17a et 17f), qui induit la production de molécules pro-
inflammatoires telles que IL-6 et IL-8 leur conférant ainsi un réle important dans l'induction de la
réponse inflammatoire le recrutement des neutrophiles (261,262). Les lymphocytes Th17 produisent
également IL-21 et IL-22. Les cellules Th17 peuvent étre identifiées par I'expression de récepteurs de
surface tels que CCR®6.

- Les cellules T régulatrices (Treg) sont des Ilymphocytes CD4+ ayant des fonctions
immunomodulatrices qui leurs permettent de réguler les réponses immunitaires. lls participent a la
tolérance immunitaire en régulant les lymphocytes T effecteurs via leur action immunosuppressive.
TGF-B joue un r6le majeur dans la différenciation des lymphocytes ThO naifs en Treg et est
nécessaire, avec IL-2, a leur survie et leur fonctionnement. Ces lymphocytes sont essentiels pour la
tolérance aux antigénes du soi et la régulation des réponses immunitaires. lls inhibent en effet les
réponses des autres lymphocytes T (CD4+ et CD8+) par différents mécanismes encore peu
connus mais notamment en sécrétant des cytokines suppressives (IL-10, TGF-B ou IL-35) (263).

- Les cellules NK sont des lymphocytes granuleux manifestant une cytotoxicité spontanée envers les
cellules anormales et qui peuvent rapidement sécréter de nombreuses cytokines ou chimiokines pro-
inflammatoires permettant de promouvoir une réponse immunitaire adaptée.

1.2.2.1.2.3. La voie particuliére de l'inflammasome, plateforme d'activation d'IL-1
IL-1B étant une cytokine majeure impliquée dans la sécheresse oculaire, comme nous allons
le voir lors de I'analyse des données expérimentales publiées, des études récentes ont analysé une

voie plus spécifique de l'inflammation, appelée inflammasome, qui conduit a la sécrétion de cette
cytokine.
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Les inflammasomes sont des complexes protéiques oligomériques qui ont un role tres
important dans I'immunité innée (264). lls sont considérés comme des plateformes de signalisation
qui répondent a différents éléments microbiens, notamment les pathogen-associated molecular
patterns (PAMPs) qui sont des motifs moléculaires caractéristiques des micro-organismes. Les
inflammasomes peuvent également étre activés par des produits endogénes résultant de stress ou
dommages cellulaires. Ces stimuli sont reconnus par des récepteurs spécifiques tels que les
récepteurs de la famille des nucleotide-binding oligomerization domain-like receptor (Nod-receptor
ou NLR), présentant plusieurs membres : Nucleotide-binding oligomerization domain, Leucine rich
Repeat and Pyrin domain containing 1, -2, -3 (NLRP1, NLRP2, NLRP3), ou le récepteur absent in
melanoma 2 (AIM2). Sous I'effet du stimulus, ils s'oligomérisent et recrutent la protéine adaptatrice
apoptosis-related speck-like protein containing a caspase recruitment domain (ASC) ainsi que la
procaspase-1. Ceci conduit a I'autocatalyse et a l'activation de cette caspase qui clive ensuite les
formes inactives des interleukines pro-inflammatoires IL-1B et IL-18 et induit leur sécrétion (265).
Notons que la caspase-1 activée peut aussi déclencher une forme de mort cellulaire appelée
pyroptose (266).

Contrairement a la plupart des cytokines, IL-1B et IL-18 sont produites sous forme de
précurseurs inactifs qui doivent étre clivés avant sécrétion par les monocytes, les macrophages et
d'autres types cellulaires activés (267). L'expression d'IL-1B est régulée par une transcription
dépendante de nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells (NFkB). NFkB est un
facteur de transcription régulant de nombreux processus physiologiques, comme la réponse
immunitaire innée ou adaptative, la mort cellulaire ou l'inflammation (268). IL-1B a pour role de
réguler les réponses systémiques et locales aux infections et aux blessures en jouant un réle dans les
réponses immunologiques. En effet, IL-1B est une cytokine pyrogene qui induit I'activation des
lymphocytes et favorise la migration des leucocytes au site de l'infection ou de la blessure (267).

L'inflammasome actuellement le plus étudié est NLRP3. Bien que le mécanisme moléculaire
exact de son assemblage ne soit pas encore complétement élucidé, il est néanmoins démontré que
son activation requiert deux signaux consécutifs. En effet, la pro-IL-1B n'étant pas présente dans les
cellules a I'état basal et le taux de protéine NLRP3 étant trés faible, ceci empéche une activation
directe de l'inflammasome. Il est donc nécessaire d'avoir un premier signal, dit de "priming", qui va
déclencher I'expression de pro-IL-1B et une expression optimale de NLRP3 via I'activation du facteur
de transcription NFkB (269). Ces premiers signaux peuvent étre les activateurs de Toll-like receptors
(TLR) comme les PAMPs, connus pour activer la voie de signalisation de NFkB ou les danger ou
damage associated molecular patterns (DAMPs). Les activateurs les plus utilisés sont ainsi le
lipopolysaccharide (LPS), un composant de la membrane externe des bactéries a Gram négatif qui
stimule les récepteurs TLR4, ainsi que I'acide lipoteichoic (LTA), un composant de la membrane des
bactéries a Gram positif stimulant les récepteurs TLR2. L'assemblage de l'inflammasome NLRP3 se
met en place quand un second signal, I'activateur de I'inflammasome proprement dit, est recu par la
cellule. Un des plus classiques est I’ATP (270), mais il en existe d'autres comme l'acide urique (271).
Ces activateurs vont procurer un deuxiéme signal sous forme d'une diminution de la concentration
intracellulaire de K* (272), d'un relargage de cathepsines lysosomales ou d'un relargage de facteurs
issus de la mitochondrie comme les EROs. Ce sont ces sighaux qui vont induire I'oligomérisation du
NLRP3 et la suite de la cascade de réactions jusqu'a la sécrétion d'IL-1p3 et d'IL-18 (Figure 22).

L'inflammasome a déja été démontré comme ayant un role potentiel dans certaines
pathologies inflammatoires chroniques telles que I'athérosclérose ou la goutte (273) et son intérét
dans la sécheresse oculaire est de plus en plus étudié.
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Figure 22. Mécanismes cellulaires d'activation de l'inflammasome NLRP3. Les PAMPs de bactéries ou de virus ou des
DAMPs vont agir comme le premier signal de mobilisation en activant le NFkB et I'expression de NLRP3 et de pro-IL-1B
(Signal 1). NLRP3 s'oligomérise et recrute ASC et la procaspase-1 en réponse au signal d'activation (Signal 2). NLRP3 peut
&tre activé en réponse a une concentration de K" intracellulaire basse via un efflux de K* au travers du récepteur P2X7-ATP
dépendant, en réponse aux EROs relarguées par la mitochondrie endommagée ou en réponse a la sortie de cathepsine B de
lysosomes endommagés. L'inflammasome activé induit I'activation de la caspase-1 qui clive les pro-IL-1B et pro-IL-18 en
leurs formes matures.

1.2.2.2. Données expérimentales sur la sécheresse oculaire

Les études cliniques sur des patients atteints de sécheresse oculaire, ainsi que les
expérimentations animales ou cellulaires utilisant des modeéles de sécheresse oculaire, ont permis
d'identifier certains mécanismes de la pathologie et d'observer sa composante inflammatoire. Le réle
important de I'hyperosmolarité y est également souligné par les résultats obtenus sur des modeéles in
vivo de sécheresse oculaire qui rapportent presque tous l'apparition d'une hyperosmolarité
lacrymale. Le réle crucial de cette condition dans la pathologie est également appuyé par le fait que
I'application de solutions hyperosmolaires, aussi bien in vivo que in vitro, est un modele validé de
sécheresse, qui est fréquemment utilisé pour étudier celle-ci. Les effets pro-inflammatoires observés
dans ces modeles utilisant I'hyperosmolarité, renforcent d'autant plus I'hypothése du déterminant de
celle-ci dans la pathologie.

53



1.2.2.2.1. Données humaines

1.2.2.2.1.1. Méthodes de prélevement et techniques d'études

Les études menées sur des patients atteints de sécheresse oculaire utilisent des tests de
diagnostic classiques permettant d'observer et quantifier : les symptomes, l'altération de l'intégrité
de la surface oculaire, la diminution de la sécrétion lacrymale ou l'instabilité du film lacrymal. Ces
tests sont réalisés dans le but de confirmer la situation de sécheresse oculaire dans laquelle se
trouvent les patients intégrés dans I'étude et éventuellement pour classer les patients en fonction de
la sévérité de leur atteinte. Des sujets "controles" sont également enr6lés afin de déterminer les
observations liées a la pathologie. Le diagnostic de |la sécheresse oculaire étant difficile, les patients
présentant souvent une dissociation entre les signes cliniques et les symptomes et aucun marqueur
spécifique de la maladie n'étant identifié, il est a noter que les critéres d'inclusion peuvent ainsi
varier d'une étude a l'autre.

Dans les études cliniques concernant I'observation des phénomeénes inflammatoires dans la
sécheresse oculaire, I'analyse de la composition des larmes et des cellules de la conjonctive est
souvent pratiquée.

La technique de recueil des larmes par récupération directe de celles-ci avec une
micropipette au niveau de la surface oculaire est la plus fiable mais est également difficile a réaliser,
notamment en cas de sécheresse oculaire. Celle-ci doit se faire en évitant une stimulation lacrymale
qui biaise alors les résultats par un phénoméne mécanique de dilution qui est variable suivant les
patients mais également par une modification du profil de protéines lacrymales (275). Le volume des
larmes, spécialement dans les cas de sécheresse oculaire, est limité. Il a donc parfois été testé
d'autres méthodes de recueil par absorption des larmes sur un collecteur de type papier ou mousse
suivie d'une élution des protéines (276), I'utilisation des bandes utilisées lors du test de Schirmer
étant la plus rapportée (277). Ces techniques sont cependant sujettes a des élutions ou extractions
incompletes ou non uniformes pouvant aussi biaiser les résultats (278). L'addition d'un faible volume
de solution saline physiologique au niveau de la surface oculaire afin d'augmenter le volume lacrymal
avant récupération de I'échantillon est parfois avancé comme étant une bonne alternative, malgré la
dilution des marqueurs contenus dans les larmes (279,280). L'étude de la composition des larmes
peut ensuite se faire par des kits de détection par la technique ELISA simple mais en raison du faible
volume de ces échantillons (de 1ulL a 50uL), la détection est souvent réalisée par la technique ELISA
en multiplex. Les techniques en multiplex permettent de doser sur un méme échantillon de multiples
marqueurs en méme temps. C'est ainsi une technique trés adaptée pour la détection et
guantification de panels de marqueurs pro-inflammatoires lacrymaux.

Les cellules conjonctivales peuvent étre récupérées de plusieurs facons. La technique
majoritairement utilisée actuellement est le prélevement des cellules de la couche superficielle de la
conjonctive par empreinte conjonctivale (120,281). Dans des études qui sont souvent plus anciennes,
il est parfois réalisé des biopsies conjonctivales ou des légers brossages cytologiques de la
conjonctive (282) permettant de récupérer ces cellules. L'ensemble de ces techniques permet de
recueillir les différentes cellules présentent dans la conjonctive, soit majoritairement des cellules
épithéliales conjonctivales mais également des cellules a mucus et des cellules immunitaires. Le fait
gue cette population ne soit pas unicellulaire est donc a prendre en compte lors de I'analyse des
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différents résultats. Ces cellules conjonctivales une fois récupérées peuvent étre examinées
directement au microscope avec ou sans marquage de protéines particulieres ou bien, apres
dissociation, par cytométrie en flux. Les ARNms ou les protéines de ces échantillons de cellules
conjonctivales peuvent également étre extraits. Des techniques de détection et quantification de
marqueurs particuliers peuvent étre alors réalisées par RT-qPCR ou Western Blot. Les marqueurs
inflammatoires classiques mais également les différentes mucines, les marqueurs de stress oxydant
ou d'apoptose sont fréquemment étudiés par ces techniques de biologie moléculaire.

Notons qu'il existe quelques études sur des patients atteints du SGS pour lesquelles une
biopsie des glandes lacrymales a été réalisée et analysée (283,284).

Enfin, de nouvelles techniques d’imagerie in vivo comme la microscopie confocale in vivo
utilisant un HRT permettent de visualiser directement chez le patient l'infiltration de la conjonctive et
de la cornée par des cellules immunitaires, essentiellement des cellules dendritiques, bien visibles
grace a leurs prolongements ainsi que des polynucléaires et des cellules mononucléées. Ces
techniques permettent également d’observer les altérations de la surface oculaire comme la
métaplasie squameuse et la perte des cellules a mucus (285).

1.2.2.2.1.2. Résultats en termes d'inflammation

Les études publiées sur la sécheresse oculaire ont rassemblé de nombreux patients avec des
profils parfois tres hétérogénes en ce qui concerne I'étiologie de celle-ci. Dans la majorité des études,
il était néanmoins renseigné si les patients présentaient une sécheresse oculaire liée a un SGS ou non
liée a ce syndrome. Environ la moitié des études ont ainsi été menées spécifiguement sur les patients
atteints d'un SGS et les résultats observés en termes d'inflammation ont été les mémes que ceux des
patients ayant une sécheresse simple tout en présentant souvent un profil plus prononcé. Les
résultats concernant uniquement les patients spécifiques de SGS seront bien identifiés comme tels
dans les paragraphes suivants.

De nombreuses études ont rapporté une augmentation des cytokines pro-inflammatoires
(IL-1B, IL-6, IL-8, TNF-a, CCL2 et CCL5) (286—292) dans les larmes des patients atteints de sécheresse.
Le taux d'IL-6 a en outre été associé a la sévérité de la maladie et corrélé avec plusieurs parametres
de la surface oculaire et du film lacrymal dans une étude, ce qui n'a pas été le cas avec le TNF-a
(286). Les mémes facteurs pro-inflammatoires ont été trouvés augmentés dans la conjonctive (IL-1pB,
IL-6, IL-8, TNF-a et CCL5) (291,292). Les études sur des patients atteints de SGS ont montré des
résultats identiques avec souvent une augmentation plus importantes de ces marqueurs (286,293—
298). En raison de l'augmentation observée d'IL-1B, deux études récentes ont porté plus
particulierement sur l'analyse de l'inflammasome. Elles ont rapporté chez les patients atteints de
sécheresse oculaire une augmentation des différents composants de I'inflammasome (NLRP3, ASC et
procaspase-1) et de pro-IL1-B dans la conjonctive couplée a une augmentation d'IL-1B lacrymale avec
des augmentations encore plus prononcées chez les patients présentant un SGS (299,300).

La présence de marqueurs du profil immunitaire Thl a également été fréquemment
rapportée dans les cas de sécheresse oculaire, avec une augmentation de ses marqueurs ou de ses
récepteurs associés dans les larmes (IFN-y (288,291), CXCL9 (301),CXCL10 (302) et CXCL11 (301)) ou
dans la conjonctive (CCR5 (303,304), CXCR3, CXCL9, CXCL10 et CXCL11 (301)). En outre, il a souvent
été rapporté I'augmentation de cytokines du systeme Th17, avec une augmentation d'IL-17 et IL-22
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(290,305). De la méme facon qu'avec les marqueurs inflammatoires classiques, les patients avec un
SGS présentent les mémes profils Thl et Thl7 avec parfois des modifications de marqueurs plus
prononcées (290,292,296,297,301,306). Les taux d'lL-17 et d'IL-22 dans les larmes ont par ailleurs été
corrélés avec les scores de kératopathies, du temps de rupture du film lacrymal et du test de
Schirmer chez les patients présentant une sécheresse liée ou non a un SGS (305). Enfin, il est
également observé une augmentation de TGF-B (306) dans les larmes des patients atteints de
sécheresse oculaire.

Pour les deux groupes de sécheresse, il a également été observé une infiltration
lymphocytaire de la conjonctive avec détection d'ICAM-1 (295,307,308) ainsi qu'une modification
des MMPs avec l'augmentation de MMP-9 (304,309,310) dans les larmes et la conjonctive,
augmentation corrélée aux parametres cliniques (309). Une étude a mis en évidence que
I'augmentation de MMP-9 serait liée a I'augmentation d'une protéine particuliere, extracellular
matrix metalloproteinase inducer (EMMPRIN), également appelée CD147, une glycoprotéine qui
stimule la production de nombreuses MMPs (311).

Il a été aussi fréguemment observé une augmentation des molécules du CMH Il et des
molécules associées chez les patients présentant une sécheresse oculaire : HLA-DR
(304,307,308,312), CD40 et CD40L (121), augmentation souvent plus importante chez les patients
avec un SGS (121,295,298,313). En outre, I'expression de HLA-DR chez des patients atteints de
sécheresse légére a modérée est apparue dans une étude comme étant le reflet de la progression de
la maladie (312). Enfin, dans le cas de SGS, il a été rapporté une infiltration inflammatoire de cellules
T mais également de lymphocytes B dans la conjonctive (314,315). Notons qu'une étude menée sur
des patients présentant une sécheresse modérée n'a pas détecté ces différents acteurs de
I'inflammation, suggérant que ces différents marqueurs apparaissent lorsque la maladie est déja a un
stade séveére (316).

L'analyse des glandes lacrymales de patients ayant un SGS a rapporté |'apparition d'une
infiltration de celles-ci par des cellules B et T ainsi qu'une augmentation des marqueurs pro-
inflammatoires VCAM-1, ICAM-1, IFN-y et IL-13 (283,284).

Ces travaux ont aussi souvent étudié les mucines : il a été ainsi observé une altération de la
distribution des mucines et de leur glycosylation a la surface des cellules conjonctivales (317) avec
une augmentation de MUC1 dans les larmes (318). Cette altération a été plus étudiée chez les
patients atteints de SGS et a montré dans les larmes une augmentation de MUC1 (318) et de MUC16
(319) ainsi qu'une diminution de MUC5AC (320) et dans la conjonctive une augmentation également
de MUC1 (318). La diminution caractéristique de la densité des cellules a mucus a été fréquemment
rapportée dans les deux groupes de sécheresse oculaire (314,315,321,322). Enfin, des dommages
tissulaires ont permis également de déterminer la présence d'un potentiel oxydant dans le film
lacrymal des patients souffrant de sécheresse oculaire (323) et de détecter la présence d'EROs dans
leur conjonctive (299). Notons également que ces études cliniques ont fréquemment rapporté la
présence d'une métaplasie squameuse dans la conjonctive des patients atteints (315,324-326).

L'ensemble de ces nombreuses études a donc bien montré la composante inflammatoire de
la sécheresse oculaire par la détection de plusieurs marqueurs pro-inflammatoires chez les patients
atteints, toutes étiologies confondues. Ces études ont également permis de détecter la présence de
profils immunitaires favorisés dans cette pathologie, les profils Thl et Th17. Il est ainsi maintenant
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communément admis que ce sont ces deux profils de lymphocytes qui sont stimulés dans la
sécheresse oculaire. Les données expérimentales vont confirmer ces observations.

1.2.2.1.2. Données expérimentales des modéles de sécheresse oculaire

Les expérimentations in vivo et in vitro sur la sécheresse oculaire ont analysé les effets pro-
inflammatoires de cette pathologie et notamment ceux induits par I'hyperosmolarité. Ces études
expérimentales permettent également d'étudier plus profondément la physiopathologie de la
maladie ainsi que ces mécanismes sous-jacents. Dans ce but, elles ont souvent été couplées a I'étude
de voies intracellulaires classiques afin de déterminer I'éventuel role de celles-ci dans cette maladie.
Les voies majoritairement étudiées sont la voie des MAPKs et la voie liée au facteur de transcription
NFkB qui sont souvent observées comme stimulées dans ces modéles.

1.2.2.1.2.1. Modéles animaux in vivo

1.2.2.1.2.1.1. Les différents types de modeéles animaux

Il existe de nombreux modeéles in vivo de sécheresse oculaire qui ont été étudiés chez
différentes especes animales (souris, rat, lapin, singe, chien) (327). Ces modeles permettent de mieux
comprendre la physiopathologie de la maladie et permettent aussi de tester I'efficacité et I'innocuité
des molécules thérapeutiques. L'ensemble de ces modéles animaux induit au niveau de la surface
oculaire les caractéristiques d'une sécheresse oculaire avec une diminution de la sécrétion lacrymale
accompagnée d'une altération des épithéliums conjonctivaux et cornéens et souvent une perte des
cellules a mucus. De nombreux phénomeénes inflammatoires ont également été observés dans ces
modeles et seront détaillés plus loin.

1.2.2.1.2.1.1.1. Modeles chimiques entrainant une hyposécrétion lacrymale

Les modeéles chimiques responsables d’'une hyposécrétion lacrymale sont basés sur
I'administration d'une molécule qui va inhiber la sécrétion lacrymale au travers d’une altération des
arcs réflexes nerveux reliant la glande lacrymale a la surface oculaire. Il existe différents types de
molécules qui peuvent étre administrées par instillation locale, par voie transcutanée ou par injection
soit sous-cutanée, soit directement dans les glandes lacrymales ou dans les glandes de Meibomius.

e ['atropine, un anticholinergique antagoniste des récepteurs muscariniques, en instillation
locale quotidienne, induit des caractéristiques de sécheresse oculaire accompagnées d'une
métaplasie conjonctivale (328-330).

® |a scopolamine, une molécule parasympatholytique anticholinergique qui inhibe les
récepteurs muscariniques, est fréquemment utilisée par voie transcutanée ou sous-cutanée
réitérée (331-333). Ce modele présente, en plus des caractéristiques classiques de la
sécheresse oculaire, une diminution du marquage MUSAC dans la conjonctive et une
modification de la composition en acide gras de la glande lacrymale (334). Il est souvent couplé
a une exposition a un flux d'air en continu, rajoutant ainsi un stress dessiccatif physique.

® La toxine botulique B peut également étre utilisée, en injection unique dans les glandes
lacrymales, car elle bloque la libération d'acétylcholine au niveau du systeme parasympathique
(335).
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e Enfin, l'injection de concanavaline A, un composé pro-inflammatoire et mitogene de
lymphocytes T, dans la glande lacrymale a aussi été utilisée comme modele d'ceil sec.

1.2.2.1.2.1.1.2. Modeles physiques entrainant une hyposécrétion lacrymale

Les modeles par hyposécrétion lacrymale d’origine physique sont obtenus apres un geste
chirurgical consistant en une ablation ou une dénervation des glandes lacrymales ou des glandes de
Meibomius.

Les modeles par cautérisation du canal excréteur lacrymal ou des glandes de Meibomius
induisent chacun des signes classiques de sécheresse couplés a une hyperosmolarité lacrymale (336—
339). L'ablation des glandes lacrymales a également été utilisée dans de nombreuses études sur
différentes especes, couplée parfois a I'excision de la membrane nictitante (une sorte de troisieme
paupiere) et de la glande de Harder, deux structures présentes chez certains vertébrés, et conduisent
a une sécheresse oculaire avec une métaplasie conjonctivale (340-344).

Les modeles par dénervation ont pour but d'induire une kératite neurotrophique. Les
animaux traités présentent une sécheresse oculaire couplée a une augmentation de 'osmolarité
lacrymale (345). Il est rapporté la dénervation parasympathique préganglionnaire (346,347) ou la
dénervation de la cornée, par destruction de la branche ophtalmique du nerf trijumeau. Cette
derniere technique conduit a une kératite neurotrophique avec des phénomenes d'apoptose qui
seraient surtout liés a la perte de la sensibilité au niveau de la surface cornéenne plus qu'a I'absence
du clignement de paupiéres qui en découle (348,349).

Un type particulier de souris, les souris déficientes en neurturine, un facteur neurotrophique
des neurones parasympathiques, est proche de ces modeéles car ces souris présentent un défaut
d'innervation parasympathique de leurs glandes lacrymales qui entraine des signes classiques de
sécheresse oculaire avec augmentation de la perméabilité cornéenne et une diminution de
I'expression de mucines (350).

1.2.2.1.2.1.1.3. Modeles expérimentaux par exces d'évaporation

Un des modeles les plus fréquemment utilisés de sécheresse oculaire est le modele par exces
d'évaporation induit par un stress dessiccatif. Il nécessite le placement des animaux dans une
chambre a environnement controlé dans laquelle un flux d'air continu est appliqué, associé a un taux
d'humidité dans I'environnement tres faible. Ce modeéle induit une sécheresse oculaire accompagnée
de phénoménes d'apoptose et d’apparition d’EROs ainsi qu'une métaplasie squameuse de
I'épithélium de la surface (333,351-355) et un épaississement de I'épithélium cornéen (356). Ce
modele est fréquemment utilisé couplé a l'administration de scopolamine afin d'augmenter la
sécheresse de la surface oculaire, et s’accompagne alors d’une altération du meibum sécrété (357).
Des dérivés de ce modele ont également été utilisés, comme la combinaison d'un effort continu tel le
maintien sur une table basculante couplé a un flux d'air. Ceci induit des signes classiques de
sécheresse avec altération de la fonction lacrymale et diminution de la fréquence des clignhements
palpébraux avec apparition de stress oxydant dans I'épithélium cornéen (358,359).

Il existe également les modeéles par maintien des paupiéres ouvertes a I'aide d'un spéculum
ou d'un agent adhésif qui induit une sécheresse de la surface oculaire en quelques heures (360-362),
le clignement des paupiéeres étant important pour une bonne répartition du film lipidique.
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L'instillation topique de BAK pendant plusieurs jours, voire semaines a été tres utilisée
comme modele de sécheresse. Par ses propriétés détergentes, le BAK altére la couche lipidique du
film lacrymal et entraine un excés d'évaporation de celui-ci. Les animaux traités présentent les
caractéristiques d'une sécheresse oculaire avec également une diminution du taux de MUC5AC et
une métaplasie squameuse conjonctivale (80,363-366). Cependant, ce modele est actuellement
sujet a controverse car considéré comme trop drastique et correspondant plus a un modele de
brlQlure chimique que de sécheresse oculaire. De méme, l'instillation d'acide trichloracétique dilué,
parfois associée a l'excision de la glande lacrymale, de la membrane nictitante et de la glande de
Harder, induit également des signes de sécheresse ainsi qu'une métaplasie conjonctivale, mais a été
peu utilisée (342,367).

1.2.2.1.2.1.1.4. Modeéles expérimentaux par instillation hyperosmolaire

Le modele hyperosmolaire le plus fréquemment utilisé est le modeéle par instillation de
solution hyperosmolaire saline qui induit des caractéristiques de sécheresse oculaire avec
également instabilité du film lacrymal, diminution de I'expression de la protéine MUC5AC et
apparition de phénomeénes d'apoptose (368,369). Il existe également un modéle hyperosmolaire tres
aigu par application de sucrose sur la cornée qui induit une déshydratation massive et rapide du film
lacrymal conduisant a une altération cornéenne dés 2 minutes d'application, et ce pendant 6 heures,
avec apparition de signes d'apoptose mais sans phénomenes inflammatoires (370).

1.2.2.1.2.1.1.5. Modeéles de sécheresse oculaire auto-immune

Il existe plusieurs modéles murins spécifiques a I'étude de la sécheresse oculaire liée au SGS.

Une des souches de souris les plus étudiées est la souris NOD (non-obese diabetic) qui
développe une maladie auto-immune et présente des lésions inflammatoires des glandes lacrymales
avec infiltration immunitaire, une diminution de la sécrétion lacrymale et des phénomenes
d'apoptose (371). Une augmentation de la dégradation des protéines de la matrice extracellulaire
avec une importante désorganisation structurale de celle-ci dans les glandes lacrymales ont
également été observées (372). Ce type de souris a parfois été soumis a un stress dessiccatif pour
rendre le modele plus drastique (373). Les souris Aire-KO (autoimmune regulator-knockout) sont
également fréquemment utilisées comme modéle de SGS et présentent en outre une métaplasie
squameuse de la surface oculaire (374,375). Il existe aussi les souris MRL/Irp ou MRL/+ qui montrent
une auto-immunité systémique ou les souris déficientes en thrombospondin-1 qui développent une
pathologie de la surface oculaire chronique, caractérisée par une détérioration et un
dysfonctionnement de la glande lacrymale présentant en plus des phénomenes d'apoptose
(376,377). D'autres types de souris transgéniques ont été utilisées comme des souris ayant une
régulation déficiente de NF-kB induisant un SGS (378,379), les souris CD25 KO (380) ou les souris
déficientes en TGF-B1 (381).

1.2.2.1.2.1.1.6. Autres modeles de sécheresse oculaire

D'autres modele de sécheresse oculaire existent, notamment la sécheresse oculaire
spontanée du chien (382).
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Il existe d'autres modeles utilisés moins fréquemment. Citons parmi eux : des souris
transgéniques présentant une altération des mécanismes antioxydants ou une production accrue de
stress oxydant qui conduisent a des signes de sécheresse oculaire (383,384), et les souris Spdef (-/-).
Spedf étant un facteur de transcription nécessaire a la différenciation des cellules a mucus, ces souris
présentent une diminution des cellules a mucus accompagnée de signes de sécheresse oculaire.

1.2.2.1.2.1.2. Résultats des modeéles animaux sur l'inflammation

L’analyse de la surface oculaire, conjonctive et cornée, des larmes, de la glande lacrymale et
des ganglions lymphatiques de drainage dans ces différents modeles de sécheresse oculaire a permis
la détection de nombreux marqueurs d’inflammation, récapitulés dans le tableau 4.

L'ensemble des modeles in vivo de sécheresse oculaire a rapporté, aussi bien au niveau de la
surface oculaire (conjonctive ou cornée) que dans les larmes et dans les glandes lacrymales, une
augmentation des cytokines pro-inflammatoires IL-13, TNF-qa, IL-8 ou IL-6. La cytokine IL-1B a été
particulierement analysée dans ces modeles expérimentaux de la pathologie. L'utilisation de souris
KO au récepteur de I'lL-1 (IL-1R1) a permis de déterminer que IL-1B était en partie responsable de
I'augmentation d'expression des cytokines IL-1a, IL-1B, TNF-a et IL-8 dans la surface oculaire dans un
modele de stress dessiccatif couplé a de la scopolamine (385), et de |'apparition de phénomeénes de
métaplasie squameuse de la surface oculaire dans un modeéle auto-immun de sécheresse oculaire
(375,386). En outre, I'importance de cette chimiokine a été démontrée au cours d’une autre étude in
vivo qui a rapporté une amélioration des signes cliniques de sécheresse oculaire apres traitement
local des animaux avec un antagoniste du récepteur a I'lL-1 (IL-1Ra) (387). En outre, une étude dans
un modele de stress dessiccatif a observé dans la cornée, couplée a l'induction d'IL-1B, une
augmentation des différents composants de l'inflammasome NLRP3, ASC et caspase-1, une
augmentation qui serait liée au stress oxydant généré par le modele (355). Notons également qu'une
autre étude sur un modele de stress dessiccatif physique a permis d'observer une élévation tardive
de l'autre cytokine produite par la voie de l'inflammasome, I'lL-18, dans la conjonctive (388).

Cette inflammation est accompagnée d'une induction de plusieurs MMPs, la plus
fréquemment détectée étant MMP-9. Le réle particulier de MMP-9 dans le développement de la
sécheresse oculaire a été démontré dans deux études particulieres in vivo. La premiére, par
Pflugfelder et al., réalisée avec des souris KO pour MMP-9, a montré le réle de cette MMP dans
I'induction de la perméabilité cornéenne associée a la pathologie (389). La deuxieme étude, par Aluri
et al., renforce I'nypothése du réle délétere de MMP-9 en lui attribuant un réle dans I'inhibition
lacrymale. En effet, I'application d'un inhibiteur de MMP2/9 dans un modeéle de sécheresse oculaire
spécifique du SGS a conduit a une amélioration de la production de larmes ainsi qu'a une diminution
des foyers lymphocytaires dans la glande lacrymale (390). Les molécules d’adhésion ICAM-1 et
VCAM-1 sont également augmentées dans les glandes lacrymales ou la surface oculaire des modeles
spécifiques du SGS. Enfin, une étude a également rapporté une augmentation des molécules du CMH
Il dans la surface oculaire dans un modeéle par stress dessiccatif couplé a de la scopolamine (391).
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Parallelement a I'augmentation de ces médiateurs moléculaires de l'inflammation, il est
rapporté une augmentation des médiateurs cellulaires de l'inflammation avec notamment une
infiltration de cellules immunitaires inflammatoires dans I'épithélium conjonctival et I'épithélium
cornéen ainsi que dans les glandes lacrymales. La quasi-totalité des nombreuses observations
rapportées démontrent |'apparition de réponses immunitaires de type Thl et Th17, comme dans les
études menées sur les patients.

Les marqueurs associés au Thl, majoritairement IFN-y mais également IL-2, sont augmentés
dans la surface oculaire, les larmes et les glandes lacrymales de plusieurs modéles de sécheresse
oculaire. Une infiltration de cellules positives a IFN-y a été observée dans la conjonctive et a montré
que celle-ci jouait un role dans l'apparition de métaplasie squameuse conjonctivale (404).
L'importance de cette cytokine signature du type Thl a été relayée par d'autres études montrant
gu'une neutralisation d'IFN-y améliorait la densité de cellules a mucus et |'état de la surface oculaire
qui sont altérés dans ces modeles animaux de sécheresse oculaire (412,420). En outre, il a été
observé que l'induction de marqueurs associés au Th1l (CXCL9, CXCL10, CXCL11) dans la conjonctive
était dépendante de IFN-y (408). Notons également que cette cytokine a été identifiée comme ayant
un role pivot dans I'apoptose des cellules épithéliales cornéennes et conjonctivales observé dans un
modele in vivo de sécheresse oculaire en exacerbant celle-ci (421,422).

Les marqueurs associés au Th17 (IL-17 et IL-23 en majorité) sont également augmentés au
niveau de la surface oculaire et dans les larmes des animaux soumis aux différents modeles de
sécheresse oculaire. L'importance d'IL-17 a été rapportée par une étude utilisant des anticorps
neutralisants d'IL-17 dans un modele expérimental de sécheresse oculaire : ces animaux ont présenté
une diminution du dysfonctionnement de la barriere cornéenne et de |'expression des MMPs (407).

Le TGF-B est également augmenté dans la conjonctive et les larmes de ces modeéles in vivo de
sécheresse oculaire. Le role du TGF-B dans I'induction des voies Thl et Th17 et de certains signes
cliniques a été rapporté via une étude utilisant des souris non répondeuses au TGF-B soumises a un
stress dessiccatif (423). Ces souris ont développé des signes de sécheresse moins importants
notamment concernant l'induction des cytokines Thl et Th17. Cela suggere ainsi que le TGF-B aurait
un réle critique dans la réponse immunitaire et le phénotype oculaire induit par un stress dessiccatif.

Enfin, I'analyse des ganglions lymphatiques drainants a été réalisée dans certaines études et
confirme [linflammation par l'induction de la voie Thl7 et Thl associant également un
dysfonctionnement des Treg (333). Dans un modele de sécheresse oculaire in vivo, une infiltration de
cellules NK dans la conjonctive couplée a une augmentation des cellules NK sécrétrices d'IFN-y dans
les ganglions lymphatiques de drainage a pu étre mise en évidence (412).

L'implication des voies Thl et Th17 dans la pathologie est donc confirmée par les modeles
expérimentaux de sécheresse oculaire. Cela a été rapporté en outre par une étude utilisant des
souris KO pour CCR6 (un récepteur impliqué dans la voie Th17) ou pour CXCR3 (un récepteur
impliqué dans la voie Th1), soumises a un modéle de sécheresse oculaire, qui présentaient alors des
signes de sécheresse diminués avec moins de perte de cellules a mucus, moins d'infiltration de
lymphocytes au niveau de la surface oculaire et une amélioration de la barriere cornéenne (413).
L'importance des cellules T CD4+ est également démontrée chez des animaux déficients en cellules T
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recevant des cellules T CD4+ d'animaux soumis au préalable a un stress dessiccatif. Ceux-ci
développent une inflammation au niveau de la surface oculaire et des glandes lacrymale équivalente
a celle observée chez les souris en stress dessiccatif. En outre, cette inflammation est exacerbée chez
des animaux déficients en Treg, suggérant un réle modérateur de I'inflammation de ce type cellulaire
(424).

Quelques études in vivo ont obtenu des résultats contradictoires par rapport a cette
implication des profils Thl et Th17. Ainsi, une étude sur un modele de sécheresse par injection de
scopolamine a rapporté une atténuation de l'activité Th17 couplée a une augmentation des réponses
Th2 et Treg dans les ganglions lymphatiques de drainage (333). Une autre étude utilisant un modele
de stress dessiccatif physique couplé a I'administration de scopolamine a rapporté I'induction d'IL-10,
une cytokine associée au profil Th2, sur la surface oculaire (391). Chez des souris MRL/Irp et MRL/+,
modeles de SGS, il a aussi été rapporté un profil Th2 dans les glandes lacrymales, avec une
augmentation d'lL-4 et IL-10 (425,426).

Certaines études ont également démontré que, en appliquant un modéle de sécheresse
oculaire sur deux souches de souris différentes, une souche, C57BL/6, présentait une réponse Thil
alors que I'autre souche, BALB/c, une réponse Th2 (427,428). Des divergences suivant ces souches de
souris ont été également observées concernant l'induction des MMPs (410) ou les caractéristiques
mémes de sécheresse oculaire engendrées (429). Cela pourrait s'expliquer par une différence dans le
nombre et la sensibilité des cellules Treg CD4+ CD25+ entre ces deux souches de souris (430). Ces
différences concernant les réponses immunitaires de ces deux souches sont rapportées par d'autres
expériences dans d'autres modeles pathologiques (431), la souche C57BL/6 favorisant toujours une
réponse de type Thil, et BALB/c une réponse de type Th2 (432-434). Pour finir, concernant
I'hyperosmolarité lacrymale induite par un modele de stress dessiccatif couplé a une administration
de scopolamine, une étude a rapporté des résultats similaires entre ces deux souches (435).

Ces résultats contradictoires rappellent que les modeles in vivo ont leurs limites qui sont a
prendre en compte lors de I'analyse des résultats obtenus et avant toute extrapolation a I'homme.
Les modeles in vivo restent néanmoins des outils trés efficaces pour identifier les acteurs potentiels
de la pathologie et comprendre les mécanismes sous-jacents de celle-ci, mais ne dispensent pas de la
collecte et de I'analyse de données humaines.

Dans le but de comprendre les mécanismes intracellulaires mis en jeu lors de la sécheresse
oculaire, les voies cellulaires stimulées par 'application de ces modeéles ont été également étudiées
et les résultats ont permis d'identifier la participation des voies MAPKSs et du facteur de transcription
NFkB. En effet, le modele par stress dessiccatif physique couplé a I'administration de scopolamine
ainsi que le modele hyperosmolaire ont conduit a I'augmentation de I'activité des MAPKs dans les
épithéliums conjonctival et cornéen (403,415). En outre, il a été montré que I'augmentation des
MMPs observée dans les modéles de sécheresse oculaire serait liée a l'activité d’'une MAPK
spécifique : INK et que celle-ci régulerait également le développement de la métaplasie squameuse
(409). Par ailleurs, p38 aurait également un réle important dans la pathologie, puisque l'injection
d'un inhibiteur de cette voie, SB203580, dans les glandes lacrymales améliore la stabilité lacrymale et
la surface oculaire de souris MRL/Ipr, un modele in vivo de SGS (436). Le rble de NFkB a quant a lui
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été observé dans le modele BAK, ce modeéle induisant sur la surface cornéenne une activation de la
voie NFkB (81,366,414).

Bien que peu rapportée dans ces modeles in vivo de sécheresse oculaire, I'importance
particuliére de la chimiokine CCL2 dans la pathologie a été démontrée par une étude de Goyal et al.
Cette étude observe une amélioration des symptomes de sécheresse oculaire et des marqueurs
biologiques pro-inflammatoires chez des animaux soumis a un modele de sécheresse oculaire et
traités par l'application topique d'un antagoniste de CCR2, le récepteur de CCL2 (437). Cette
chimiokine a également été observée comme augmentée dans la cornée d'un modele murin du SGS
(376).

1.2.2.1.2.2. Modeles in vitro

Les modeles in vivo sont indispensables a I'étude de la maladie mais sont onéreux et
souffrent parfois d'un manque de reproductibilité car les conditions d'expérimentation sont difficiles
a standardiser. Des modeles in vitro sur des cellules de la surface oculaire sont alors développés afin
de déterminer le comportement de ces cellules dans un environnement de sécheresse oculaire.
L'utilisation de ce type de modele s'inscrit dans les recommandations de la directive 2010/63/UE du
parlement européen et du conseil de I'Europe visant a diminuer les expérimentations animales. C'est
la réglementation appelée des "3R" pour : réduire, raffiner et remplacer les modeles animaux lorsque
cela est possible. Dans le cadre de la sécheresse oculaire ces modeles sont appliqués majoritairement
sur des cellules cornéennes et plus rarement sur des cellules limbiques ou conjonctivales. Ces cellules
proviennent le plus souvent de cellules en lignée continue mais peuvent parfois provenir de cultures
primaires, et elles peuvent étre d'origine humaine ou animale. La majorité des études ont cependant
été menées sur des cellules humaines, c'est le cas dans les études citées ci-dessous sauf si
explicitement signifié, le peu d'étude sur les cellules animales rapportant le plus souvent les mémes
observations que celles menées sur les cellules humaines (438,439).

Le modeéle hyperosmolaire par ajout de différents composés osmotiquement actifs tels que
le chlorure de sodium, le plus fréquent, le glucose, le mannitol ou le sorbitol, est le modéle le plus
décrit. Son but est de mimer I'environnement au contact duquel les cellules de la surface oculaire se
trouvent dans les cas de sécheresse oculaire. C'est le méme principe que lorsqu'on applique des
solutions hyperosmolaires chez les animaux dans le modele expérimental in vivo. Les études de
viabilité cellulaire menées sur les cellules de la surface oculaire ont démontré que les conditions
hyperosmolaires induisaient une mortalité cellulaire et des phénomenes d'apoptose avec
augmentation des caspases 8, 9 et 3/7, une perte d'intégrité de I'ADN, une augmentation du
relargage de cytochrome c et une dépolarisation mitochondriale (172,222,440-444). Les études du
stress oxydant généré ont été menées sur des cellules cornéennes et ont rapporté I'augmentation de
ce type de stress sous hyperosmolarité avec une production d'EROs et une inhibition des enzymes
anti-oxydantes (165,299,445). Une étude sur des cellules cornéennes de lapin a démontré que
I'nyperosmolarité induisait aussi sur ces cellules une production d'EROs qui conduisait ensuite a
I'activation de la voie JNK ce qui déclenchait I'expression de NFkB, induisant a son tour la génération
des facteurs inflammatoires IL-1B et TNF-a (438). Les études spécifiques de l'inflammation,
également menées sur des cellules cornéennes, ont rapporté l'induction de nombreuses cytokines
pro-inflammatoires sous ces conditions : IL-1B, TNF-q, IL-6, IL-8 et CCL2 (248,250,251,299,446). Une
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étude menée sur des cellules cornéennes a démontré, en plus de la production d'IL-1B sous
hyperosmolarité, I'augmentation des différents composants de l'inflammasome (NLRP3, ASC, pro-
caspase-1, pro-IL-1B) et a relié ces inductions a la production d'EROs (299). Il a également été
observé sur les cellules cornéennes une activation de nombreuses MMPs : MMP-1, MMP-2, MMP-3,
MMP-9, MMP-13 (440,447,448). Il a été observé dans une autre étude que cette induction de MMP-
9 sous hyperosmolarité dans ces cellules serait liée a EMMPRIN, également augmenté dans ce
modele (311). L'activation des voies des MAPKs (p38, JNK et ERK) et du facteur de transcription NFkB
sous hyperosmolarité ainsi que leur réle dans les conséquences de ce modele, comme la sécrétion
des cytokines pro-inflammatoires, a également été souvent rapportée dans les cellules cornéennes
(179,251,449-451). Des études sur des cellules limbiques ont également démontré que
I'hyperosmolarité induisait les cytokines et chimiokines IL-1B, TNF-a et IL-8 tout en démontrant
I'implication des MAPKs et de NFkB dans cette induction, et, concernant la sécrétion d'IL-1p et TNF-q,
I'implication également de NFAT5 (221,235). Notons que |'hyperosmolarité stimule I'activité d'un
autre facteur de transcription activator protein-1 (AP-1) et de la Polo-like Kinase 3 (PIk3), une
protéine impliquée dans divers processus cellulaires comme la réponse aux dommages de I'ADN, le
controle du cycle cellulaire et I'apoptose, dans les cellules cornéennes (250,251,444). Ces cellules
présentent aussi dans ces conditions une augmentation des marqueurs de métaplasie squameuse,
small proline-rich protein 1B (SPRR1B) et small proline-rich protein 2A (SPRR2A) (449).

Les cellules conjonctivales ont été moins étudiées en termes de phénomeénes inflammatoires
induits par I'hyperosmolarité ; il a néanmoins été rapporté la sécrétion d'un marqueur inflammatoire
sous cette condition, IL-6 (86), et I'augmentation de I'expression de HLA-DR (452). L'augmentation de
I'activité de JNK a également été rapportée dans une de ces études. Notons pour finir qu'une étude
sur des cellules cornéennes et conjonctivales a rapporté que le stress hyperosmolaire induisait une
modulation des récepteurs TLR dans ces cellules (453).

Un modele de stress dessiccatif par simple aspiration du milieu de culture a été testé sur des
cellules conjonctivales et cornéennes et a conduit a une mortalité cellulaire ainsi qu'a I'augmentation
des marqueurs pro-inflammatoires IL-6 et IL-8 sans avoir d'effet concernant TNF-a et IFN-y (361,454).

Les modeles par application de conditions inflammatoires ont été souvent utilisés. lls
consistent en I'application, dans le milieu de culture de cellules de la surface oculaire, de cytokines
pro-inflammatoires ou de cytokines liés a la réponse Thl ou Th17, des cytokines associées a la
sécheresse oculaire. Les cytokines utilisées sont : IL-6, IL-8, IL-1B, TNF-a, IFN-y, IL-17 ou TGF-B.
Plusieurs études ont rapporté une augmentation de I'expression de HLA-DR et de ICAM-1 par des
cellules conjonctivales en présence d'IFN-y ou de TNF-a (455-457). Cependant, dans le cadre de la
sécheresse oculaire, ces études ont rarement pour but d'étudier l'inflammation du fait de la nature
méme du modele. Notons qu'il existe certaines études ne s'appliquant pas directement a I'étude de
la sécheresse oculaire, qui ont effectué un criblage des réponses des cellules de la surface oculaire en
présence de certaines cytokines pro-inflammatoires (IL-1B, IL-1a, TNF-a, IFN-y) en termes
d'expression génique ou de sécrétion de cytokines ou chimiokines. Elles ont rapporté l'induction des
marqueurs de l'inflammation classiques cités plus haut ainsi que I'induction d'ICAM-1 et de CXCL2
entre autres (458-461). Dans le cadre de la sécheresse oculaire, les études utilisant I'application de
conditions d'inflammation sont plutét destinées a tester des thérapies (462,463) et a étudier d'autres
phénoménes comme l'effet sur I'expression des mucines (464—-466) ou sur I'expression de certains
récepteurs de surface tels que les TLRs (453). Il a également été montré sur des cellules cornéennes
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gue TGF-B1 induisait I'augmentation de I'expression et de l'activité de plusieurs MMPs (MMP-9, -1, -
13, -3, -10 et -11) (467) et que la combinaison d'IFN-y et TNF-a sur des cellules cornéennes de lapin
induisait une augmentation de la production de MMP-9 en partie sous la dépendance de JNK, p38 et
NFkB (468). En outre, IL-1 a été capable de provoquer la sécrétion des cytokines pro-inflammatoires
CCL2, IL-6 et IL-8, I'activation de p38 et JNK ainsi que l'activité de NFkB et AP-1 sur des cellules
cornéennes (250). Sur ce type cellulaire, IL-1B et IFN-y augmentent par ailleurs I'expression du
marqueur de métaplasie squameuse SPRR1B, via la voie p38 (469). Une autre étude a démontré la
mort par apoptose des cellules a mucus de souris en présence des cytokines pro-inflammatoires TNF-
a et IFN-y (470).

L'utilisation d'un modéle 3D de cornée (SkinEthic®) a été aussi mise en place pour étudier la
sécheresse oculaire. Il consiste en la culture de cellules humaines cornéennes en lignée sur un filtre
inerte et en interface air-liquide. Cela permet |'obtention d'une construction 3D montrant une
organisation cellulaire stratifiée. Cette structure a été placée en conditions de sécheresse (humidité
relative basse, température élevée). Les caractéristiques histologiques de sécheresse ont été alors
observées couplées a une diminution de la viabilité cellulaire, une augmentation de MUC4 et des
marqueurs inflammatoires TNF-a et MMP-9 dans les cellules cornéennes (471).

Il existe également quelques études ex vivo utilisant des modeles de sécheresse. Des études
ont été menées en cultivant des explants humains en interface air-liquide. L'une d'elles utilisant des
implants conjonctivaux a rapporté une stratification épithéliale avec métaplasie squameuse
accompagnée de phénomeénes d'apoptose ainsi que la présence d'IL-1B, TNF-a et de MMP-9 dans le
milieu de culture (472). Une autre menée sur explants limbiques a démontré I'apparition également
d'une métaplasie et I'activation de p38 dans ce modele de sécheresse (473).

Plusieurs études ont également été menées sur des yeux frais de porc maintenus ouverts
dans I'atmosphére ambiante ou dans une atmospheére climatisée et ont rapporté le développement
de caractéristiques de sécheresse, avec une altération de la surface oculaire et une mortalité des
cellules cornéennes (474-476). Ce modele a également été amélioré avec l'addition d'un systeme
permettant de simuler si besoin un clignement de paupiéere et une sécrétion lacrymale (477,478).

L'ensemble des données publiées rapporte ainsi l'importance de l'inflammation dans la
sécheresse oculaire avec l'augmentation de nombreux et divers marqueurs pro-inflammatoires
couplée a l'apparition d'une réponse immunitaire de type Thl et de type Th17. L'hyperosmolarité
appliquée seule est capable d'engendrer les marqueurs classiques de l'inflammation tels que les
cytokines/chimiokines pro-inflammatoires dans les modeéles in vivo et in vitro, ce qui laisse supposer
que la présence de ces marqueurs observés chez les patients atteints pourrait étre directement due a
I'hyperosmolarité lacrymale présente au niveau de la surface oculaire.

Depuis la découverte et la reconnaissance du réle de l'inflammation dans la sécheresse
oculaire grace aux études cliniques et expérimentales, plusieurs nouveaux traitements ont été
utilisés dans le but d'inhiber les voies inflammatoires (479,480). La CsA en topique est actuellement
tres utilisée pour traiter la sécheresse oculaire car elle présente des propriétés anti-inflammatoires.
Les glucocorticoides par voie ophtalmique sont parfois utilisés en cure courte en début de traitement
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par la CsA afin d’accélérer I'apparition des effets bénéfiques ou lors de poussées aiglies de la
maladie, mais avec prudence en raison de leurs effets secondaires redoutés. La doxycycline par voie
orale est quant a elle prescrite essentiellement dans les sécheresses oculaires liées a un
dysfonctionnement meibomien ou a une affection palpébrale.

1.2.2.3.1. Ciclosporine

La CsA est actuellement la molécule principalement utilisée dans le traitement de la
sécheresse oculaire car elle est la seule molécule approuvée par les agences médicales européennes
et américaines dans cette indication. Elle est utilisée pour des traitements au long cours sous forme
de collyres : Restasis® (CsA 0,05%) ou Ikervis® (CsA 0,1%).

1.2.2.3.1.1. Mécanisme d'action

La CsA est un décapeptide cyclique produit par le champignon Tolypocladium inflatum (481)

(Figure 23).
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Figure 23. Structure chimique de la CsA.

Les effets de la CsA sont dus a sa liaison a des protéines intracellulaires, les cyclophilines. Son
mécanisme d'action a été trés étudié en raison de son importante utilisation comme
immunosuppresseur pour controler les rejets de greffe et traiter les troubles de I'immunité comme le
psoriasis ou la polyarthrite rhumatoide (482). Les études ont ainsi d'abord porté sur sa capacité a
inhiber l'activation des lymphocytes T, responsables de son activité immunosuppressive, puis ont
observé une autre activité de ce composé : l'inhibition des phénomenes d'apoptose.

Les effets immunosuppresseurs de la CsA sont dus a sa liaison a la cyclophiline A. Dans des
conditions d'activation immunitaire, la calcineurine va étre activée en réponse a des niveaux élevés
de calcium intracellulaire, une conséquence indirecte de la liaison d'un antigene aux récepteurs de la
cellule T. Cette protéine intracellulaire qui posséde une activité phosphatase va se lier aux membres
de la famille des NFATs (1 a 4) en reconnaissant un motif cible se trouvant prés de la partie N-
terminal du domaine de régulation de ces protéines. Ce domaine de régulation contient également
une séquence de localisation nucléaire. Une fois liée a NFAT, la calcineurine va déphosphoryler cette
protéine dans le cytoplasme, exposant alors sa séquence de localisation nucléaire et induisant la
translocation du complexe calcineurine-NFAT dans le noyau. NFAT va alors pouvoir activer
I'expression de genes codant des cytokines comme IL-2. IL-2, une fois sécrétée, se lie a ses récepteurs
sur la surface des cellules T, stimulant I'activation immunitaire et la division cellulaire. Dans le cas ou
la CsA est présente, celle-ci va se lier a la cyclophiline A intracytoplasmique, le complexe formé va
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ensuite s'associer a la calcineurine et inhiber son activité de phosphatase. En empéchant la fin de la
cascade impliquant la calcineurine, la CsA empéche la transcription d'IL-2 et d'autres génes impliqués
dans I'activation des cellules T réprimant ainsi les réponse immunitaires (483) (Figure 24).
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Figure 24. Mécanisme immunosuppresseur de la CsA lié a I'inhibition de la calcineurine.

Notons que l'activité de NFAT5, membre de la famille NFAT, est controlée par un mécanisme
indépendant de la calcineurine car il ne posséde pas la région N-terminale contenant le motif de
liaison a cette protéine. Ce facteur de transcription est majoritairement activé par les conditions
d'hyperosmolarité comme décrit au début de ce chapitre. La CsA n'a donc a priori pas d'effet
inhibiteur de sa translocation dans le noyau via le mécanisme de liaison a la cyclophiline A.

L'effet de la CsA sur NFAT5 a été rapporté dans un nombre limité d'études. L'une d'elles
menée sur des cellules rénales de rat en condition basale n'a rapporté aucun effet de la CsA sur la
localisation de NFAT5 ou la transcription de genes médiés par NFATS (484). Une autre étude menée
sur des cellules cornéennes a rapporté quant a elle que la CsA seule induirait une translocation de
NFATS5 (485). La CsA aurait ainsi un effet sur NFAT5 qui serait indépendant de la calcineurine et
différent de celui qu'elle exerce sur les autres NFAT, qui sont habituellement inhibés par la CsA.
Cependant, une autre étude menée sur des lymphocytes a démontré un effet inhibiteur de la CsA sur
I'induction de NFATS5 par de l'ionomycine et du PMA mais pas d'effet sur celle induite par
I'nyperosmolarité (486). De méme, une étude sur des cellules rénales a rapporté que la CsA inhibait
la translocation de NFATS5 dans le noyau induite par I'hyperosmolarité (487). Il semble ainsi que la
CsA puisse finalement avoir des effets contradictoires sur le NFATS5, ceux-ci étant a priori dépendants
du type cellulaire et des conditions d'induction de ce facteur de transcription, les mécanismes
intracellulaires sous-jacents étant actuellement inconnus.

La CsA peut également agir via sa liaison a la cyclophiline D qui se trouve dans la
mitochondrie et induire ainsi une inhibition de I'apoptose. En effet, le complexe CsA-cyclophine D
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inhibe la formation du pore de transition de perméabilité mitochondrial (488,489). L'ouverture de ce
pore en réponse a un stress ou un dommage cellulaire est une étape précoce de la cascade
apoptotique.

Enfin, concernant I'effet anti-inflammatoire de la CsA, bien que clairement observé par la
diminution des marqueurs inflammatoires qu'elle induit, notamment au niveau de la surface oculaire
des patients atteints de sécheresse, le mécanisme intracellulaire mis en jeu reste actuellement
méconnu.

1.2.2.3.1.2. Effets rapportés sur la sécheresse oculaire

Etant une des premiéres molécules décelées comme potentiellement thérapeutiques dans le
cadre de la sécheresse oculaire, la CsA a été le sujet de nombreuses études cliniques cherchant a
tester son efficacité et sa tolérance en instillation ophtalmique (490-492). Ces études ont démontré
que l'utilisation topique de CsA améliorait les symptomes cliniques de la pathologie (493), avec
amélioration des scores OSDI des patients, ainsi que les signes cliniques classiques : amélioration des
épithéliums conjonctival et cornéen, de la sécrétion lacrymale, de l'instabilité lacrymale (494-500),
de la densité des cellules a mucus et diminution des aspects de métaplasie squameuse (501-503).
L'une de ces études a également rapporté une augmentation des cellules positives au TGF-B2 dans la
conjonctive (503). Notons que les mémes effets bénéfiques de la CsA ont été rapporté dans des
études ayant inclus des patients atteints de sécheresse oculaire avec une étiologie précise : le SGS
(504,505), la maladie du rejet du greffon contre I'h6te (506—510), une sécheresse oculaire liée a une
chirurgie réfractive de la cornée (511) ou dans le cadre d'un dysfonctionnement meibomien. Ces
dernieres ont également présenté une diminution de l'inflammation de la paupiére et de I'expression
de la glande de Meibomius (512,513). La CsA étudiée dans le cadre spécifique du port de lentilles de
contact a montré des résultats contradictoires avec une étude montrant une amélioration (514) et
une autre ne montrant pas d'effet, mais pour laquelle, d'apres les auteurs eux-mémes, le nombre de
patients inclus était faible (515).

De nombreux marqueurs de l'inflammation sont également améliorés par l'application de
CsA ophtalmique. C'est le cas dans les empreintes ou biopsies conjonctivales qui rapportent une
diminution de HLA-DR, CD40 et CD40L mais également des marqueurs d'apoptose (45,516). La CsA
entraine aussi dans la conjonctive une diminution des cytokines inflammatoires comme IL-6 (517)
ainsi qu'une diminution du nombre de lymphocytes activés (505).

Notons que la CsA induit également une amélioration de la sensibilité mécanique cornéenne
et conjonctivale chez des patients atteints de sécheresse présentant une sensibilité amoindrie (518).

Les modeles animaux, notamment chien et souris, ont également montré des effets
bénéfiques de la CsA sur la sécheresse oculaire avec une amélioration des symptomes et des signes
cliniques de la pathologie ainsi que des marqueurs de l'inflammation : diminution des signes
d'inconfort oculaire, amélioration de la surface oculaire, augmentation de la production de larmes,
augmentation du nombre de cellules 3 mucus avec restauration de leur production de mucines,
diminution du nombre de cellules inflammatoires et diminution des phénomene d'apoptose dans
|'épithélium conjonctival (382,519-523). Les mémes effets de la CsA ont été observés sur les modeles
plus spécifiques du SGS avec également une diminution de l'infiltration inflammatoire de la glande
lacrymale (524-526).

69



Concernant les modeles in vitro de sécheresse oculaire, peu d'expériences ont été menées
utilisant la CsA. Deux études dans des modeles d'inflammation induite par stimulation avec IFN-y et
TNF-a ont été rapportées. La premiére, menée sur des cellules cornéennes, n'a pas rapporté d'effets
de la CsA sur les sécrétions de CCL2 et IL-8 induites par IL-1B (462). La deuxiéme, menée sur des
cellules conjonctivales, a observé une effet inhibiteur de la CsA sur les phénoménes d'apoptose
induits par TNF-a et IL-1B (463). Notons qu'une étude menée sur des cellules épithéliales de la rétine
a rapporté que la CsA inhibait l'induction de CCL2 causée par TNF-a mais pas celle induite par IL-1p
(527).

L'ensemble des effets observés dans ces publications démontrent ainsi I'effet bénéfique de la
CsA sur la sécheresse oculaire ainsi que l'intérét des molécules anti-inflammatoires dans le
traitement de cette pathologie.

1.2.2.3.1.3. Problématique des formulations de collyres de CsA

L'application de CsA par voie ophtalmique entraine une accumulation de la molécule au
niveau de la surface oculaire avec une pénétration intraoculaire et un passage systémique
extrémement faibles (528).

Le faible passage systémique confére a ce traitement une bonne tolérance avec aucun effet
secondaire systémique observé, le principal effet secondaire local observé étant une sensation de
bralure a l'instillation, un effet qui disparait au fur et a mesure du traitement.

La CsA présente un désavantage lié a l'une de ses propriétés physico-chimiques : sa tres
faible hydrosolubilité. Cette propriété conduit a des problemes de formulation et a des
caractéristiques pharmacocinétiques peu optimales. En effet, les formulations huileuses de CsA
instillées par voie ophtalmologique présentent une biodisponibilité faible ainsi qu'une présence tres
courte sur la surface oculaire (529,530). De nombreuses recherches ont été effectuées et sont encore
en cours afin d'optimiser la formulation combinant une bonne tolérance et une facilité
d'administration avec un temps de présence dans I'ceil plus élevé, tout en évitant une absorption
systémique.

Ces recherches, menées sur des patients ou des modeles in vivo, ont pour but d'augmenter la
solubilité dans I'eau de la molécule, de faciliter sa pénétration oculaire ou de développer des
systemes permettant une libération en continu de la CsA. C'est le cas d'implants conjonctivaux (531—
533), de lentilles de contact en hydrogel-silicone (534) ou encore de bouchons méatiques (535)
remplis de CsA qui vont libérer la molécule de facon continue. L'utilisation de petites particules
"porteuses" de CsA en suspension dans une solution aqueuse (micelles (536-538), nanoparticules
(539-541), liposomes (542), émulsions (494)) constitue la solution la plus étudiée actuellement.
C'est le cas du Restasis® et de I'lkervis® qui sont formulés sous forme d'émulsion. Une CsA sous
forme de prodrogue hydrosoluble a également été testée (543).

1.2.2.3.2. Glucocorticoides

Les glucocorticoides sont des molécules extrémement utilisées qui possédent des effets tres
variés et qui, par leurs propriétés anti-inflammatoires, peuvent également étre utilisées dans la
sécheresse oculaire. Ils sont notamment souvent utilisés dans les pays ol la CsA n’est pas disponible.
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1.2.2.3.2.1. Mécanisme d'action

Les glucocorticoides possedent dans leur structure un noyau stéroide,
cyclopentanophénantréne dérivé du cholestérol (Figure 25).

Figure 25. Formule chimique des glucocorticoides.

Les propriétés majoritaires des  glucocorticoides sont  anti-inflammatoires,
immunosuppressives, antipyrétiques, analgésiques et antiallergiques. Celles-ci ont conduit a leur
utilisation dans divers types de pathologies telles que les maladies auto-immunes ou pour éviter les
rejets de greffe, ou traiter les allergies.

L'effet anti-inflammatoire de ces molécules est puissant et la premiere étape de ce
mécanisme est la fixation intracellulaire de ces molécules au récepteur des glucocorticoides (544).
Les effets anti-inflammatoires vont alors découler de mécanismes différents conduisant a I'induction
de protéines anti-inflammatoires et a la répression de protéines pro-inflammatoires (545). Deux de
ces voies sont de type génomique et sont chacune dues a la translocation dans le noyau du complexe
glucocorticoide-récepteur des glucocorticoides. L'une d'elles, dite génomique directe, est due a la
fixation du complexe aux séquences appelées glucocorticoid responsive-element conduisant a
I'induction de I'expression de protéines pro-inflammatoires ; l'autre, dite génomique indirecte,
implique l'interaction au niveau de I'ADN du complexe avec d'autres facteurs de transcription,
notamment NFkB (546), conduisant a la répression de I'activité de ces facteurs de transcription et
inhibant ainsi I'expression de protéines inflammatoires. Il existe également une troisieme voie qui
n'est pas de type génomique et qui induit ainsi un effet plus rapide mettant en jeu différents
récepteurs et seconds messagers cytoplasmiques mais dont le mécanisme précis est encore peu
connu (547) (figure 26).

La voie inflammatoire principalement inhibée par les glucocorticoides est celle de la
production de prostaglandines, des petites molécules ayant de nombreux effets physiologiques sur
plusieurs organes. Elles jouent notamment un role dans les phénoménes de vasoconstriction et
vasodilatation et possédent aussi des propriétés pro-inflammatoires. La production des
prostaglandines met en jeu la phospholipase A2, une enzyme activée par des stimuli inflammatoires.
Cette enzyme une fois activée va conduire a la conversion des phospholipides membranaires en
acide arachidonique qui sera ensuite transformé en différentes prostaglandines par l'enzyme
cyclooxygénase-2 (COX2). La production des prostaglandines va étre bloquée par le complexe
glucocorticoide-récepteur aux glucocorticoides conduisant ainsi a un effet anti-inflammatoire. Cette
inhibition se fait par trois mécanismes distincts : via l'induction de I'expression de I'annexine, une
protéine inhibitrice de la phospholipase A2, l'induction de la MAPK phosphatase 1 (548), qui
désactive les MAPKs essentielles pour activer la phospholipase A2 en la phosphorylant, et par son
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interaction avec NFkB, bloquant ainsi son activité transcriptionnelle et réprimant alors |'expression
de la COX2.
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Figure 26. Mécanismes d'action des glucocorticoides.
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1.2.2.3.2.2. Effets rapportés sur la sécheresse oculaire

Les études cliniques et expérimentales étudiant les effets de l'application topique des
glucocorticoides sur la sécheresse oculaire ont utilisé diverses molécules : la prednisolone, la
méthylprednisolone, la dexaméthasone (Dex), la fluorométholone ou le lotéprednol.

L'ensemble des études cliniques menées sur des patients ayant une sécheresse liée ou non a
un SGS a montré une amélioration des symptomes et des signes cliniques de la pathologie
(augmentation de la sécrétion lacrymale, meilleure stabilité du film lacrymal, amélioration de I'état
de la surface oculaire, augmentation de la densité des cellules a mucus) (549-554) ainsi qu'une
diminution de I'osmolarité lacrymale (555) apres applications topiques de glucocorticoides. D'un
point de vue inflammatoire, ils induisent une diminution de HLA-DR dans la conjonctive (552,556)
ainsi qu'une diminution du taux lacrymal des molécules pro-inflammatoires IL-1B, IL-8 et CCL2 (555).
Notons que cet effet inhibiteur de la Dex sur I'expression de molécules de CMH Il est identifié depuis
plusieurs décennies dans divers types cellulaires (557).

Les études menées sur des animaux soumis a une sécheresse oculaire ont confirmé ces
effets liés au traitement par glucocorticoides. Il est rapporté en effet une amélioration de la surface
oculaire, de la fonction lacrymale avec augmentation de la stabilit¢é du film lacrymal
(81,329,394,521), couplée a une diminution des signes de perméabilité cornéenne chez les animaux
en sécheresse oculaire traités par des glucocorticoides (558). Au niveau de la surface oculaire, il a été
également observé une diminution des molécules pro-inflammatoires (TNF-a, IL-1B, IL-1a IL-10 et IL-
12) (393,559,560). Une diminution de I'expression et de I'activité de MMP-9 ainsi que I'activation de
p38 dans I'épithélium cornéen ont été rapportées dans une autre étude (560). Il est observé
également une diminution de l'infiltration de cellules immunitaires inflammatoires (81,561).

Il existe moins d'études sur les cellules de la surface oculaire. Il a néanmoins été rapporté
que la Dex inhibe I'expression et la production de TNF-a et d'IL-8 induite par I'hyperosmolarité sur
des cellules limbiques (235). Sur des cellules cornéennes, la méthylprednisolone inhibe
I'augmentation d'IL-1B induite par le LPS (41) et la Dex diminue la sécrétion d'IL-8, mais pas celle de
CCL2, induites par IL-1B (462). Dans le modele 3D de cornée soumis a des conditions de sécheresse,
la Dex diminue l'induction de TNF-a et de MMP-9 mais induit également des dommages sur
I'épithélium (471).

1.2.2.3.2.3. Problématique de l'utilisation au long cours des glucocorticoides ophtalmiques

Malgré I'efficacité importante des glucocorticoides pour traiter la sécheresse oculaire, leur
utilisation ne peut étre mise en place que pour traiter une phase de crise aigué de la pathologie en
cure courte. En effet, le principal inconvénient de la corticothérapie par voie ophtalmique est
I'apparition d'effets secondaires importants. Les principaux effets secondaires redoutés sont
I'apparition d’une cataracte, d'une hypertension intraoculaire ou le développement d'une kératite
infectieuse (562). Ces effets sont d'ailleurs également redoutés en cas d'administration de ces
molécules par des voies autres qu'ophtalmiques (563). Il est déja connu que leur utilisation, quelle
gue soit la voie d'administration considérée, est a surveiller avec précaution en raison des nombreux
effets secondaires qu'ils entrainent, liés aux nombreuses cibles qu'ils possedent dans I'organisme. Il
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est donc recommandé de réduire au maximum la durée d'utilisation des glucocorticoides par voie
ophtalmique, limitant ainsi leur utilisation dans la sécheresse oculaire chronique. Notons cependant
que, suivant les glucocorticoides utilisés, leur tendance a engendrer ces effets secondaires peut
varier, c'est le cas de la fluorométholone et du lotéprednol qui induisent moins d'augmentation de
pression intraoculaire par rapport a la prednisolone ou a la Dex (564).

Des études ont également analysé I'effet combiné de la CsA et de la Dex et ont rapporté que
I'addition d'un traitement court par de la Dex en début de traitement par la CsA conduisait a une
amélioration plus rapide des symptémes et des signes cliniques (565). Les glucocorticoides sont ainsi
parfois prescrits en paralléle d’'un début de traitement par la CsA afin de réduire le délai d’apparition
des effets bénéfiques. In vivo, sur un modele de sécheresse par injection de toxine botulique, la
combinaison de ces molécules n'a cependant pas démontré d'avantages probants par rapport aux
molécules seules en termes d'amélioration de la surface oculaire (521).

1.2.2.3.2.4. Comparaison avec les effets des anti-inflammatoires non stréoidiens

Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) ont été beaucoup moins étudiés dans la
sécheresse oculaire en comparaison des AlS. Ces molécules sont parfois utilisées en France dans la
sécheresse oculaire mais en raison de leur effet de classe epithéliotoxique, elles ne sont jamais
prescrites en cas de kératite. Des complications cornéennes telles que des ulcéres cornéens pouvant
aller jusqu'a une perforation ont en effet été rapportées, particulierement chez des patients dont la
cornée était déja altérée. Ces molécules sont ainsi a manipuler avec précautions.

Une étude clinique comparant les effets de I'application topique d'un AINS (flurbiprofene) et
d'un glucocorticoide (fluorométholone) chez des patients atteints de sécheresse oculaire a rapporté
les effets bénéfiques des corticostéroides sur différents signes cliniques mais I'AINS n’a pas présenté
d'effets intéressants (552). Notons tout de méme que le design de cette étude a fait I'objet d'un
commentaire critique, mettant en doute les conclusions de celle-ci (566). Une autre étude a rapporté
une plus grande amélioration des symptomes cliniques et une diminution plus importante du
marqueur conjonctival HLA-DR lors de I'ajout d’un traitement topique par AINS (pranoproféne) en
complément d’un traitement par acide hyaluronique (567). D’autre part, une étude a également
rapporté I'effet bénéfique de I'association d’un collyre d’AINS (kétorolac) durant la phase d’induction
du traitement par CsA en terme d’amélioration des symptémes et d’état de la surface oculaire (568).
Enfin, une étude menée sur des patients atteints de SGS a démontré I'amélioration des symptomes
de sécheresse oculaire et une amélioration de I'épithélium de la surface oculaire apres traitement
par des AINS en topique (indométacine ou diclofénac) (569).

Une étude comparant I'effet des AIS a celui des AINS via un modeéle in vivo de sécheresse
oculaire, a démontré une amélioration de I'état de la surface oculaire ainsi qu'une diminution des
marqueurs pro-inflammatoires TNF-a et IL-1B lors d'un traitement topique par glucocorticoide
(fluorométholone) mais pas dans le cas d'un traitement topique par AINS (népafénac ou kétorolac)
(393). Cependant, dans une étude in vivo étudiant seulement les AINS en topique, I'adjonction d’AINS
(pranoprofene ou fluorométholone) au traitement par acide hyaluronique a conduit a des effets
bénéfiques plus importants sur certains signes de la pathologie (stabilité du film lacrymal, meilleur
état de la surface oculaire, disparition de la métaplasie squameuse, cellules a mucus plus
nombreuses, diminution du marqueur inflammatoire TNF-a dans la cornée et la conjonctive) (570).
En outre, les AINS inhibiteurs de cyclo-oxygénase (kétorolac et nimésulide) ont induit une
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amélioration de certains signes cliniques dans un modele in vivo de la pathologie avec une
diminution de I'inflammation de la surface oculaire (330). Enfin, une autre étude in vivo a démontré
que le diclofenac (AINS) en application topique diminuait les dommages cornéens (571). Cette étude
a également démontré que cet AINS inhibait I'apoptose et |'expression des marqueurs pro-
inflammatoires TNF-a et de MMP-9 induits par le modéle hyperosmolaire in vitro sur les cellules
cornéennes et qu'il stimulait en paralléle I'expression et la translocation de NFAT5 sous
hyperosmolarité (I'ensemble de ces résultats n'a pas été observé avec un autre AINS testé, le
bromfenac).

Les données concernant les AINS dans la sécheresse oculaire sont ainsi peu nombreuses. Cela
est lié a leur utilisation délicate dans le cadre de la sécheresse oculaire dans laquelle la cornée est
souvent altérée, faisant redouter au clinicien 'apparition d'effets secondaires cornéens majeurs. Les
résultats obtenus lors de ces études sont parfois variables, en raison probablement de la diversité
des sous-classes thérapeutiques testées, et peu de ces études ont concerné spécifiquement les effets
de ces molécules sur I'inflammation présente dans cette pathologie.

1.2.2.3.3. Dérivés des tétracyclines

La troisieme classe de molécules montrant des propriétés anti-inflammatoires utilisées dans
la sécheresse oculaire est celle des dérivés de la tétracycline, qui posseédent a la fois des propriétés
antibactériennes et des propriétés anti-inflammatoires.

1.2.2.3.3.1. Mécanisme d'action

Les dérivés de la tétracycline présentent une structure chimique comparable a la tétracycline
et sont obtenus par des substitutions en position 5, 6 et 7 (figure 27).

OH O OH O 0

O“‘ NH,
OH
HO N

T e

Figure 27. Structure chimique commune aux dérivés de la tétracycline composée de quatre noyaux cycliques accolés.

L'activité antibiotique bactériostatique des dérivés de la tétracycline est liée a leur fixation
sur différents sites du ribosome bactérien et notamment a sa sous-unité 30S empéchant ainsi la
liaison de I’ARN de transfert (ARNt) au complexe ribosome-ARN messager. Ainsi, elle entraine |'arrét
de la traduction protéique. Les tétracyclines sont également des puissants inhibiteurs de
collagénases (572,573), de la phospholipase A2 (574) et de nombreuses MMPs (575,576), a I'origine
de leurs propriétés anti-inflammatoires.

Parmi les tétracyclines, la minocycline et la doxycycline (Dox), qui possédent une durée de
demi-vie longue et qui induisent peu de photosensibilisation, sont celles utilisées en ophtalmologie.
Ces molécules sont administrées par voie orale car cette voie conduit a une présence prolongée de
ces molécules au niveau de |'ceil, notamment au niveau des larmes et de la conjonctive (577,578).
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Cette propriété est un avantage par rapport a l'instillation topique, car celle-ci conduit souvent a une
évacuation rapide par les larmes des molécules appliquées. Les effets secondaires rapportés en cas
de traitement par la Dox et la minocycline a fortes doses sont des effets de types gastro-intestinaux
(nausées, diarrhées) et dermatologiques (urticaires, irritations) (579).

1.2.2.3.3.2. Effets rapportés sur la sécheresse oculaire

Les dérivés des tétracyclines sont utilisés par voie orale dans des pathologies qui impliquent
des problémes palpébraux et meibomiens, et qui induisent alors une sécheresse oculaire associée.
Ainsi, elles sont souvent prescrites pour traiter les manifestations oculaires de la rosacée (580). Cette
pathologie est une maladie inflammatoire dermatologique, caractérisée par une instabilité
vasomotrice conduisant a des rougeurs du visage et du cou et qui, par un dysfonctionnement
meibomien, peut induire des phénomenes de sécheresse oculaire. Dans les études cliniques, les
dérivés de la tétracycline diminuent chez cette catégorie de patients les symptomes d'irritation et
améliorent la stabilité du film lacrymal (581-583). Les dérivés de la tétracycline sont également
utilisés dans les cas de blépharites chroniques, une étude rapporte ainsi que la Dox induit une
amélioration des symptomes avec une diminution de l'activité des MMP-9 (584). Les affections
touchant les glandes de Meibomius, meibomites ou dysfonctionnements meibomiens, nécessitent
souvent un traitement par ces molécules. Des études menées sur ces pathologies ont démontré une
amélioration de la stabilité du film lacrymal, une augmentation du volume lacrymal ainsi qu'une
amélioration des symptomes aprés un traitement par les dérivés de la tétracycline
(577,579,585,586). Il est a noter que, dans I'une de ces études, la molécule a été administrée par voie
systémique. Notons également qu'une étude a cependant rapporté, outre des effets bénéfiques sur
les signes cliniques, une diminution du volume lacrymal apres traitement par de la minocycline (587).
D'aprés les auteurs, ce résultat pourrait étre biaisé par le fait que, dans cette étude, le volume
lacrymal des patients au départ était supérieur a la valeur attendue pour cette tranche d'age et que
le traitement n'a fait que diminuer ce volume a une valeur classique de volume lacrymal pour cette
population spécifique.

Des études in vivo sur des animaux en sécheresse oculaire ont testé les effets de
I'administration ophtalmique de Dox. Elles ont démontré une diminution de la perméabilité
cornéenne, une diminution de la métaplasie squameuse cornéenne, une prévention de la perte de
cellules épithéliales cornéennes, une augmentation de la stabilité lacrymale, une amélioration de la
surface oculaire ainsi qu'une amélioration des marqueurs inflammatoires avec diminution de
I'expression de cytokines inflammatoires IL-1B, IL-1a, IL-6 et TNF-a couplée a une réduction de
I'activité des MAPKs et de NFkB dans I'épithélium cornéen et diminution de I'activité et de
I'expression de MMP-9 (80,558,560,588).

La Dox a également été testée dans le modele in vitro hyperosmolaire de sécheresse oculaire
sur des cellules limbiques ou cornéennes. Elle inhibe I'activité de JNK, d’'ERK et des MMPs (MMP-1,
MMP-2, MMP-3, MMP-9, MMP-13) ainsi que l'induction de IL-1B, de TNF-a et d'IL-8 induites par
I'nyperosmolarité (235,447). Dans des modeles d'inflammation sur des cellules cornéennes, elle
inhibe la production de MMP-9 et |'activation de JNK et ERK et p38 induites par TGF-B (589) et inhibe
également l'augmentation d'IL-1B induite par du LPS (41). En outre, la minocycline inhiberait les
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molécules du CMH Il sur d'autres types cellulaires, tels que les macrophages (590), mais ces
marqueurs n'ont pas été inclus dans le cadre de ces études sur la sécheresse oculaire.

L'ensemble des résultats obtenus a la fois in vivo et in vitro sur l'effet bénéfique de ces
molécules anti-inflammatoires non seulement en termes de réduction des marqueurs
inflammatoires, des effets a priori attendus, mais également sur les symptomes et les signes
cliniques de la secheresse oculaire confirme |'importance de la composante inflammatoire de cette
pathologie.

L'introduction bibliographique de ce manuscrit démontre que de nombreuses études menées
sur la sécheresse oculaire ont fait avancer les connaissances en permettant notamment de faire
évoluer la définition de la sécheresse oculaire en y incluant les concepts d'hyperosmolarité et
d'inflammation de la surface, actuellement considérés comme les phénomeénes clés de la pathologie.

Une approche physiopathologique de I'atteinte lacrymale dans la sécheresse oculaire a alors
été proposée en 2007 (33) afin d'offrir une approche mécanistique et non plus étiologique de cette
pathologie permettant de mieux rendre compte des interrelations entre les différents acteurs de la
pathologie déja identifiés. Le mécanisme de la maladie est présenté sous forme d'un cercle vicieux
auto-entretenu, dont les phénomeénes centraux sont I'hyperosmolarité lacrymale et l'inflammation,
tout en y associant les différentes étiologies qui deviennent dans ce concept des portes d'entrées
dans une maladie autonome de la surface oculaire. Ce schéma décrit deux boucles vicieuses, 'une
mettant en jeu la surface oculaire et le systeme nerveux et la seconde les paupiéres.

S'ajoute a ce cercle vicieux I'implication de plus en plus rapportée du systéeme immunitaire en
étroite relation avec l'inflammation de la surface oculaire et participant au maintien de celle-ci (240).
Les différentes observations suggerent que les cellules épithéliales via la sécrétion de molécules pro-
inflammatoires jouent un réle important dans la réponse immune innée et inflammatoire par le
recrutement de cellules immunitaires, ce qui faciliterait ensuite le développement d’une réponse
immune adaptative dysfonctionnelle. Il y aurait ainsi un pont entre I'immunité innée et l'immunité
adaptative. Il apparait en effet que le processus de présentation d'antigene, qui implique les CPAs,
les molécules de CMH Il et les molécules de costimulation, soit altéré dans cette pathologie (591).
Ces phénomeénes sont doublés par l'infiltration de cellules T CD4+ de type Thl et Th17 dans l'unité
fonctionnelle lacrymale (257) et d'un dysfonctionnement des cellules Treg. Ces différents acteurs
cellulaires et moléculaires possedent ainsi un role dans la pathologie, mais les mécanismes sous-
jacents sont tres peu identifiés. En 2005, une approche mécanistique a été proposée concernant
I'aspect immunitaire de la sécheresse oculaire (592). Elle propose une cascade d'événements et
d’interactions cellulaires entre les cellules épithéliales de la surface et les cellules de l'immunité
aboutissant a l'infiltration de celles-ci dans la surface oculaire et créant également un cercle vicieux
(593).

Ces deux approches illustrent bien que les dommages de la surface oculaire, I'altération du
film lacrymal avec I'hyperosmolarité lacrymale, I'inflammation de la surface et les phénomenes de
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réponse immunitaire s'auto-perpétuent a la surface induisant la chronicisation de la maladie. Réunir
la composante inflammatoire et la composante immunitaire de la sécheresse oculaire en une seule
et méme approche semble alors intéressante afin de considérer et rapporter les interrelations
extrémement nombreuses entre les différents acteurs impliqués dans ces phénomenes (Figure 28).

L'instabilité du film lacrymal conduit a une hyperosmolarité au niveau de la surface oculaire.
Ce phénomeéne induit une souffrance cellulaire avec une apoptose des cellules cornéennes et
conjonctivales et la mort des cellules a mucus. Un stress pro-inflammatoire local va également se
développer, avec libération de médiateurs pro-inflammatoires par les cellules épithéliales tels qu'IL-
1B, TNF-a et IL-8 ainsi que I'activation des MMPs. L'induction de ces phénomeénes va en elle-méme
entretenir l'instabilité du film lacrymal. La souffrance cellulaire va également induire en paralléle une
inflammation de type neurogéne sur la surface oculaire par la transmission de signaux d'alerte
relayés par transmission nerveuse (594). Cette inflammation neurogene est entrainée par une
stimulation nerveuse devenue progressivement excessive et inefficace dans ces conditions
pathologiques. Elle va alors entretenir I'inflammation de maniere plus générale au niveau de I'eeil. De
plus, la sécheresse oculaire induit une altération de la régulation nerveuse du processus de sécrétion
lacrymale ce qui entretient l'instabilité lacrymale (595,596).

La réponse inflammatoire des cellules épithéliales de la surface oculaire a la sécheresse et a
I'hyperosmolarité lacrymale stimule la réponse immunitaire. Les facteurs pro-inflammatoires, comme
IL-1B et TNF-q, activent les cellules dendritiques résidentes (593). Le stress dessiccatif stimulerait les
acteurs immunitaires, CPAs, via le relargage d'auto-antigenes, apreés le clivage protéolytique
d'antigénes de membrane ou via l'accélération de phénomeénes d'apoptose induisant le relargage
d'antigénes intracellulaires. Ces CPAs stimulées migrent vers les ganglions lymphatiques ou elles
activeront les cellules T CD4+ réactives aux antigenes de la surface oculaire. Ces cellules T
autoréactives, de type Thl et Thl7, reviendront ensuite vers les glandes lacrymales et la surface
oculaire, une migration favorisée par le dysfonctionnent des Treg et I'augmentation de |'expression
de molécules d'adhésion et des MMPs par |'épithélium de la surface. Une fois a la surface, ces
cellules T vont alors sécréter des cytokines (notamment IFN-y) qui perturberont a leur tour
I'noméostasie de la surface et induiront notamment la perte de cellules a mucus. Ceci aboutira a une
aggravation de l'instabilité du film lacrymal et entretiendra le cercle vicieux.

Une autre boucle délétére trés importante illustre I'importance des paupiéres et de la couche
lipidique du film lacrymal dans la pathologie. Dans cette boucle, l'instabilité du film lacrymal conduit
a une modification de la flore des paupieres, flore qui va alors libérer des toxines et lipases
bactériennes entrainant une inflammation palpébrale et meibomienne et a une altération de la
composition du meibum. Ces effets vont conduire de fait a une modification de la couche lipidique
du film lacrymal, renforgant ainsi I'instabilité lacrymale.

L'eeil en état de sécheresse oculaire fonctionne en fait dans un véritable cercle vicieux
biologique autoentretenu ol s’accumulent les facteurs de risque. Ses différentes étiologies sont des
portes d’entrées dans une maladie de la surface oculaire devenue autonome dont il est difficile de
sortir, expliquant ainsi, dans certains cas, la déconnection de la maladie de sa cause initiale. Plusieurs
boucles d'autostimulation s'entrecroisent et perpétuent la maladie. Les phénomenes centraux
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Antidépresseurs et Syndrome de Autres syndromes
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Figure 28. Schéma des différents cercles vicieux entretenant la sécheresse oculaire, adapté de Baudouin, 2007 (33), et

McDermott et al., 2005 (592).
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Ce schéma permet de souligner que la composante inflammatoire mais également la

composante dysmmunitaire sont des phénomenes clés de la sécheresse oculaire. Cependant, les

mécanismes intracellulaires précis, ainsi que les interactions cellulaires mises en jeu qui conduisent a

I'apparition et au maintien de ce phénomene inflammatoire au niveau de la surface oculaire, sont

malgré tout encore peu identifiés. Approfondir les connaissances sur la pathophysiologie de la

maladie est indispensable pour faire évoluer la prise en charge thérapeutique des patients afin de

pouvoir enfin soulager efficacement les patients. En effet, les traitements actuels de la sécheresse
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oculaire sont limités, induisant pour la plupart seulement un soulagement symptomatique plutét que
ciblant précisément la pathophysiologie de la maladie.

Dans la deuxiéme partie de ce manuscrit, nous allons décrire les principaux résultats de nos
recherches sur les mécanismes de la pathophysiologie de la sécheresse oculaire en analysant le
comportement de cellules conjonctivales dans un modéle hyperosmolaire de la pathologie en termes
de réponses pro-inflammatoires.
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2. RESULTATS
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L'ensemble des travaux menés durant ce travail de thése a eu pour but d'analyser le
comportement pro-inflammatoire des cellules épithéliales conjonctivales soumises a un modele de
sécheresse oculaire in vitro : le modele d'hyperosmolarité par ajout de chlorure de sodium. Ce type
cellulaire, bien que recouvrant la majorité de la surface oculaire, est en effet rarement étudié dans
les modeles de sécheresse oculaire bien que subissant les mémes conditions d'hyperosmolarité que
les cellules cornéennes, largement plus étudiées. La conjonctive étant un tissu trés vascularisé
pouvant étre le siege de réactions immunitaires et inflammatoires, il est d'autant plus intéressant de
connaitre le comportement des cellules conjonctivales dans le cadre d'une sécheresse oculaire. Les
expériences que nous avons réalisées in vitro vont nous permettre de mieux comprendre la
physiopathologie de la maladie et de découvrir de potentielles nouvelles approches pour la
thérapeutique de celle-ci.

Dans un premier temps, nous avons déterminé quels marqueurs classiques de I'inflammation
sont induits par un stress hyperosmolaire sur ces cellules. Nous avons approfondi cette étude en
étudiant I'effet combiné du BAK sur cette inflammation. Les résultats obtenus font I'objet d'un article
en soumission.

Aprés cette premiere partie du travail, nous avons concentré notre attention sur la
caractérisation de la sécrétion de la chimiokine pro-inflammatoire CCL2 induite par
I'nyperosmolarité, en étudiant les voies impliquées dans cette induction et plus particulierement en
analysant le réle du facteur de transcription TonEBP/NFATS5. Nous avons complété cette étude par
I'analyse des effets de molécules anti-inflammatoires sur cette induction de CCL2. Cette étude est
également le sujet d'un second article en soumission.

Pour finir, nous avons étudié en parallele une voie de l'inflammation plus particuliere,
I'inflammasome, en comparant le comportement des cellules conjonctivales a celui d’une lignée de
cellules monocytaires dans ce modele hyperosmolaire.
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2.1.1. Introduction

L'objectif de ce premier travail a été d’étudier le comportement des cellules conjonctivales
sous l'effet d’'un milieu hyperosmolaire en termes de sécrétion de marqueurs classiques de
I'inflammation, c'est-a-dire les chimiokines et cytokines pro-inflammatoires CCL2, IL-8 et IL-6, ainsi
que I'expression de la molécule d'adhésion ICAM-1, ces différents marqueurs ayant été rapportés
comme étant augmentés dans des études cliniques ou dans les études in vivo et in vitro de
sécheresse oculaire (122,248,251,289,297,399). Nous avons également étudié une autre cytokine
pro-inflammatoire, macrophage migration inhibitory factor (MIF), connue pour son rble dans
certaines maladies auto-immunes et dont I'expression est augmentée dans les glandes lacrymales
d'animaux chez lesquels une sécheresse oculaire avait été induite a I'aide d’une injection de toxine
botulique (399). Nous nous sommes également intéressée au facteur de transcription NFAT5 connu
pour son rdle protecteur lors de conditions hyperosmolaires.

D'autre part, nous avons voulu tester I'effet pro-inflammatoire du BAK sur ces cellules, ceci
dans le but de confirmer I'nypothése d'une potentialisation des effets pro-inflammatoires de
I'hyperosmolarité et du BAK combinés. Des études cliniques ont déja démontré que le BAK pouvait
induire des signes de sécheresse oculaire (71-73,75). Les études in vivo utilisant des instillations de
BAK comme modeéle de sécheresse oculaire ainsi que des études in vitro ont démontré |'effet
inducteur de cette molécule sur certains marqueurs de I'inflammation comme IL-1 et TNF-a (87). Une
étude précédente a déja démontré une augmentation des effets déléteres sur la viabilité cellulaire
des cellules conjonctivales lorsque le BAK était couplé a des conditions d'hyperosmolarité (222). En
clinique, cette situation peut se présenter dans le cas de patients traités au long cours avec des
collyres contenant du BAK et ayant développé une sécheresse a la suite de I'application réguliere de
ce conservateur.

2.1.2. Matériel et Méthodes

Nous avons utilisé une lignée cellulaire dérivée de cellules conjonctivales, la lignée WKD
(Wong Kilbourne derivative of Chang conjunctiva). Cette lignée cellulaire a été obtenue apres
immortalisation par contact avec des cellules cancéreuses Hela. Ces cellules ont été cultivées en
milieu Dulbecco minimum essential medium (DMEM) enrichi avec 10% de sérum de veau feetal (SVF),
1% de glutamine (200 mM), 1% de pénicilline (10 000 units/mL) et 1% de streptomycine (10 000
pg/mL) dans des conditions standard (atmosphére humide, 5% C0O2, 37°C). Ce milieu de culture a une
osmolarité de 340 mOsM. Les cellules ont ensuite été cultivées en présence d'une hyperosmolarité
saline (induite par I'ajout de NaCl) de 500 mOsM, en présence de BAK 3.10-4% ou en présence de la
combinaison des deux conditions. L'expression génique et la sécrétion de protéines CCL2, IL-8, IL-6 et
MIF ainsi que celles d'ICAM-1 ont été analysées a l'aide de techniques de RTgPCR et d'ELISA. La
détection intracytoplasmique de CCL2 et de NFATS5 a été effectuée grace a des immunomarquages.
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2.1.3. Résultats

L'hyperosmolarité a induit I'expression et la sécrétion de CCL2 mais n'a pas eu d'effet sur les
autres cytokines pro-inflammatoires testées. Le BAK seul a uniquement induit I'augmentation de
I'expression génique d'IL-6. La combinaison des deux stimuli a conduit a une induction de CCL2
moindre que celle induite par I'hyperosmolarité seule et a une sécrétion d'IL-8 et de MIF.
L'expression génique d'ICAM-1 et sa sécrétion n'ont pas été modifiées par les conditions testées.
NFATS a été transloqué dans le noyau dans les conditions d'hyperosmolarité, de BAK seul et de la
combinaison des deux conditions.

2.1.4. Conclusion

Les résultats obtenus dans ces expériences supposent que l'inflammation observée dans les
cas de sécheresse oculaire ne serait pas uniquement liée aux cellules immunitaires mais pourrait
provenir directement et localement des cellules épithéliales conjonctivales, notamment via la
sécrétion de la chimiokine pro-inflammatoire CCL2. Ce type cellulaire aurait alors un role dans
I'entretien du cercle vicieux présent au niveau de la surface oculaire caractérisant cette pathologie.
Nous avons également observé que le BAK, en plus d'un effet pro-inflammatoire indirect lié a son
effet inducteur de sécheresse oculaire, pourrait avoir un réle aggravant dans la pathologie.

Ces résultats confirment la nécessité d'établir des recommandations concernant ['utilisation
de collyres en proscrivant ce conservateur chez les patients atteints de sécheresse oculaire (597).

2.1.5. Article

Article 1: Hyperosmolarity and Benzalkonium Chloride Increase Expression of Inflammatory Markers
on Conjunctival Epithelial Cells in Vitro.
Article en soumission a "Cutaneous and ocular toxicology"
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Hyperosmolarity and benzalkonium chloride increase expression of inflammatory markers on
conjunctiva-derived epithelial cells in vitro

Elise Warcoinl,2, Chloé Clouzeaul, Christophe Roubeix1, Anne-Laure Raveul, David Godefroyl, Luisa
Rianchol, Christophe Baudouinl,3, Francoise Brignole-Baudouinl,4.

1 Sorbonne Universités, UPMC Univ Paris 06, INSERM, CNRS, Institut de la Vision, 17 rue Moreau, 75012 Paris, France.
2 CHNO des Quinze-Vingts, Service Pharmacie, 28 rue de Charenton, 75012 Paris, France.

3 CHNO des Quinze-Vingts, Service Ill, 28 rue de Charenton, 75012 Paris, France.

4 Faculté de Pharmacie de Paris, Univ Paris Descartes, Sorbonne Paris Cité, 75006 Paris, France.

Context: Although dry eye syndrome is a frequent pathology, much remains to be understood about the
underlying mechanisms leading to this condition. However, increasing evidences suggest that tear
hyperosmolarity is one of the core phenomenons causing ocular surface inflammation in dry eye syndrome.
Besides, benzalkonium chloride (BAK), the most commonly used preservative in eye drops, is known to induce
dry eye in long-term treated patients and animal models. Analyzing the modulation of the pro-inflammatory
potential of hyperosmolarity in presence of BAK on the conjunctiva, could then give new insights on the
potential aggravating effect of this preservative on the dry eye disease.

Objective : To investigate inflammatory markers in NaCl-induced hyperosmolar conditions in a conjunctival
epithelium-derived cell line, in the presence or absence of the preservative BAK.

Materials and methods: Conjunctiva-derived epithelial cells were cultured in hyperosmolar conditions (500
mOsM), in BAK (3.10-4%) and in a combination of the two. The pro-inflammatory chemokines CCL2, IL-8 and IL-
6, the macrophage migration inhibitory factor (MIF), the intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1) and the
osmoprotectant-sensitive element Nuclear factor of activated T-cells 5 (NFATS) were assessed using ELISA, RT-
gPCR or, immunofluorescence staining.

Results: Hyperosmolarity highly increased CCL2 in terms of secretion, gene expression and cytoplasmic level in
conjunctiva-derived cells whereas BAK3.10-4% alone stimulated IL-6 expression. These conditions combined
induced an increase of CCL2 but smaller compared to hyperosmolar conditions alone, an increase in MIF and IL-
8 secretion sand a decrease in MIF expression. Neither ICAM-1 secretion nor expression was modulated by any
of the conditions tested. The osmoprotectant NFAT5 was activated and translocated to the nucleus in
hyperosmolar, BAK and combined conditions.

Discussion: In this in vitro model, hyperosmolarity induced the release of the pro-inflammatory chemokine
CCL2 by conjunctiva-derived cells. This study also demonstrates that BAK can be a direct pro-inflammatory
agent on the ocular surface as well as an indirect one by inducing dry eye disease in long-term use. This study
also brings to light a potential pro-inflammatory effect of instillations of eyedrops containing BAK on the ocular
surface of patients with dry eye disease.

Conclusion: This in vitro hyperosmolarity model highlights the importance of avoiding treatments with eye
drops containing BAK in patients with dry eye conditions.

INTRODUCTION
Dry eye physiopathology encompasses a large
number of mechanisms and possible etiologies.

dry eye (2-5). In fact, dysregulated inflammation is
a continuous pathological response to stress
inducing dry eye disease. Conjunctiva is a

The latest Dry Eye Workshop defined dry eye as a
multifactorial disease involving the tear film and
the ocular surface, which is driven by tear
hyperosmolarity and inflammatory reactions (1).
This pathology can be caused or sustained by
repeated environmental stresses, such as
pollutants, allergens, contact lenses or the
extensive use of preservatives, such as
benzalkonium chloride (BAK). Dry eye results in
symptoms of discomfort, visual disturbance and a
lack of protection of the surface epithelia by the
tear film with potential damage to the ocular
surface. The revised definition supports increasing
evidence that inflammation is a core mechanism of

protective and reactive tissue of the ocular surface
and is submitted to the same environmental
challenges as cornea and responds differently. The
corneal tissue, which is highly innervated and
whose transparency is mandatory for visual
function, has already been studied in response to
hyperosmotic stress (6). However, little is known
on the behavior of conjunctival epithelium in
hyperosmolar or toxic conditions regarding
inflammation. Few in vitro and in vivo
hyperosmolarity studies have been conducted on
conjunctival cells (7-9) in comparison to corneal
cells (10-15). Instead, many in vivo models of dry
eye disease have been built to assess the
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inflammatory consequences of dry eye syndrome
(16,17). In parallel, BAK has been shown to
increase tear hyperosmolarity in glaucoma patients
treated over the long term for glaucoma (18).
Moreover, glaucoma treatments have been widely
demonstrated in many observational studies to be
associated with a high prevalence of dry eye
(19,20), most likely to a large extent in relationship
with the use of BAK as preservative over the long
term. Many studies in dry eye patients have
demonstrated that inflammatory events were
induced through the secretion of pro-inflammatory
cytokines, chemokines and adhesion molecule
expression involved in the activation of immune
cell trafficking and associated with an increased
number of T Ilymphocyte infiltrates in the
conjunctiva (21-23). These findings were also
confirmed in animal models of dry eye disease (17)
and in in vitro models (10). Several studies showed
that the expression of immune-related antigens
such as human leukocyte antigen (HLA-DR) and the
intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1) are
increased in the conjunctival cells of impression
cytology specimens in dry eye patients (21,22,24)
as well as on human conjunctival epithelium in
hyperosmolar conditions (7).

In addition, inflammation in dry eye disease is also
mediated by numerous cytokines, such as IL-1,
TNF-a, IL-6, IL-8 and macrophage migration
inhibitory factor (MIF) (10,17), which play crucial
roles in the regulation of this process by activating
and recruiting inflammatory cells. Using an animal
model, Goyal et al. highlighted the importance of
the inflammatory chemokine CCL2, through the
blockade of its receptor CCR-2, associated with an
improvement in the disease and characterized by a
decrease in clinical and cellular inflammation (16).
Moreover, CCL2 expression was shown to be
increased by sucrose-induced hyperosmolar
conditions in corneal cells, as well as IL-6 and IL-8
(11,12), and in normal rat kidney cells (25).
Interestingly, the osmoprotectant element NFAT5
was involved in this CCL2 upregulation (26) and is
known to be activated in corneal cells and to
mediate induction of some cytokines after a
hyperosmotic challenge (27). Other interesting
findings demonstrated that some proteins were
also involved in dry eye disease inflammation, such
as MIF, which was found to be overexpressed in a
murine dry eye model in the lacrimal glands (28).

In a NaCl-induced hyperosmolar model intended to
reproduce a key feature of dry eye, we previously
demonstrated that BAK, the most commonly used
preservative in eyedrops, potentiated cytotoxic
and oxidative stress of hyperosmolarity (8). Other
studies have shown that BAK induces large pro-
inflammatory effects on conjunctiva-derived cells

in vivo in patients exposed to BAK over the long
periods of time and in experimental toxicological
models (29,30).

These findings prompted us to determine the
effects of hyperosmolarity stress on this cell type
to determine (i) the inflammatory markers CCL2,
IL-8, IL-6, MIF, ICAM-1, and the osmoprotectant
element NFATS gene and protein expression and
(ii) how BAK influences the inflammatory response
independently or in association with hyperosmolar
conditions.

METHODS

Cell line

The Wong Kilbourne derivative of the Chang (WKD)
conjunctival epithelial cell line (clone 1-5c-4,
American Type Culture Collection [ATCC] certified
cell line [CCL], 20.2) was cultured under standard
conditions (moist atmosphere, 5% CO2, 37°C) in
Dulbecco minimum essential medium (DMEM)
supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS),
1% glutamine (200mM), 1% penicillin (10,000
units/mL) and streptomycin (10,000ug/mL) for 24h
to reach confluence before stimulations. All
reagents for cellular culture were purchased from
Gibco (Cergy Pontoise, France). This cell line has
previously been used for toxicological in vitro
studies and was shown to respond similarly to the
IOBA -NHC conjunctival cell line (31). Despite the
criticism on this cell line, immortalized by contact
with cervical cancer Hela Cells, we decided to use
it after having confirmed the conjunctival
phenotype by a cytokeratin 13 flow cytometry
analysis (32) and because it does not require
supplementation of hydrocortisone, as IOBA-NHC
cells do.

Hyperosmolar condition preparation and control
Each hyperosmolar medium was prepared by
adding sodium chloride (Sigma-Aldrich, Saint Louis,
MO, USA) to the supplemented medium. All
osmolarity values were assessed using an
osmometer (Roebling 13DR, Berlin, Germany)
including the supplemented medium, which was
found at 340 mOsM as expected from information
provided by the manufacturer. This level was
defined as the basal control osmolarity under
which the cell line was kept. Its value narrowly
exceeds the expected osmolarity in normal tear
films (302.2+8.3 mOsM) and that in dry eye
subjects (336.4+22.3 mOsM) (33).

Cell stimulation protocol

At confluence, cells were grown for 24h, as
previously published (8) : (1) in supplemented
DMEM considered as the control condition (340
mOsM), called Control,; (2) in hyperosmolar
medium achieved by adding sodium chloride (NaCl,
Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France) in
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supplemented DMEM (500 mOsM), called HO ; (3)
in supplemented DMEM containing BAK (Fluka,
Buchs, Switzerland) at 3.10-4% (340 mOsM), called
BAK, or (4) in a combination of hyperosmolarity
and BAK3.10-4% (500 mOsM), HO+BAK. After this
incubation period, cells or cellular supernatant
were collected and treated to perform the
following assays.

Hour-long exposures to hyperosmolar conditions
of 500 mOsM may appear drastic compared to the
lachrymal osmolarity seen in dry eye patients, but
they are a classic protocol used in dry eye in vitro
studies. Moreover, clinical studies have detected
hyperosmolarities as high as 424 mOsM (34) in dry
eye patients and peaks of 800—900 mOsM are
thought to occur over the central cornea during
tear film instability (35). Concerning the
concentration of BAK tested, we used a much
lower concentration of BAK in comparison with
ophthalmic formulations (BAK 3.10-4% vs 2.10-2%)
because we choose to apply it during 24
continuous hours whereas in clinical conditions the
ocular surface is only exposed for 20 minutes
several times per day and over years (36).

Cell viability

Cellular viability was analyzed by evaluating the
abundance of ATP, which is related to the presence
of metabolically active cells, using the CellTiter-
Glo®assay (Promega, Madison, WI, USA). After a
24-h incubation period in the different stress
conditions, CellTiter-Glo® reagent was added to
the cellular medium following the manufacturer’s
protocol. Luminescence was then quantified using
a microplate reader (Infinite M1000, Tecan, Lyon,
France). Luminescence values were then reported
to the value obtained for control cells considered
as 100% of viability.

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
ELISAs for human CCL2, IL-8, MIF, IL-6 and soluble
ICAM-1detection were performed using the
commercial DuoSet ELISA Development kit (R&D
Systems, Minneapolis, MN, USA). After a 24-h
incubation period in the different stress conditions,
cellular supernatants were collected, centrifuged
to remove potential cellular fragments and ELISAs
were performed according to the manufacturer’s
protocols on supernatants. Absorbances were read
at 450 nm using a microplate reader (Infinite
M1000, Tecan) with a reference wavelength of 570
nm.

Immunostaining

Cells were grown on round sterile cover glasses
(diameter, 14mm; Menzel GmbH,Braunschweig,
Germany). After the 24-h period of incubation in
the different stress conditions, cells were washed
and fixed in 4% paraformaldehyde-PBS. Then they
were permeabilized in a 0.3% Triton X-100 (Sigma-

Aldrich) solution for intracellular staining, followed
by a 1% bovine serum albumin (BSA, Sigma-
Aldrich) incubation for 30 min and a 1-hstaining
period with the primary antibodies: anti-CCL2
(mouse, IgG; R&D Systems) and anti-NFAT5 (goat
IgG; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA,
USA). Then cells were incubated for 1h with the
secondary antibody Alexa Fluor 488 goat anti-
mouse and 488 rabbit anti-goat (Invitrogen, Life
technologies, Carlsbad, CA, USA) before a 15-min
incubation with DAPI (Sigma-Aldrich). Cover glasses
were then mounted with Mountant PermaFluor®
(Thermo Fisher Scientific, Courtaboeuf, France),
before observation with an epifluorescence
microscope (Leica DMG6000B, Rueil-Malmaison,
France).

Real-time PCR

After the 24-h incubation period in the different
stress conditions, the cells were washed, then
lysed, and total RNA was extracted using the
NucleoSpin RNA Il extraction kit (Macherey-Nagel,
Diren, Germany). RNA content was measured
using a NanoDrop detector (ND-1000
spectrophotometer) and cDNA was synthesized
from equal amounts of RNA (660ng) using
Multiscribe reverse transcriptase (TagMan Reverse
Transcription Reagents, Applied Biosystems, Life
Technologies). Concentrations of each sample
were adjusted to 5 ng/uL of cDNA. The reaction
mixture containing 25 ng of cDNA per well was
preheated at 95°C for 10 min, followed by 40
cycles (95°C/15s and 60°C/1 min). Each assay,
carried out in triplicate, was normalized by
amplifying the housekeeping cDNA GAPDH (ID
Hs9999905). Target cDNA was amplified using the
7300 Real-Time PCR system (Applied Biosystems,
Life Technologies) with assays-on-demand primers
for human CCL2 (ID Hs00234140), IL-8 (ID
Hs00174103), IL-6 (ID Hs00985639), MIF (ID
Hs00236988) and ICAM-1 (ID Hs00164932)
(Applied Biosystems, Life Technologies). Relative
quantification of target mRNA was assessed
according to the comparative Ct method (2-AACt);
the results are presented as the relative fold
change compared to unstimulated control.
Statistical analyses

All experiments were conducted in triplicate or
more and the groups were compared using one-
way analysis of variance (ANOVA) followed by
Tukey’s multiple comparison test (GraphPad,
GraphPad Software, La Jolla, CA, USA). A p-value
<0.05 was considered to be statistically significant.

RESULTS

The CellTiter-Glo® viability assay (Figure 1) showed
a decrease in cellular viability with the three
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conditions tested compared to control cells : 80%
viability with HO (not significantly different), 65%
with BAK ( p £ 0.01 ) and 30% with HO+BAK (p <
0.0001 ). Combining HO and BAK significantly
decreased cellular viability compared to each
condition alone.

Concerning the protein secretion, HO increased
CCL2 secretion by conjunctiva-derived cells in
comparison with control cells (291pg/mL and
18pg/mL, respectively, p < 0.0001) (Figure 2.A).
The two other conditions tested containing BAK
did not induce any significant difference in CCL2
secretion from conjunctiva-derived cells compared
to control cells. A significantly higher level of IL-8
and MIF in the supernatant was observed in
HO+BAK condition compared to control conditions
and to HO and BAK conditions alone (145pg/mL for
IL-8 and 382pg/mL for MIF) (p < 0.05 and p < 0.001
respectively, compared to controls) (Figure 2A and
2B). The IL-6 secretion was not affected by any of
the conditions tested (Figure 2C).

The two hyperosmolar conditions tested
significantly increased CCL2 gene expression in
conjunctiva-derived cells compared to control cells:
a 59.6-fold increase was observed for HO (p <
0.0001) and a 30.0-fold increase for HO +BAK (p <
0.001) (Figure 3A). The CCL2 mRNA expression in
cells with HO was significantly higher than the one
in cells under HO+BAK conditions (p < 0.0001). BAK
alone did not induce any change in CCL2 gene
expression. No significant change was observed
either in IL-8 and MIF gene expression (Figure 3B
and 3C), but BAK conditions did lead to a
significant increase in IL-6 mRNA expression
compared to control cells (p < 0.05).

An increase in the intracytoplasmic level of CCL2
when conjunctiva-derived cells were exposed to
hyperosmolarity was confirmed by
immunofluorescent staining (Figure 4A).
Immunostaining of NFATS5 (Figure 4B) showed that
hyperosmolar conditions (HO and HO+BAK
conditions) induced an increase in NFAT5
expression and its translocation from the
cytoplasm to the nucleus in conjunctiva-derived
cells compared to control cells. We observed two
cellular populations with cells treated with BAK
alone, the preponderant one showing diffuse
staining as high as in control cells and the other
showing a translocation of NFAT5 in the nucleus.
However, hyperosmolarity, whether associated
with BAK or not, induced the translocation of
NFAT5 more than in control cells or BAK alone.
Soluble ICAM-1 secretion and ICAM-1 gene
expression were not modified in any of the three
conditions tested (data not shown).

DISCUSSION

This study investigated whether hyperosmolar or
BAK conditions could induce inflammation in
conjunctival cells. We used a conjunctiva-derived
cell line for studying inflammatory markers
induced by hyperosmotic and toxic stresses,
regarding the expression of CCL2, IL-8, IL-6, MIF,
ICAM-1 and the osmoprotectant element NFATS5 in
order to exhibit the active participation of
inflammation to dry eye disease pathophysiology.
This in vitro model does not fully reflect what
happens in patients, because it is based on only
one cell type, exempt of tear film, vessels, goblet
cells or immune cells that strongly interact with
each other, in particular during the inflammation
process. However, the conjunctival epithelium
remains of interest for studying the inflammatory
behavior of the ocular surface.

Hyperosmolarity is now considered as a predictive
parameter of dry eye assessment and a good
diagnosis criterion for the disease (37,38), showing
better correlation with symptoms than standard
clinical dry eye signs (39,40). Recently,
hyperosmolarity at the epithelial cell level has
been proposed as a potent inducer of
inflammatory events and the increased expression
of inflammatory markers has been shown to
exhibit high correlations with tear osmolarity
values in dry eye patients (7). At the same time,
BAK has been demonstrated to induce dry eye
disease by causing tear film instability and
hyposecretion. Some studies have even used
topical instillations of BAK to develop a new animal
model for dry eye disease (30,41,42). Likewise,
high levels of inflammation have been measured in
glaucoma patients receiving BAK-containing eye
drops  (29,43). In  such  studies, tear
hyperosmolarity has been associated with the
number of BAK eyedrops instilled (18). In addition,
in experimental in vivo models, several studies
have linked BAK and inflammation in ocular surface
epithelial cells (30) and in an in vitro study on
conjunctival and corneal cells, BAK induced pro-
inflammatory markers like TNF-a or IL-1 (44).

In our study, we confirmed that the expression and
secretion of the pro-inflammatory chemokine CCL2
is highly stimulated by NaCl-induced hyperosmolar
conditions in conjunctiva-derived cells. This
increase in CCL2 gene expression in hyperosmolar
conditions has been reported in corneal cells
(11,12) and in other cell types such as kidney cells
(25). BAK 3.10-4% had no effect on CCL2 secretion
or gene expression. However, adding BAK to
hyperosmolar conditions led to a significant
decrease in the level of CCL2 secretion and gene
expression. This could be due to the cellular
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mortality that occurs under these conditions and
that leads to different cellular behavior. The
importance of CCL2 in dry eye disease, already
demonstrated by Goyal et al. in an animal model
(16), is confirmed in our in vitro model.

We also found that the osmoprotectant element
NFAT5, shown to be involved in inflammatory
disorders (45), was activated in our model by
hyperosmolar conditions and even with the
preservative BAK. Recently, studies on mesothelial
cells and kidney cells have linked CCL2
upregulation induced by hyperosmolarity to NFATS
activation (26,46) and a study on limbal cells
demonstrated that induction of IL-1 and TNF-a by
hyperosmolarity was linked to NFAT5 (27). We
observed in conjunctiva-derived cells that NFAT5
could become an advantageous pathway to
explore especially concerning its potential link to
hyperosmolarity- induced CCL2 secretion, and
possibly to target future treatments, given its role
at the crossroads between inflammatory and
hyperosmolar responses in dry eye patients.

In addition to these findings, we have addressed
the role of MIF, a macrophage activator playing a
role as a pro-inflammatory cytokine in
autoimmune diseases (47). Recent studies have
suggested that this cytokine may also be involved
in dry eye disease physiopathology (48). Its
expression was notably found to increase in an in
vivo dry eye model (28). The IL-8 cytokine was also
investigated as it is found in higher concentrations
within the tears of patients with dry eye disease
(49) and increases in hyperosmolar in vitro dry eye
models on limbal cells (10) and corneal cells (12).
Surprisingly, in our model, hypeosmolarity did not
affect MIF and IL-8 expression or secretion. This
could be explained by the conjunctiva-derived cell
type that we have worked with, because its
response to hyperosmolar stress may differ from
that of more commonly studied ocular cells. In
vivo, IL-8 and MIF could be produced by cell types
other than epithelial cells, which could explain why
we did not find these proteins overexpressed in
our simple monocellular model. In support of this
hypothesis, the weak expression of IL-8 on
conjunctival epithelial cells has been documented
in healthy and moderate dry eye patients using
impression cytology (50) and an identical
hyperosmolar protocol on primary conjunctival
cells was not observed to induce IL-8 secretion (9).
BAK alone did not induce either of these pro-
inflammatory markers. However, the combination
of hyperosmolarity and BAK induced a significant
increase of MIF and IL-8 secretion in supernatants
after 24 hours of exposure without affecting their
expression. A previous study showed that
subjecting cells to these conditions induces

apoptotic processes and disrupts membrane
integrity (8). Together, these results suggest that
the membrane disruption induced by the
combination of hyperosmolarity and BAK leads to
leakage of a preformed stock of MIF and IL-8 in the
extracellular medium. This finding brings to light a
potential pro-inflammatory hazard in treating dry
eye disease with eyedrops containing BAK.

An increased concentration of pro-inflammatory
cytokines and chemokines in the tear fluid and on
impression cytology has been extensively reported
(49,51), and IL-6 is one of them (52). Moreover,
sucrose-induced  hyperosmolarity has been
observed to increase IL-6 in corneal cells (11).
However, our model with  NaCl-induced
hyperosmolarity did not induce any change in IL-6
secretion or expression by conjunctiva-derived
cells, but BAK3.10-4% alone did increase IL-6
mRNA expression, confirming the direct pro-
inflammatory effect of BAK via IL-6 on these cells.
This BAK-caused increase in IL-6 was reported in
vitro on corneal and epithelial cells (53,54).
Likewise, the increase in the adhesion molecule
ICAM-1, found in dry eye (21,51) and glaucoma
patients treated with eyedrops containing BAK
(29), was not found to be modulated in our model
by any treatment.

As for MIF and IL-8 studies, IL-6 and ICAM-1 should
be further investigated with different
hyperosmolar protocols and with coculture
systems that could better represent the
physiological environment of conjunctival cells.

CONCLUSION

In conclusion, our in vitro study supports the
hypothesis that inflammation is involved in dry eye
physiopathology, through the induction of the
CCL2 inflammatory marker on the ocular surface
following hyperosmotic stress. These findings
suggest that inflammation could be induced locally
on ocular surface epithelia, and is not only
restricted to immune cells. In so doing, it could
participate in the self-perpetuating circle of dry eye
disease (1,3). Our data thus directly connect
hyperosmolarity and inflammatory response on
conjunctiva-derived epithelial cells, since epithelial
cells were able to secrete and release the pro-
inflammatory chemokine CCL2. We chose markers
and chemokines expected to play a role in dry eye
pathophysiology, but further candidates could be
screened to find new targets for therapeutic
development. Additionally, the commonly used
preservative BAK may also be a potent inducer of
inflammation that could aggravate the pathology
when used in topical treatments for dry eye
patients. These results argue in favor of
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preservative-free eye drops when treating dry eye
and conditions requiring long-term treatments.
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Figure 1. Cell viability assessed by CellTiter-Glo® assay. Conjunctiva-derived epithelial cells were exposed to
medium (control cells), HO500, BAK3.10 % and HO500+BAK3.10™% solutions for 24h. Cells treated with HO
did not show any difference in viability compared to control. Solutions containing BAK induced a significant
decrease in viability compared to control cells. Data showing mean + SEM, n = 3 or more. Statistical analysis:
one way ANOVA followed by Tukey’s multiple comparison test. * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001; ****p
<0.0001
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Figure 2. Evaluation of cytokines and chemokines secretion. Conjunctiva-derived epithelial cells were exposed
to medium (control cells), HO500, BAK3.107*% and HO500+BAK3.10“% solutions for 24h. Concentrations of
CCL2 (A), IL-8 (B), MIF (C) and IL-6 (D) in supernatants were evaluated by ELISA. HO significantly increased CCL2
secretion compared to all other conditions. HO+BAK solution significantly increased IL-8 and MIF secretion
compared to all other conditions. None of the conditions induced a change in IL-6 secretion. Data showing
mean + SEM, n = 3 or more. Statistical analysis: one way ANOVA followed by Tukey’s multiple comparison test.
*p<0.05;**p<0.01; ***p<0.001; **** p<0.0001.
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Figure 3. Evaluation of cytokines and chemokines gene expression. Conjunctiva-derived epithelial cells were
exposed to medium (control cells), HO500, BAK3.10™*% and HO500+BAK3.10™*% solutions for 24h. Relative
expressions of CCL2 (A), IL-8 (B), MIF (C) and IL-6 (D) mRNA were evaluated by RT-gPCR. Data were normalized
using GAPDH as a housekeeping gene. Conditions with HO induced a significant increase in CCL2 gene
expression. BAK solution significantly increased 1l-6 secretion compared to control. Data showing mean + SEM,
n = 3 or more. Statistical analysis: one way ANOVA followed by Tukey’s multiple comparison test. * p <0.05; **
p<0.01;***p<0.001; **** p<0.0001
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Figure 4. Intracellular detection of CCL2 and NFAT5. Conjunctiva-derived epithelial cells were exposed to
medium (control cells), HO500, BAK3.107*% and HO500+BAK3.10™*% solutions for 24 h. White scale bar : 20um.
A. Immunostaining of CCL2. Specific staining appears in green. Fluorescence increased in the HO500 condition
compared to control. Pictures concerning BAK conditions are not shown because the cells were too few and
too altered for interpretation. B. Immunostaining of NFAT5. Specific staining appears in green. NFAT5
translocated from the cytoplasm to the nucleus in HO500 and the HO500+BAK3.10 "% conditions while it
appeared as a weak and diffuse staining in control cells. BAK3.10™% alone showed two cellular populations,
the preponderant one showing high diffuse staining like control and the other showing a translocation of
NFATS in the nucleus.
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2.2.1. Introduction

Au vu de des résultats obtenus dans les expériences précédentes et notamment l'importante
induction de la chimiokine pro-inflammatoire CCL2 dans ce modele d’hyperosmolarité, nous avons
voulu étudier plus particulierement cette chimiokine dans la suite de nos recherches.

Cette chimiokine est considérée comme une chimiokine majeure de la réaction
inflammatoire et elle a déja été identifiée comme ayant un réle potentiel dans certaines maladies
inflammatoires chronique telles que la sclérose en plaques. L'intérét d'étudier CCL2 dans la
sécheresse oculaire est appuyé par le fait que son taux est augmenté dans les larmes des patients
atteints (289) et que cette chimiokine est également augmentée dans la cornée d'un modele in vivo
de SGS (376). De plus, une étude in vivo a rapporté une amélioration des symptomes de sécheresse
oculaire et des marqueurs biologiques pro-inflammatoires induits par le modele, via I'application
topique d'un antagoniste du récepteur de CCL2, CCR2 (437).

Dans un premier temps nous avons caractérisé l'induction de CCL2 par I'hyperosmolarité, en
termes d'expression génique et de sécrétion. Le but était de définir les conditions expérimentales
optimales pour la suite de notre étude.

Nous avons ensuite cherché a déterminer les acteurs intracellulaires impliqués dans cette
induction de CCL2. Pour cela, nous avons étudié le réle de différentes voies intracellulaires telles que
les MAPKs, qui sont activées avec ce modele de sécheresse hyperosmolaire sur des cellules
cornéennes (172,176), ainsi que le facteur de transcription NFkB, également stimulé dans méme
modele (451). En étudiant ces acteurs, nous voulions déterminer si les cellules conjonctivales
mettaient en jeu les mémes voies de signalisation que les cellules cornéennes sous |'effet de notre
modele de sécheresse hyperosmolaire.

Notre analyse s'est ensuite focalisée sur un autre facteur de transcription connu pour son
role essentiel dans |'adaptation des cellules au stress hyperosmolaire, NFAT5. En effet, dans notre
travail précédent, nous avions confirmé la translocation de ce facteur dans le noyau des cellules
conjonctivales, sous les conditions d'hyperosmolarité. Afin de mieux caractériser la réponse cellulaire
a I'hyperosmolarité, nous avons donc étudié les interrelations entre CCL2 et NFAT5. Des études
récentes ont en effet mis en évidence que l'induction de CCL2 par I'hyperosmolarité est liée a ce
facteur de transcription sur des cellules mésothéliales et rénales (249,598). De plus, une étude sur
des cellules limbiques a montré que I'hyperosmolarité induit a la fois la translocation de NFATS5 et la
sécrétion des cytokines pro-inflammatoires IL-1B et TNF-a et que ces deux phénomenes sont liés
(221).

Pour compléter cette étude et rechercher si cette voie de signalisation serait une bonne cible
thérapeutique a approfondir pour traiter la sécheresse oculaire, nous avons également étudié I'effet
de trois molécules anti-inflammatoires (CsA, Dex et Dox) sur l'induction de CCL2 et de NFAT5.

95



2.2.2. Matériel et Méthodes

Nous avons utilisé la lignée cellulaire conjonctivale WKD. Ces cellules ont été cultivées en
présence d'hyperosmolarité saline (400 mOsM a 600 mOsM) pendant différents temps d'exposition
(30 min a 24 h), afin de caractériser l'induction de CCL2 et de NFATS par I'hyperosmolarité. Dans
certaines expériences, des small interfering RNA (siRNA) anti-NFAT5, des inhibiteurs de MAPKs et de
NFkB, ou des molécules thérapeutiques (CsA, Dex et Dox) ont été ajoutés 1h avant I'hyperosmolarité.
La viabilité cellulaire a été analysée a 'aide du test CellTiterBlue® qui évalue I'activité métabolique
des cellules. L'expression génique de CCL2 et de NFATS a été analysée grace a des techniques de
RTqQPCR et la sécrétion de CCL2 a été analysée en ELISA. La détection intracytoplasmique de NFATS a
été effectuée en immunomarquages fluorescents.

2.2.3. Résultats

L'hyperosmolarité a induit I'expression génique et la sécrétion de CCL2 de facon
concentration- et temps-dépendante sur les cellules conjonctivales. Cette condition a également
conduit a I'augmentation de I'expression génique de NFAT5 et a sa translocation dans le noyau. Le
prétraitement de ces cellules sous hyperosmolarité avec des siRNAs anti-NFAT5 a conduit a
I'inhibition totale de l'induction de CCL2 ainsi qu'a une diminution de la viabilité cellulaire. Le
prétraitement des cellules avec des inhibiteurs de p38, JNK et de NFkB ainsi qu’avec de la CsA et de la
Dex a conduit a une inhibition de I'induction de CCL2 a I'inverse de la Dox et de l'inhibiteur d'ERK qui
n‘ont pas présenté cet effet. En outre, la Dex a également inhibé I'expression génique de NFAT5S
induite par I'hyperosmolarité.

2.2.4. Conclusions

Les résultats obtenus dans cette étude permettent de mieux comprendre les mécanismes de
sécrétion de CCL2 par les cellules conjonctivales soumises a des conditions mimant les conditions de
sécheresse oculaire. Cette induction de CCL2 par I'hyperosmolarité apparait comme totalement
dépendante de NFATS et également partiellement dépendante de p38, INK et NFkB.

Ces résultats innovants sur les cellules conjonctivales nécessitent d'étre approfondis afin de
déterminer l'ordre d'intervention de ces différents acteurs pour mieux caractériser la cascade
intracellulaire mise en route. Déterminer d'autres acteurs plus spécifiques que ces voies classiques
cellulaires dans cette cascade inflammatoire est également nécessaire afin de pouvoir développer
par la suite une approche thérapeutique ciblée. Pour définir ces cibles potentielles, élucider plus en
profondeur les mécanismes moléculaires de la CsA et de la Dex peut également aider a identifier des
pistes de recherche.

2.2.5. Article

Article 2: « Inhibition of NFAT5-mediated induction of CCL2 in hyperosmotic conditions by
cyclosporine and dexamethasone on conjunctival cells in vitro"
Article en soumission a "Plos One"
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Inhibition of NFAT5-mediated induction of CCL2 in hyperosmotic conditions by cyclosporine and
dexamethasone on conjunctival cells in vitro

Elise Warcoin1,2, Christophe Baudouinl,3, Carole Gard4, Frangoise Brignole-Baudouinl,5.

1 Sorbonne Universités, UPMC Univ Paris 06, INSERM, CNRS, Institut de la Vision, 17 rue Moreau, 75012 Paris, France.
2 CHNO des Quinze-Vingts, Service Pharmacie, 28 rue de Charenton, 75012 Paris, France.
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Purpose: To investigate the pro-inflammatory intracellular mechanisms induced by an in vitro model of dry eye
disease (DED) on conjunctival cells in hyperosmolarity (HO) stress conditions. This study focused on CCL2
induction and explored the implications of the nuclear factor of activated T-cells 5 (NFAT5) as well as MAPKs
and NFkB. This work was completed by an analysis of the effects of cyclosporine A (CsA), dexamethasone (Dex)
and doxycycline (Dox) on HO-induced CCL2 and NFATS induction.

Methods: A human conjunctiva-derived cell line was cultured in NaCl-hyperosmolar medium for various
exposure times. Cellular viability, CCL2 secretion, NFAT5 and CCL2 gene expression, and intracytoplasmic
NFATS were assessed using the Cell Titer Blue® assay, enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), RT-gPCR
and immunostaining, respectively. In selected experiments, inhibitors of MAPKs or NFkB, therapeutic agents or
NFATS siRNAs were added before the hyperosmolar stimulations.

Results: Hyperosmolarity induced CCL2 secretion and expression as well as NFAT5 gene expression and
translocation. Adding NFAT5-siRNA before hyperosmolar stimulation led to a complete inhibition of CCL2
induction and to a decrease in cellular viability. p38, JNK and NFkB inhibitors, CsA and Dex induced a partial
inhibition of HO-induced CCL2, while Dox and ERK inhibitor did not. Dex also induced a partial inhibition of HO-
induced NFATS5 gene expression but not CsA or Dox.

Conclusions: These in vitro results suggest a potential role of CCL2 in DED and highlight the crucial role of
NFATS in the pro-inflammatory effect of hyperosmolarity on conjunctival cells, a rarely studied cellular type.
This inflammatory pathway involving NFAT5 and CCL2 could offer a promising target for developing new
therapies to treat DED, warranting further investigations to fully grasp the complete intracellular mechanisms.

INTRODUCTION

Dry eye disease (DED) is one of the most common
ocular pathologies in the world, with a prevalence
of 3-15% (1) in patients over the age of 50, which
is often underestimated because of its apparent
harmlessness. However, patients with severe dry
eye syndrome suffer from eye irritation symptoms
as well as blurred and fluctuating vision, (2,3)
which complicate daily tasks such as performing
professional work, using a computer, reading and
driving (4). This impact on their quality of life may
in turn lead to anxiety and even depression (5).
Topical cyclosporine A (CsA) is the only drug
specifically formulated to treat dry eye syndrome
and approved by regulatory medical agencies (FDA,
EMA). Restasis® (Allergan) and lkervis® (Santen)
were launched on the market in 2002 and 2015,
respectively, and provide an alternative to artificial
tears, dexamethasone (Dex) and doxycycline (Dox).
CsA presents several properties including
immunosuppressive and anti-inflammatory effects,
but its exact therapeutic mechanisms on the ocular
surface of dry eye patients remains unclear.

The number of patients suffering from DED is set
to grow as the world population ages. A better
understanding of the pathophysiology of DED and
the mechanism of CsA could help find new targets

for treating this pathology and relieve millions of
patients from permanent and painful discomfort.

DED is due to a dysfunction of the lachrymal
functional unit resulting in decreased tear
secretion and/or excessive evaporation of the
aqueous tear phase. These effects then lead to an
increase in tear film osmolarity, tear film instability
and ultimately damages the ocular surface (6). Tear
hyperosmolarity (HO) and ocular surface
inflammation are currently considered as the two
key mechanisms underlying DED that maintain the
vicious circle of the pathology on the ocular
surface by stimulating several biologic events that
further impair tear function (1,7-9). Clinical studies
on patients with DED have highlighted the key role
that ocular surface inflammation plays in this
disease. They notably report an increase in pro-
inflammatory cytokines and chemokines in tears
and conjunctival cells such as interleukin (IL) -6, IL-
8, TNF-a and IL-1B; a loss in conjunctival goblet
cells; and an increase in immune activation and
infiltration in the conjunctiva (10-15). To help
understand the pathogenesis of DED,
hyperosmolar conditions are often used in in vivo
and in vitro studies because they reproduce the
environment in contact with the ocular surface in
the pathology. These experiments have shown that
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HO was responsible for ocular surface cell death
(16,17), reactive oxygen species formation (18,19),
activation of mitogen-activated protein kinases
(MAPKs) such as p38 MAPK (p38), c-Jun NH2-
terminal kinase (JNK) and extracellular signal-
regulated kinase (ERK) (20-22) and increases in
production of matrix metalloproteinases (MMP),
such as MMP-9, (23) and pro-inflammatory
markers including cytokines such as IL-1, TNF-a,
IL-8, IL-6 and CCL2 (24-29).

The molecular mechanism that regulates the
transcription and secretion of these pro-
inflammatory  actors under hyperosmolar
conditions is poorly understood. Among the actors
involved, CCL2, a potent chemoattractant protein
that attracts monocytes to the inflammation site
(30), and its receptor CCR2 have been identified as
potentially important actors in DED. Indeed, Goya
et al. discovered that a topical antagonist of CCR2
improved dry eye symptoms in in vivo experiments
(31). On other cell types such as renal tubular
epithelial cells and peritoneal mesothelial cells, the
induction of pro-inflammatory cytokines such as
CCL2 by osmotic stress has been observed to
depend on the "nuclear factor of activated T-cells
5” (NFAT5) transcription factor, also called the
tonicity response  element-binding  protein
(TonEBP) (32,33). HO is already known to induce
NFAT5 translocation to promote cellular
adaptation and survival from hypertonic stress
(34). Its activation in response to HO most
particularly regulates the transcription of target
genes that lead to the accumulation of compatible
osmolytes inside cells, promoting better
protection. Concerning ocular studies, a study on
human limbal cells showed that IL-18 and TNF-a
are induced in NaCl-induced hyperosmolar
conditions via NFATS5 activation (35). These
accumulated observations suggest that NFATS
could play a preponderant role in the inflammation
induced by hypertonic challenge.

Except for the study on cell death (16), no work has
been specifically dedicated to the epithelial
conjunctival cell inflammatory responses, and
conjunctival cells remain less studied than corneal
cells to date despite being directly exposed to HO
and also being a major victim of and actor in the
disease. Indeed, conjunctival cells collected from
dry eye patients express MHC class Il antigen, HLA-
DR, ICAM-1 and CCR5, confirming their
involvement in the pathological process (13,36—
38). The conjunctival inflammation is also reported
in several in vivo model of the pathology (39,40).
Therefore, our aim was to analyze and characterize
in vitro conjunctival CCL2 induction in a
hyperosmolar model of dry eye and to determine
the relationship between NFAT5 and CCL2 on

conjunctival cells. Moreover, we investigated
intracellular signaling pathways such as MAPKs
(p38, JNK and ERK) and the NFkB transcription
factor. We also investigated the effects of the
three major anti-inflammatory therapeutic agents:
CsA, Dex and Dox on CCL2 and NFATS induction by
HO. These molecules are used in DED patients as
an acute or chronic treatment, and understanding
their anti-inflammatory mechanism on the
desiccated ocular surface would help develop new
targeted therapies.

MATERIAL AND METHODS

Cell line

The Wong Kilbourne derivative of the Chang (WKD)
conjunctival epithelial cell line (clone 1-5c-4,
American Type Culture Collection [ATCC] certified
cell line [CCL], 20.2) was cultured under classic
conditions (moist atmosphere, 5% CO2, 37°C) in
Dulbecco minimum essential medium
supplemented with 10% fetal bovine serum, 1%
glutamine (200 mM), 1% penicillin (10,000
units/mL) and streptomycin (10,000 pug/mL) for 24
h to reach either 80% confluence before
hyperosmolar stimulations and to reach 50%
confluence before transfection for siRNA
experiments. All reagents for cellular culture were
purchased from Gibco (Gibco, Life technologies,
Carlsbad, CA, USA). This cell line has previously
been used for toxicological in vitro studies and was
shown to respond similarly to the I0BA
conjunctival cell line(41). Despite the criticism on
this cell line, immortalized by contact with cervical
cancer Hela Cells, we decided to use it after having
confirmed the conjunctival phenotype by a
cytokeratin 13 flow cytometry analysis (42) and
because it does not require supplementation of
hydrocortisone.

Hyperosmolar condition preparation and control
Each hyperosmolar medium was prepared by
adding sodium chloride (Sigma-Aldrich, Saint Louis,
MO, USA) to supplemented medium. All osmolarity
values were assessed using an osmometer
(Roebling 13DR, Berlin, Germany) including the
supplemented medium, which was found at 340
mOsM as expected from information provided by
the manufacturer. We decided not to change this
osmolarity level in order to keep the cell line in its
regular medium even if this value is above the
expected values of normal tear film, i.e., 302.2+8.3
mOsm/L, and in order to avoid any hypo-osmotic
regulatory effects. In dry eye subjects, tear
osmolarity is found at 336.4+22.3 mOsm/L (43) and
spikes of 800-900 mOsm/L are thought to occur
over the central cornea during tear film instability

(8).
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Cell treatments

For experiments that analyzed a range of
hyperosmolar conditions, cells were treated with
supplemented medium (340 mOsM) or with
hyperosmolar medium ranging from 400 mOsM to
600 mOsM for 4 h before collecting cell lysates for
real-time quantitative PCR (RT-gqPCR), or 24 h
before collecting supernatants for ELISA,
performing the cell viability test or fixing cells for
immunostaining. For the time-course experiments,
cells were treated with medium (340 mOsM) or
with hyperosmolar medium (500 mOsM) for
durations ranging from 30 min to 24 h before
collecting cell lysates for RT-gPCR, supernatants for
ELISA or performing the cell viability test.

For the siRNA experiments, cells were treated with
a mix of lipofectamine (Life Technologies, Carlsbad,
CA, USA) and negative control siRNA (Life
Technologies) or NFAT5 siRNA (Life Technologies)
for 24 h, as recommended by the manufacturer.
After this period of transfection, the cell medium
was replaced by supplemented medium (340
mOsM) or hyperosmolar medium (500 mOsM) for
4 h before collecting cell lysates for RT-gPCR or 24
h before collecting supernatants for ELISA or
performing the cell viability test.

For experiments testing the effects of therapeutic
agents or cellular pathway inhibitors, cells were
treated for 1 h with various dilutions of therapeutic
agents. CsA was tested at 0.1, 1 and 10 pg/mL; the
highest concentration of 10 pug/mL corresponding
to 1/100 and 1/50 of lkervis® and Restasis®,
respectively. Dex was tested at 10-10, 10-8 and 10-
6M and Dox at 10 pg/mL. A mix of CsA 10 pg/mL
and Dex 10-8 M was also tested. The inhibitors of
p38 (SB203580), JNK (SP600125) and MEK/ERK
(UO126) (inhibitor of MEK1 and hence of its
downstream target ERK) were tested at 10 uM
while the NFkB inhibitor (PDTC) was tested at 50
MM. The concentrations tested were chosen
regarding previous published studies (20,44,45)
and after confirming their innocuity on conjunctival
cells with a cellular viability test, the CellTiter-
Blue®assay (Promega, Madison, WI, USA).
Therapeutic agents and inhibitors were all
purchased from Sigma-Aldrich and were
reconstituted with dimethylsulfoxide (DMSO)
(Sigma-Aldrich). They were diluted in
supplemented medium to achieve a final
concentration of DMSO equal to 0.1%. The control
condition for these experiments was DMSO 0.1% in
supplemented medium. After a 1-h incubation,
supplemented medium or hyperosmolar medium
at 980 mOsM was added to induce a dilution of %
of the existing medium, leading to a final
osmolarity of 340 mOsM and 500 mOsM,
respectively. These conditions were applied for 4 h

before collecting cell lysates for RT-qPCR, or 24 h
before collecting supernatants for ELISA or
performing the cell viability test.

Cell viability test

Cellular viability was analyzed using resazurin dye
to measure the metabolic capacity of cells, which is
an indicator of cell viability, using the CellTiter-
Blue®assay (Promega). After an incubation period
under the above-described stress conditions,
CellTiter-Blue® reagent was added to the cell
culture following the protocol described by the
manufacturer. Fluorescence intensity was then
guantified using a microplate reader with an
excitation wavelength of 560 nm and an emission
wavelength of 590 nm (Infinite M1000, Tecan,
Lyon, France). Fluorescence values were then
normalized with respect to control cells considered
as 100% viable.

Enzyme-linked immunosorbent assay
Enzyme-linked immunosorbent assays (ELISAs) for
human CCL-2 were performed using the
commercial DuoSet ELISA Development kit (R&D
Systems, Minneapolis, MN, USA). After the
incubation period under different stress
conditions, cellular supernatants were collected,
centrifuged to remove potential cellular fragments,
and were stored at —80°C. ELISAs were performed
on supernatants according to the manufacturer’s
protocols. Absorbance was read at 450 nm using a
microplate reader (Infinite M1000, Tecan) with a
reference wavelength of 570 nm

Immunostaining

Cells were grown on round sterile cover glasses
(diameter, 14 mm; Menzel GmbH, Braunschweig,
Germany). After the incubation period under
different stress conditions, the cells were washed
and fixed in 4% paraformaldehyde-PBS (Sigma-
Aldrich). They were then permeabilized in a 0.3%
Triton (Triton X-100, Sigma-Aldrich) solution for
intracellular staining, followed by a 1% bovine
serum albumin (Calbiochem, Merck Millipore,
Darmstadt, Germany) incubation for 30 min and an
overnight period with the primary antibody: anti-
NFATS (goat IgG; Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, CA, USA). Cells were then incubated for 1 h
with the secondary antibody Alexa Fluor 488 rabbit
anti-goat (Invitrogen, Life Technologies). Cover
glasses were then mounted with Mountant
PermaFluor® (Thermo Fisher Scientific,
Courtaboeuf, France) before observation with an
epifluorescence microscope (Leica DM6000B,
Rueil-Malmaison, France).

RNA extraction, reverse transcription, and
quantitative real-time PCR

After the incubation period under different stress
conditions, the cells were washed and lysed, and
their total RNA was extracted using a NucleoSpin
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RNA Il extraction kit (Macherey-Nagel, Diren,
Germany). RNA content was measured using a
NanoDrop detector (ND-1000 spectrophotometer)
and cDNA was synthesized from equal amounts of
RNA using Multiscribe reverse transcriptase
(TagMan Reverse Transcription Reagents, Applied
Biosystems, Life Technologies). Concentrations of
each sample were adjusted to 5 ng/uL of cDNA.
The reaction mixture containing 25 ng of cDNA per
well was preheated at 95°C for 10 min, followed by
40 cycles (95°C/15 s and 60°C/1 min). Each assay
was normalized by amplifying the housekeeping
cDNA GAPDH (ID Hs9999905). Target cDNA was
amplified using the 7300 Real-Time PCR system
(Applied Biosystems, Life Technologies) with
assays-on-demand primers for human CCL2
(Hs00234140) and NFAT5 (Hs00232437) (Applied
Biosystems, Life Technologies). Changes in mRNA
expression were calculated according to the 2-
AACT method (CT, cycle threshold), with
ACT=CTtarget gene-CTgapdh and
AACT=ACTstimulated-ACTcontrol.

Statistical analyses

All experiments were performed at least three
times. Their conditions were compared using one-
way analysis of variance (ANOVA) followed by
Dunnett’s multiple comparison test, or two-way
ANOVA followed by Sidak’s or Tukey’s multiple
comparison test (GraphPad, GraphPad Software, La
Jolla, CA, USA). Only p-values <0.05 were
considered statistically significant.

RESULTS

Hyperosmolar conditions, from 450 or 500 mOsM,
induced cell death in an osmo-dependent
manner, CCL2 secretion and gene expression, and
NFAT5 gene expression and translocation in
conjunctiva-derived cells (Figure 1).

. Cell death

After 24-h treatments, conjunctival cellular viability
decreased as soon as the 500-mOsM hyperosmolar
condition reached 84% of the control (p < 0.001)
(Figure 1A). Higher hyperosmolar conditions, 550
and 600 mOsM, decreased viability even further, to
values of 71 and 52%, respectively (p < 0.0001).

. CCL2 secretion

Hyperosmolar conditions (500, 550 or 600 mOsM)
applied for 24 h induced a significant secretion of
CCL2 in supernatants by conjunctiva-derived cells
(235, 220, 148 pg/mL, respectively) (p <0.01 orp <
0.05 compared to control cells at 3 pg/mL of CCL2
in supernatants), but no effect was detected for
400- and 450-mOsM conditions (Figure 1B).

. CCL2 gene expression

CCL2 mRNA expression significantly increased in
HO 450 mOsM, reaching a relative expression of
12.6 compared to the 340-mOsM control after 4 h

(p £0.001) (Figure 1C). This relative fold expression
was also significantly higher than the control, in
500- and 550-mOsM conditions (13.4 and 8.8,
respectively). Neither the highest (600 mOsM) nor
the lowest (400 mOsM) HO tested modified CCL2
MmRNA expression compared to the control
medium.

. NFAT5 gene expression and nuclear translocation
Four hours in hypertonic conditions at 450 and 500
mOsM induced an increase in NFAT5 gene
expression 2.7- and 3.1-fold, respectively,
compared to the 340-mOsM condition (p < 0.01
and p < 0.0001, respectively) (Figure 1D). The
immunostaining of NFAT5 showed the presence of
NFAT5 both in the cytoplasm and the nuclei for
control cells in 340 mOsM with a fine diffuse
fluorescent staining (Figure 1E). Cells in
hyperosmotic conditions of 500 mOsM for 24 h
displayed an intense fluorescent staining in the
nuclei, indicating the nuclear translocation of this
transcription factor.

Hyperosmolar condition of 500 mOsM induced
cell death, secretion and mRNA expression of
CCL2, and NFAT5 gene expression in conjunctiva-
derived cells in a time-dependent manner (Figure
2).

. Cell death

Conjunctival cells in a 500-mOsM medium started
to significantly decrease their viability only after 9
h (88% viability) (Figure 2A). The viability continued
to decrease until 24 h of stress.

. CCL2 secretion

Similarly, CCL2 secretion significantly increased
after 9 h in 500 mOsM (1 pg/mL vs 52 pg/mL) (p <
0.05) (Figure 2B). CCL2 secretion increased further
to concentrations of 98 pg/mL, 180 pg/mL and 235
mg/mL after 12, 18 and 24 h of hyperosmolar
treatment (p < 0.0001 compared to control cells).

. CCL2 gene expression

CCL2 gene expression was also enhanced by the
500-mOsM medium with CCL2 mRNA expression
increasing 14-fold compared to the 340-mOsM
control after only 4 h in hyperosmolar conditions
(Figure 2C). The mRNA expression increased 32-
fold after 6 h and 58-fold after 24 h (p < 0.0001 for
both conditions).

. NFAT5 gene expression

NFAT5 gene expression increased 3.1-fold
compared to control cells after 4 h in hyperosmolar
conditions (p < 0.0001). NFAT5 mRNA expression
significantly increased 2.4-fold and 2.0-fold
following 6 and 24 h of treatment, respectively
(Figure 2D).
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NFATS5 siRNA increased HO-induced cell death and
inhibited HO-induced CCL2 secretion and gene
expression in conjunctiva-derived cells (Figure 3).

. Cell death

The cell viability test did not reveal any toxic effect
when using NFAT5 siRNA versus control siRNA in
basal conditions of 340 mOsM (Figure 3A).
However, in 500-mOsM hyperosmolar medium,
the viability of cells treated with NFAT5 siRNA was
significantly lower than cells treated with control
SiRNA (64% versus 79%).

. CCL2 secretion

Concerning the CCL2 secretion in 340 mOsM,
control and NFAT5 siRNAs did not induce
significantly different effects, with a low level of
CCL2 in supernatant (37 and 16 pg/mL,
respectively) (Figure 3B). In hyperosmolar
conditions, adding NFAT5 siRNA induced a
complete inhibition of HO-induced CCL2 secretion:
HO induced a CCL2 concentration of 356 pg/mL in
supernatant of cells treated with control siRNA and
CCL2 concentration reached 32 pg/mL with NFAT5
siRNA (p < 0.0001). This low concentration did not
significantly differ from that observed with NFAT5
siRNA in 340-mOsM conditions equal to 37 pg/mL
(statistical analysis not shown).

. CCL2 gene expression

The same inhibition profile was observed with
CCL2 gene expression. The CCL2 mRNA expression
with control siRNA increased 14.3-fold in 500-
mOsM conditions compared to 340-msOsM
conditions (Figure 3C). Treating cells with NFAT5
siRNA reduced this CCL2 mRNA expression to a
value similar to those observed in basal conditions
(0.4 vs 0.5).

. NFAT5 gene expression

The specificity of the NFAT5 siRNA used was
confirmed by RT-gPCR of NFAT5 (Figure 3D).
Treating cells with NFAT5 siRNA significantly
reduced NFAT5 mRNA expression compared to
cells treated with control siRNA (0.3 vs 1.0 for 340
mOsM and 0.7 vs 2.0 for 500 mOsM).

The lack of toxicity of siRNAs was also verified
using the CellTiter-Blue viability test. It showed
that control siRNA and NFATS siRNA had no effect
on the viability of conjunctiva-derived cells
compared to cells without siRNA in classic medium
(data not shown).

Effects of a p38 inhibitor (SB203580), a JNK
inhibitor (SP600125), a MEK/ERK inhibitor
(U0126) and a NFkB inhibitor (PDTC) on HO-
induced CCL2 secretion, and CCL2 and NFAT5 gene
expression in conjunctiva-derived cells (Figure 4).

. CCL2 secretion

In hyperosmolar 500-mOsM conditions for 24 h,
the control DMSO 0.1% induced CCL2 secretion in

supernatants (257 pg/mL) (Figure 4A). This
secretion significantly decreased for cells
pretreated with the inhibitors SB203580, SP600125
and PDTC (162, 89, 130 pg/mL, respectively; p <
0.0001 for the three conditions). Treating cells with
U0126 had no effect on this secretion.

. CCL2 gene expression

The same CCL2 mRNA inhibition profile was
observed in hyperosmolar conditions following
addition of the inhibitors SB203580, SP600125 and
PDTC with a 7.4-, 11.3- and 3.5-fold mRNA
increase, respectively, compared to the 18.4-fold
increase offor DMSO (Figure 4B). As observed
during CCL2 secretion assays, U0126 had no effect
on HO-induced CCL2 mRNA expression.

Under 340-mOsM  basal conditions, the
compounds tested had no effect on either the
production of CCL2 by conjunctival cells or its gene
expression.

. NFAT5 gene expression

Treating cells with PDTC increased NFAT5 gene
expression 1.9-fold under basal 340-mOsM
conditions (Figure 4C). A 3.0-fold increase in NFAT5
expression was recorded under hyperosmolar
conditions containing DMSO. NFAT5 expression in
500-mOsM conditions increased more moderately
when SB203580 and PDTC were added to medium
(2.1- and 1.7-fold increase, respectively) contrary
to SP600125 and U0126, which had no effect at all.
None of the compounds tested had a negative
effect on cellular viability compared to their
respective control conditions: DMSO 0.1% in 340
mOsM or in 500 mOsM (data not shown).

Effects of CsA, Dex and Dox on HO-induced CCL2
secretion as well as CCL2 and NFAT5 gene
expressions in conjunctiva-derived cells (Figure 5).
. CCL2 secretion and gene expression

After 24 h in 500-mOsM conditions, CCL2 secretion
with control DMSO 0.1% reached 250 pg/mL,
whereas after 4 h, CCL2 mRNA expression
increased 12.2-fold (Figure 5A and B). Both these
effects were significantly inhibited in a
concentration-dependent way by CsA and Dex. CsA
1 and 10 pg/mL decreased CCL2 levels to 193 and
144 pg/mL, respectively (p < 0.0001 compared to
DMSO), and lowered the increase in CCL2
expression to 10.0-fold and 8.6-fold, respectively.
The lowest dose tested, 0.1 ug/mL, had no
observable impact on CCL2 levels. The lowest dose
of Dex tested (10-10M) also had no effect on CCL2
induction, but Dex 10-8 and 10-6M had a
significant inhibitory effect on CCL2 secretion (145
and 114 pg/mL, respectively, p < 0.0001 compared
to DMSO) and on CCL2 mRNA expression
(increasing it 6.7-fold and 5.7-fold, respectively, p <
0.0001 compared to DMSOQO) in 500-mOsM
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conditions. In contrast, Dox had no inhibitory
effect on CCL2 secretion induced by HO and even
led to a significant increase in HO-induced CCL2
gene expression compared to DMSO (15.6-fold, p <
0.0001).

. NFAT5 gene expression

HO conditions increased NFAT5 mRNA expression
3.2-fold. This HO-induced increase was significantly
inhibited by Dex 10-8 and 10-6M (2.2-fold and 2.0-
fold, respectively) (Figure 5C). CsA and Dox induced
no significant effect on NFAT5 gene expression.
Mixing Dex and CsA induced no effect that differed
significantly from each of the conditions alone
(statistics not shown; two-way ANOVA followed by
Tukey’s multiple comparison test). Under 340-
mOsM conditions, none of the compounds tested
had any effect on the production and gene
expression of CCL2, or on NFATS5 gene expression
by conjunctival cells. None of the compounds
tested affected cellular viability compared to
DMSO 0.1% conditions under 340 mOsM or 500
mOsM, respectively (data not shown).

DISCUSSION

Despite its worldwide high prevalence and its
significant impact on everyday life for patients,
DED actually has few symptomatic and curative
treatments. It is therefore important to improve
the understanding of the pathogenesis
mechanisms that underlie this disease with the
ultimate goal of developing new targeted
therapeutic strategies. The pathophysiology of DED
is in part studied through in vitro experiments that
analyze the behavior of ocular surface cells under
dry eye stress.

Among these in vitro studies, those using the
hyperosmolar model of dry eye predominantly
focus on corneal cells, although the conjunctiva is
also an important actor on the ocular surface.
Indeed, this ocular tissue covers the major part of
the ocular surface. This tissue, highly vascularized
and containing immune cells, is the site where
inflammatory reactions take place. Moreover,
conjunctival cells themselves are able to secrete
inflammatory cytokines and to participate in
inflammatory processes(46). Therefore, we used a
cell line derived from conjunctiva in a
hyperosmolar NaCl-induced in vitro model of dry
eye. We wished to characterize the mechanism of
the induction of the CCL2 pro-inflammatory
chemokine through cellular pathways, such as
MAPK and NFKB, with a focus on the NFAT5
transcription factor. We also investigated the
effects of different drugs used in DED, among
which CsA on CCL2 and NFATS5 induction. We
demonstrated that conjunctiva-derived cells
respond to hyperosmotic stress by inducing gene

expression and secretion of the chemokine CCL2,
just as corneal cells or other cell types do (47,48).
This induction is dependent on the osmolarity level
up to high osmolarities such as 550 or 600 mOsM.
In a higher range of osmolarity, this induction
decreases, probably due to the substantial cell
death that occurs in this condition (50% cell death
for 24 h in 600 mOsM). The lowest osmolarity
tested that induced both secretion and gene
expression of CCL2 was 500 mOsM, a classical
osmolarity level used in previous studies on ocular
surface cells (49). HO was induced in conjunctiva-
derived cells, an increase in CCL2 mRNA expression
as early as 4 h, whereas its secretion started after 9
h. This delay between gene expression and
secretion assumes that HO induces CCL2 by
stimulating its gene expression, consequently
leading to its secretion 5 h later. These results tend
to show that there is no preformed stock of CCL2
in these cells. The CCL2 secretion and gene
expression continue to be stimulated by HO even
after 24 h of stress. Thus, these results support the
hypothesis that conjunctival cells are able to
secrete this pro-inflammatory chemokine and
could therefore be responsible for the attraction of
immune cells, namely monocytes/macrophages
that will further nourish the inflammatory process
on the ocular surface. Blocking this inflammatory
pathway that results in CCL2 secretion could then
have a potential therapeutic interest, as Goyal et
al. have demonstrated in an in vivo model of dry
eye. Indeed, animals with dry eye receiving CCR2
antagonist presented a decrease in corneal
alterations (corneal fluorescein staining) and in
pro-inflammatory cytokines TNF-a and IL-13 on the
ocular surface, confirming the importance of CCL2
in the pathology.

We showed in this hyperosmolar model that CsA
displays a concentration-dependent inhibitory
effect on the HO-induced CCL2 production by
conjunctival cells. This inhibitory effect was also
observed with Dex, an effect reported in a previous
study on corneal cells (28). Conversely, Dox never
inhibited CCL2 in this model and even induced an
elevation on CCL2 gene expression. Reported
inhibitory effects of anti-inflammatory drugs on
CCL2 induction are various. Regarding only studies
on ocular cells, Dex was reported to inhibit CCL2
induced by IL-1B on retinal cells (50) but not on
corneal cells (44). In retinal epithelial cells, CsA has
inhibited the CCL2 induction caused by TNFa but
not by IL-18 (50). In lung epithelial cells, Dox
inhibited CCL2 production induced by a mix of
cytokines (51). Since there is currently no data
available on the effect of CsA on HO-induced CCL2
secretion on the ocular surface, nor on Dox, the
results reported herein are innovative and provide
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new information about the anti-inflammatory
mechanism of these molecules. In addition, we
observed that although having different
mechanisms of action, CsA and Dex inhibit CCL2
induction probably through the same molecular
pathway, since combining these two molecules did
not result in a stronger inhibitory effect. It is
noteworthy that the drug concentrations tested
are lower than those actually present in eyedrops.
The CCL2 induction pathway could represent an
advantageous therapeutic target as the anti-
inflammatory effect of CsA and Dex observed in
patients could partly be explained by its inhibition.
It is therefore important to understand which
molecular actors of the HO-induced molecular
pathway lead to CCL2 secretion. Three MAPKs are
identified in mammalian cells and are involved in
intracellular signaling pathways: p38, JNK and ERK.
MAPKs are serine and threonine kinases that are
activated by phosphorylation. They are cell
responses to the environment that are important
to control and they regulate gene expression,
mitosis, proliferation and apoptosis. All three types
of MAPKs are activated by hyperosmolarity in
several types of mammalian cells (32,52,53). The
transcription factor NFkB has also been identified
as an important molecule activated in response to
hyperosmolarity in several cell types (54,55). NFkB
is an important regulator of many physiological
processes such as inflammation, immunity, cell
proliferation, differentiation and apoptosis.
Previous studies on corneal cells showed that NaCl-
induced HO activates p38 (56,57), JNK (17,20,57—
59) and ERK (17) as well as NFkB (60). Moreover, a
recent study showed that HO activates JNK on
primary conjunctival cells as well (61). In our
experimental conditions, we demonstrated that
CCL2 secretion and gene expression induced by HO
are related to p38, JNK and NFkB and not to ERK.
These results confirmed other studies conducted
on corneal cells, which found that some effects of
HO were directly linked to these pathways:
induction of MMP (20), apoptosis (17) and
induction of cytokine secretion as IL-1B (45). These
pathways are then potential factors to consider for
developing new drugs for DED and they are known
to be repressed by CsA and Dex, including in ocular
cell studies (28,62,63).

Hyperosmolarity is known to activate the NFAT5
transcription factor, today mostly studied to
characterize its effects on different cell types (64).
NFATS plays a key role in osmoprotection by
binding to the osmotic response element
(ORE)/TonE of genes. These genes encode
transporters and enzymes leading to cellular
accumulation of compatible osmolytes, thus
promoting cell survival and protecting cells from

the deleterious effects of shrinkage. Besides this
fundamental osmoprotective role, it also has a
wider range of functions, such as inflammatory
cytokine production (65,66). In our experiments,
we observed that HO induces NFATS5 translocation
and NFAT5 mRNA expression with a maximum of
gene induction after 4 h of stimulation. We then
demonstrated with siRNA experiments that the
CCL2 secretion and mRNA expression induced by
hyperosmolar conditions are entirely mediated by
NFATS. Indeed, HO-induced CCL2 was totally
inhibited after NFAT5 neutralization. It was also
shown by Lee et al. that in limbal cells the
induction of IL-18 and TNF-a by HO was related to
NFAT5 (35). Moreover, a relation between HO,
CCL2 and NFATS5 has been recently reported in rat
kidney cells and mesothelial cells (32,33). In the
present study, we demonstrated for the first time
in conjunctiva-derived cells the major role played
by NFAT5 on the pro-inflammatory cytokine CCL2
induction by HO and also confirmed the protective
effect of NFAT5 on cell survival under
hyperosmolar stress. These new findings on
another ocular surface cell highlighted the
potentially crucial role of NFAT5 in dry eye
syndrome and the necessity to further investigate
its mechanisms and effects in ocular cells. We also
determined that the HO-induced NFATS5 expression
was linked to p38 activity and that NFkB has an
important dual role in NFAT5 expression; indeed,
NFkB upregulates NFATS in basal conditions and
downregulates it in hyperosmolar conditions.
Another study reported that NFAT5 modulates
NFkB activity in hyperosmolar conditions (67),
confirming the important interaction between the
two actors activated by hyperosmolar stress.
Finally, we showed that neither CsA nor Dox has an
effect on HO-induced NFAT5 mRNA expression.
Other studies have confirmed this lack of effect of
CsA on NFATS expression on corneal or collecting
duct cells (68,69). In our model, Dex decreased
NFAT5 mRNA expression due to HO, and this action
could explain the inhibitory effect of Dex on HO-
induced CCL2.

Finally, the important role played by conjunctival
cells is confirmed in their important role in ocular
surface defense. They are able to secrete pro-
inflammatory mediators that could participate in
the vicious circle of DED by interfering with the
inflammatory process stimulated by tear film
hyperosmolarity. The inflammatory cellular
pathway of NFAT5 translocation, a typical feature
of hyperosmolar stress, leading to CCL2 secretion
through other factors such as MAPKs and NFkB,
constitutes a biological cascade with potentially
promising new targets of interest for DED therapy.
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Figure 1. Hyperosmolar conditions, from 450 or 500 mOsM, induced cell death (A) in an osmo-dependent
manner, CCL2 secretion (B), CCL2 gene expression (C), and NFAT5 gene expression (D) and NFAT5
translocation (E) in conjunctiva-derived cells. Cells exposed to supplemented medium (340 mOsM) or different
hyperosmolar conditions from 400 to 600 mOsM for 24 h were tested for cellular viability (A) with
CellTiterBlue® assay and CCL2 secretion (B) by ELISA, and cells treated for 4 h were lysed for mRNA expression
by RT-gPCR to determine the CCL2 and NFAT5 gene expression (C, D). Data show mean + SEM, n = 3 or more.
Statistical analysis: one-way ANOVA followed by Dunnett's multiple comparison test. * p < 0.05; ** p < 0.01;
*¥** p <0.001; **** p <0.0001, compared to 340 mOsM. Cells exposed to supplemented medium (340 mOsM)
or hyperosmolar medium (500 mOsM) for 24 h were analyzed for NFAT5 translocation with NFAT5
immunofluorescent staining (E) in green. White scale bar : 20um.
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Figure 2. Hyperosmolar condition of 500 mOsM induced cell death, secretion and gene expression of CCL2
and NFAT5 gene expression in conjunctiva-derived cells in a time-dependent manner. Cells exposed to
supplemented medium (340 mOsM) or the hyperosmolar condition (500 mOsM) for different times from 30
min to 24 h were tested for cellular viability (A) with CellTiter-Blue® assay, CCL2 secretion (B) with ELISA and
were lysed for mRNA expression using RT-qPCR to determine CCL2 and NFATS5 gene expression (C, D). Data
showing mean * SEM, n = 3 or more. Statistical analysis: two-way ANOVA followed by Sidak’s multiple
comparison test. * p < 0.05; ** p <0.01; *** p <0.001; **** p < 0.0001, compared to 340 mOsM at the same
time.
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Figure 3. NFAT5 siRNA increased HO-induced cell death and inhibited HO-induced CCL2 secretion and CCL2
and NFATS gene expression in conjunctiva-derived cells. Cells treated for 24 h with negative control siRNA or
NFATS siRNA were then exposed to supplemented medium (340 mOsM) or hyperosmolar condition (500
mOsM). Cells exposed for 24 h were tested for cellular viability (A) with CellTiter-Blue® assay, CCL2 secretion
(B) by ELISA and cells exposed for 4 h were lysed for mRNA expression using RT-qPCR to determine the CCL2
and NFATS5 gene expression (C, D). Data showing mean + SEM, n = 3 or more. Statistical analysis: two-way
ANOVA followed by Tukey’s multiple comparison test. § p < 0.05; §§ p < 0.01; §§§ p < 0.001; §§§ p < 0.0001,
compared to respective 340 mOsM. * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001; **** p < 0.0001, compared to
respective control siRNA.
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Figure 4. Effects of a p38 inhibitor (SB203580), a JNK inhibitor (SP600125), a MEK/ERK inhibitor (U0126) and a
NFkB inhibitor (PDTC) on HO-induced CCL2 secretion and CCL2 and NFAT5 gene expression in conjunctiva-
derived cells. Cells were treated for 1 h with DMSO 0.1%, SB203580 10 uM, SP600125 10 uM, U0126 10 uM or
PDTC 50 uM before adding supplemented medium 340 mOsM or hyperosmolar medium to reach 500 mOsM.
Cells exposed to medium or HO for 24 h were tested for CCL2 secretion (A) by ELISA and cells exposed for 4 h
were lysed for mRNA expression using RT-qPCR to determine the CCL2 and NFATS5 gene expression (B, C). Data

showing mean %

SEM, n = 3 or more. Statistical analysis: two-way ANOVA followed by Tukey’s multiple

comparison test. * p <0.05; ** p <0.01; *** p <0.001; **** p <0.0001, compared to respective DMSO 0.1%.
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Figure 5. Effects of CsA, Dex and Dox on HO-induced CCL2 secretion and CCL2 and NFATS5 gene expression in
conjunctiva-derived cells. Cells were treated for 1 h with DMSO 0.1%, CsA (0.1, 1 and 10 pg/mL), Dex (10"10, 10
® and 10°M), Dox 10 pg/mL or a mix of CsA 10 ug/mL and Dex 10®M before adding supplemented medium 340
mOsM or HO to reach 500 mOsM. Cells exposed to medium or HO for 24 h were tested for CCL2 secretion (A)
by ELISA and cells exposed for 4 h were lysed for mRNA expression using RT-qPCR to determine the CCL2 and
NFAT5 gene expression (B, C). Data showing mean + SEM, n = 3 or more. Statistical analysis: two-way ANOVA
followed by Tukey’s multiple comparison test. * p < 0.05; ** p <0.01; *** p <0.001; **** p <0.0001, compared
to respective DMSO 0.1%.
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2.3.1. Introduction

Nous avons observé dans I'étude précédente I'activation de la chimiokine pro-inflammatoire
CCL2 dans les conditions hyperosmolaires. Or le processus inflammatoire est un phénomene
complexe qui met en jeu de nombreux acteurs et plusieurs voies d'activation particulieres ; les effets
pro-inflammatoires de [I'hyperosmolarité peuvent donc également découler d'autres voies
intracellulaires spécifiques. Parmi celles-ci, nous avons étudié la voie de l'inflammasome. Les produits
finaux de cette voie d'inflammation sont les cytokines pro-inflammatoires IL-1B et IL-18. L'étude in
vitro d'IL-1B dans des modeéles de sécheresse oculaire est particulierement intéressante car cette
interleukine a été identifiée a de nombreuses reprises comme induite dans cette pathologie, que ce
soit chez les patients ou dans les modeéle expérimentaux in vivo (294,560). Son importance dans la
physiopathologie de la maladie est supposée telle qu'un essai clinique d'un antagoniste des
récepteurs d'IL-1, nommé « anakinra » (Kineret®, Amgen Inc.), pour traiter la sécheresse oculaire a
été mené et a montré dans une premiere étude une efficacité sur la correction des altérations
épithéliales de la forme dosée a 2,5% (387,599). Cependant, I'étude de phase Il n’a pas confirmé ces
premiers résultats et son développement dans le traitement de I'ceil sec a été abandonné.
Récemment, des études ont rapporté une augmentation des divers composants de l'inflammasome
dans la conjonctive des patients atteints (299,300) ainsi que dans un modele in vivo de sécheresse
oculaire (355).

L'intérét potentiel d'lIL-1B dans ce modeéle d’hyperosmolarité est renforcé par des études sur
des cellules cornéennes qui rapportent l'induction de cette interleukine dans ces mémes conditions
(248,299,355,446). Dans une de ces études en particulier, parue en 2015, il est également rapporté
I'activation de l'inflammasome NLRP3. Remarquons tout de méme que quelques publications sont
contradictoires sur ce sujet et n'ont pas réussi a détecter d'induction d'IL-1f3 sur ces cellules dans un
modele hyperosmolaire (600,601).

Parallelement aux expériences sur les cellules conjonctivales, nous avons voulu aller plus loin
dans I'étude des mécanismes inflammatoires déclenchés par I'hyperosmolarité sur la surface oculaire
en nous intéressant a d'autres acteurs cellulaires. Nous avons préalablement démontré que les
cellules conjonctivales, qui sont exposées en premiere ligne a I’hyperosmolarité, secretent CCL2 dans
ces conditions. Or, les principales cellules recrutées par CCL2 sont les monocytes, qui sont donc
potentiellement attirés et présents sur la surface oculaire en hyperosmolarité lacrymale. Nous avons
alors choisi d'étudier et de comparer les comportements des cellules conjonctivales et des cellules
monocytaires en lignée continue en présence d'hyperosmolarité ainsi qu'en présence d'inducteurs de
I'inflammasome, I'objectif de ces expériences étant de déterminer les interrelations entre ces deux
types cellulaires dans des conditions de sécheresse oculaire. En outre, les monocytes représentent le
type cellulaire le plus utilisé pour étudier I'activation de l'inflammasome car ils répondent bien aux
activateurs de cette voie inflammatoire (602,603) ; ils présentent ainsi également I'avantage de servir
de contrbéle positif pour les expériences d'activation de l'inflammasome sur les cellules
conjonctivales.
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2.3.2. Expériences menées

La premiére étape de cette étude a été de vérifier si les cellules conjonctivales étaient
capables d'induire la voie de l'inflammasome a la suite de la stimulation par des activateurs
classiques de cette voie. En paralléle, ces conditions ont également été testées sur des cellules
monocytaires, utilisées comme controle positif d'activation. Nous avons utilisé des inducteurs
classiques de lI'inflammasome : le LPS issu d'Escherichia coli ou le LTA issu de Staphylococcus aureus
suivi par un traitement par ATP. Les cellules monocytaires controles exposées a ces stimuli ont
secrété de I'IL-1B en grande quantité, détectable en ELISA. En revanche, ces conditions appliquées
aux cellules conjonctivales n’ont pas entrainé de sécrétion d’IL-1B. Nous avons alors testé des doses
plus élevées et/ou des temps d’application plus longs, sans obtenir d’effet sur la sécrétion d’IL-1B
mais en commencant a altérer la viabilité cellulaire.

Ces résultats nous ont conduit a envisager l'intervention de facteurs de costimulation pour
éventuellement déclencher une réponse de la part des cellules épithéliales. Nous avons donc
renforcé les conditions en combinant les facteurs d’activation classiques avec de faibles
concentrations de BAK ou des conditions d’hyperosmolarité. Le protocole que nous avons utilisé
nous permettait également d’étudier si ces deux stimuli seuls seraient capables d’activer
I'inflammasome sur I'un des types cellulaires. Aucun de ces différents protocoles n’a conduit a la
sécrétion d’IL-1B par les cellules conjonctivales, tout comme I’hyperosmolarité et le BAK seul. Ces
deux conditions seules n’ont également pas conduit a l'induction de la sécrétion d’IL-1B par les
cellules monocytaires. Cependant, la sécrétion d’IL-1B induite par les activateurs classiques de
I'inflammasome sur les cellules monocytaires a été completement inhibée lorsque ces cellules
étaient en milieu hyperosmolaire.

A la suite de ces résultats, nous avons décidé d'étudier en parallele I'effet de I'hypo-
osmolarité sur les deux types cellulaires. Ces expériences n'ont toujours pas conduit a la sécrétion
d'IL-1B par les cellules conjonctivales. Cependant, les conditions hypo-osmolaires ont induit une
potentialisation de la sécrétion d'IL-1B entrainée par les activateurs de l'inflammasome sur les
cellules monocytaires.

En nous basant sur une étude menée sur des cellules conjonctivales montrant que ce type
cellulaire n'exprimait pas a I'état basal le MD-2, une protéine accessoire essentielle pour la
translocation du TLR4 du cytoplasme a la surface cellulaire (604), nous avons tenté de sensibiliser les
cellules conjonctivales en les prétraitant avec I'IFN-y, rapporté dans cette étude comme stimulant
I’expression de MD-2 (605). Cependant, les cellules conjonctivales prétraitées n'ont pas révélé de
sensibilité augmentée aux activateurs de l'inflammasome puisqu'aucune sécrétion d'IL-18 n'a été

détectée dans ces conditions (données non présentées dans la partie résultats).

Nous avons également voulu étudier les interrelations entre les différents types cellulaires.
Pour cela, nous avons analysé l'effet de surnageants de cellules conjonctivales soumises a une
hyperosmolarité, sur les cellules monocytaires, couplée ou non aux inducteurs de I'inflammasome,
sans pour autant détecter d'effets différents de ceux observés en milieu classique (données non
présentées dans la partie résultats).
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Afin d'approfondir cette investigation, nous avons ensuite étudié I'expression génique d'lIL-1B
et de NLRP3 sur les deux types cellulaires en présence ou non d'activateurs de l'inflammasome
couplés ou non a des conditions hyper- ou hypo-osmolaires, ceci afin de déterminer si des
modifications géniques étaient induites, notamment concernant les cellules conjonctivales. De plus,
nous avons élargi cette étude a I'analyse de la chimiokine pro-inflammatoire CCL2, afin de comparer
la réponse de ces deux types cellulaires concernant cette protéine en présence de PAMPS seuls (LPS
ou LTA) couplés ou non a des conditions hyper- ou hypo-osmolaires.

2.3.3. Matériel et méthodes

Nous avons utilisé les cellules conjonctivales WKD et cultivé celles-ci dans les conditions
classiques déja évoquées dans les deux études précédentes. Nous avons également étudié les
cellules monocytaires THP1 (American Type Culture Collection (TIB-202™, ATCC, Rockville, MD, USA)).
Cette lignée cellulaire fréquemment utilisée provient d'une leucémie aigué monocytaire. Les cellules
THP1 ont été cultivées en milieu Roswell Park Memorial Institute medium (RMPI) 1640 enrichi avec
10% de SVF, 1% de glutamine (200mM), 1% de pénicilline (10,000 units/mL) et 1% de streptomycine
(10,000ug/mL) dans des conditions standard (atmosphére humide, 5% CO2, 37°C).

Les cellules THP1 ont été ensemencées directement avec le premier stimulus (LPS ou LTA)
pendant 4 heures combiné ou non a une condition d'osmolarité particuliere : milieu classique
(285 mOsM), milieu hyperosmolaire (500 mOsM) ou milieu hypo-osmolaire (200 mOsM). Ensuite, de
I'ATP a été rajouté ou non dans le milieu pour 2 heures d'incubation supplémentaires avant
récupération des surnageants, des lysats cellulaires ou de tester la viabilité. Ce protocole d'activation
de l'inflammasome a été choisi en fonction des protocoles déja rapportés dans d'autres études
publiées (606,607).

Les cellules conjonctivales WKD ont subi au préalable une étape de privation en SVF pendant
24h avant toute stimulation, ceci afin de respecter les protocoles appliqués sur les cellules
cornéennes déja publiés (299). La suite du protocole a ensuite été réalisée sans SVF : le premier
signal (LPS ou LTA) a été mis en contact avec les cellules pendant 4 heures combiné ou non a une
condition d'osmolarité particuliere : milieu classique (340 mOsM), milieu hyperosmolaire (500
mOsM) ou milieu hypo-osmolaire (200 mOsM). Ensuite, de I'ATP a été rajouté ou non dans le milieu
pour 2 heures d'incubation supplémentaires avant récupération des lysats cellulaires ou pour 20
heures d'incubation supplémentaires avant récupération des surnageants ou de tester la viabilité. Ce
temps d'incubation plus élevé avant la récupération des surnageants a été choisi afin de pouvoir
détecter au mieux une éventuelle sécrétion, méme tardive, d'IL-1pB.

Avec les lysats cellulaires obtenus, nous avons analysé les ARNm en RT-qPCR, aprés des
étapes d'extraction des ARNs et de transcription inverse. Nous avons ainsi évalué I'expression
génique d'IL-1B, de NLRP3 et de CCL2. Pour déterminer la concentration d'IL-1B et de CCL2 dans les
surnageants, nous avons utilisé la technique ELISA (Duoset, R&D). Afin de pouvoir interpréter au
mieux les résultats obtenus en ELISA, nous avons également effectué un test de viabilité (CellTiter-
Blue®) dans chacune de ces conditions. Le matériel utilisé pour ces différents tests et techniques est
le méme que celui utilisé dans les deux études précédentes ; leurs références sont donc présentes
dans les articles les citant. Tous les inducteurs utilisés proviennent de chez Sigma-Aldrich. Le milieu
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hyperosmolaire a été obtenu par ajout de chlorure de sodium comme dans les études précédentes.
Le milieu hypo-osmolaire a été obtenu par dilution du milieu en eau stérile. Les osmolarités ont
toutes été vérifiées avec un osmometre.

2.3.4. Résultats

Il est présenté dans cette partie uniquement les résultats des expériences concernant les
inducteurs classiques couplés ou non a une hyper- ou a une hypo-osmolarité, étant donné I'absence
d'effet observé dans les autres conditions testées.

Les inducteurs classiques de l'inflammasome induisent la sécrétion et I'expression génique
d'IL-1B par les cellules monocytaires (figure 1, A et B) (p < 0,001 pour LTA + ATP et p < 0,0001 pour
LPS + ATP). Cette induction est diminuée lorsque les conditions hyperosmolaires sont combinées
avec les inducteurs et la sécrétion de CCL2 est significativement inhibée dans le cas de la
combinaison avec LPS + ATP, faisant passer la concentration de CCL2 dans le surnageant de
596 pg/mL a 4 pg/mL. L'effet inverse est observé en cas de combinaison des inducteurs avec des
conditions hypo-osmolaires. En effet, I'hypo-osmolarité augmente significativement la sécrétion
d'IL-1B induite par les deux conditions d'inducteurs testées (p < 0,05 pour les deux conditions) ainsi
gue son expression génique (p < 0,01 pour les deux conditions).

Concernant le comportement des cellules conjonctivales, il n'est détecté aucune sécrétion
d'IL-1B avec les différentes conditions testées (figure 1, C). Les inducteurs de l'inflammasome en
milieu classique n'induisent également pas de différence dans I'expression génique d'IL-13 par ces
cellules (figure 1, D). En revanche, toutes les conditions en hyperosmolarité induisent une diminution
significative de I'expression génique d'IL-1B, et ce méme dans la condition sans inducteur. Les
conditions couplant les inducteurs de l'inflammasome et I'hypo-osmolarité induisent, quant a elles,
une augmentation de cette expression par rapport aux conditions équivalentes en milieu classique
(p<0,01).

L'expression génique du composant de l'inflammasome NLRP3 aprés 6h de stimulation est
présentée dans la figure 2. Les seuls effets observés sur les cellules monocytaires sont une
augmentation significative de cette expression dans les conditions couplant les activateurs de
I'inflammasome et I'hypo-osmolarité comparée a ces conditions en milieu classique (figure 2, A). Les
inducteurs seuls n'induisent pas, a ce temps d'exposition, une stimulation de I'expression génique de
ce géne sur ces cellules.

Concernant les cellules conjonctivales, contrairement aux cellules monocytaires, ce sont
toutes les conditions en milieu hyperosmolaire qui induisent une augmentation significative de
I'expression génique de NLRP3 comparée aux mémes conditions en milieu classique (p < 0,0001 pour
toutes les conditions hyperosmolaires) (figure 2, B). Les inducteurs seuls ou I'hypo-osmolarité n'ont
pas d'effets sur I'expression génique de NLRP3 dans les cellules conjonctivales.

L'effet pro-inflammatoire des PAMPs sur les deux lignées cellulaires étudiées est représenté
dans la figure 3, via I'étude de la chimiokine CCL2. Le LPS et le LTA font sécréter CCL2 par les cellules
monocytaires (figure 3, A). Cette sécrétion est totalement inhibée en hyperosmolarité passant de
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206 a 5 pg/mL pour le LPS (p < 0,0001) et de 148 a 5 pg/mL pour le LTA (p < 0,001). La sécrétion
induite par le LPS est de plus significativement augmentée en présence d'hypo-osmolarité.
L'expression génique de CCL2 dans ces cellules est significativement stimulée par le LPS mais pas par
le LTA et cette stimulation est significativement plus importante en un milieu hypo-osmolaire
(p £0,001) (figure 3, B).

Par contre, sur les cellules conjonctivales, ni le LPS ni le LTA n'ont induit de sécrétion de CCL2,
mais ce sont toutes les conditions hyperosmolaires qui ont déclenché cette sécrétion (p < 0,0001)
(figure 3, C). Le méme profil d'induction par I'hyperosmolarité a été observé concernant I'expression
génique de CCL2 sur ces cellules (p < 0,0001) (figure 3, D).
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Figure 1. Ftude de IL-1B. Sécrétion évaluée en ELISA et expression génique évaluée en RT-qPCR sur les
cellules monocytaires (A, B) et sur les cellules conjonctivales (C, D) apres traitement avec des inducteurs de
I'inflammasome dans des conditions d'hyperosmolarité ou d'hypo-osmolarité. Les données représentent les
moyennes * SEM, n = 3 ou plus. Analyse statistique : two-way ANOVA suivi par un test de comparaison multiple
de Tukey. 1) Analyse des effets des inducteurs seuls (LPS + ATP ou LTA + ATP) en milieu classique : § p < 0.05 ;
§§ p <0.01; §85 p < 0.001 ; §888§ p < 0.0001, comparé a la condition contréle (sans inducteur et en milieu
classique). 2) Analyse des effets de I'nyperosmolarité et de I'hypo-osmolarité sur ces conditions : ¥ p <0.05 ; **
p £0.01; *** p £0.001 ; **** p <0.0001, comparé a la condition contréle respective (en milieu classique). Il
est de plus renseigné en dessous des graphiques des résultats d'ELISA A et C, les résultats du test de viabilité
obtenus dans chacune de ces conditions (valeurs rapportées a la valeur du controle fixée a 1).
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Figure 2. Etude de NLRP3. Expression génique évaluée en RT-qPCR sur les cellules monocytaires (A) et sur les
cellules conjonctivales (B) apres traitement avec des inducteurs de l'inflammasome dans des conditions
d'hyperosmolarité ou d'hypo-osmolarité. Les données représentent les moyennes £ SEM, n = 3 ou plus. Analyse
statistique : two way ANOVA suivi par un test de comparaison multiple de Tukey. 1) Analyse des effets des
inducteurs seuls (LPS + ATP ou LTA + ATP) en milieu classique : § p<0.05; §§ p<0.01; §§§ p<0.001 ; §§§§ p <
0.0001, comparé a la condition contréle (sans inducteur et en milieu classique). 2) Analyse des effets de
I'nyperosmolarité et de I'hypo-osmolarité sur ces conditions : * p <0.05; ** p<0.01; *** p<0.001; ****p <
0.0001, comparé a la condition contréle respective (en milieu classique).
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Figure 3. Ftude de CCL2. Sécrétion évaluée en ELISA et expression génique évaluée en RT-qPCR sur les
cellules monocytaires (A, B) et sur les cellules conjonctivales (C, D) aprés traitement avec du LPS ou du LTA
dans des conditions d'hyperosmolarité ou d'hypo-osmolarité. Les données représentent les moyennes + SEM, n
= 3 ou plus. Analyse statistique : two way ANOVA suivi par un test de comparaison multiple de Tukey. 1)
Analyse des effets des inducteurs seuls (LPS + ATP ou LTA + ATP) en milieu classique : § p <0.05; §§ p <0.01;
§88 p < 0.001 ; §888 p < 0.0001, comparé a la condition contréle (sans inducteur et en milieu classique). 2)
Analyse des effets de I'hyperosmolarité et de I'hypo-osmolarité sur ces conditions : * p < 0.05; ** p<0.01 ; ***
p <0.001 ; **** p < 0.0001, comparé a la condition contréle respective (en milieu classique). |l est de plus
renseigné en dessous des graphiques des résultats d'ELISA A et C, les résultats du test de viabilité obtenus dans
chacune de ces conditions (valeurs rapportées a la valeur du contréle fixée a 1).
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2.3.5. Discussion

Les résultats obtenus dans ces expérimentations démontrent que les cellules épithéliales
conjonctivales et les cellules monocytaires ont des comportements trés différents en présence de
PAMPs couplés ou non a de I'ATP.

Les cellules monocytaires, comme attendu, sont tres réactives en réponse aux activateurs de
I'inflammasome via l'induction importante d'IL-1B. Elles sont également sensibles au LPS seul et
répondent par I'induction de CCL2. De fagon étonnante, le LTA n'a pas induit cette chimiokine. Or, le
LPS et le LTA sont des stimuli inflammatoires classiques et donc fréquemment utilisés, notamment
connus pour induire l'expression de CCL2 non seulement sur les monocytes et les macrophages
(608,609) mais également sur de nombreux types cellulaires tels que les ostéoblastes (610), les
kératinocytes (611) ou les cellules épithéliales alvéolaires (612) par exemple. Cette absence
d’induction de CCL2 par le LTA est peut-étre simplement due au protocole utilisé (dose ou temps non
optimaux pour détecter une induction). Mais I'activation différente de chacun de ces activateurs,
passant par le TLR4 pour le LPS et le TLR2 pour le LTA pourrait également intervenir et expliquer ces
différences comme cela a pu étre montré pour d’autres cytokines (613). Enfin, il a déja été rapporté
que le LTA serait moins puissant que le LPS pour induire la synthése de cytokines (614).

Les cellules conjonctivales, elles, ne semblent pas répondre aux différents PAMPs testés, que
ce soit en termes d'activation de l'inflammasome ou d’induction de CCL2. Pourtant, une étude a
rapporté une induction de la sécrétion d'IL-1 (o/B) sous l'effet du LPS par les cellules conjonctivales
(WKD), celle-ci étant toutefois extrémement faible (39pg/mL) (87). Le protocole utilisé dans cette
étude était cependant un peu différent (1 heure de stimulus par LPS 100ng/mL suivi de 23 heures de
récupération avec un milieu de culture différent de celui que nous avons utilisé : le Medium 199
Hank’s balanced salt solution, un milieu plus complexe, notamment plus riche en acides aminés et en
vitamines). Cette discordance dans les résultats pourrait éventuellement étre expliquée par ces
différences de protocoles mais il faudrait confirmer cette hypothése en reproduisant ce protocole
exact avec la lignée cellulaire que nous avons utilisée. Notons que, concernant la détection d'IL-1B,
nous avons également étudié |'effet du LPS ou du LTA seuls, sans ATP, pendant 24h sur les cellules
conjonctivales et que nous n'avons pas observé de sécrétion de cette cytokine (données non
présentées).

Aucune étude a notre connaissance n’a analysé l'induction de CCL2 par le LTA ou le LPS sur
des cellules conjonctivales. Par contre, il a été mis en évidence que ce type cellulaire (WKD)
répondait par la sécrétion d'une autre cytokine pro-inflammatoire, IL-6, sous I'effet du LTA mais pas
sous l'effet du LPS (605). La sécrétion d'IL-6 a pu étre observée sous LPS apres correction du déficit
de ces cellules en MD-2, essentielle au signal TLR4, via un prétraitement avec IFN-y. Nous avons alors
effectué un prétraitement de nos cellules avec cette cytokine avant de tester nos différents stimuli
mais nous n'avons toujours pas observé de sécrétion d'IL-1B ou de CCL2 (données non présentées).
Notons également qu'une étude portant sur une autre lignée de cellules conjonctivales (IOBA-NHC)
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et sur des cellules cornéennes a montré que I'hyperosmolarité modulait I'expression des TLRs,
augmentant notamment |'expression génique de TLR4 (453).

Ces résultats négatifs sur les cellules conjonctivales concernant I'induction des cytokines pro-
inflammatoires recherchées semblent indiquer que les cellules WKD que nous avons utilisées dans
ces expériences sont insensibles au LPS et au LTA. Cependant, pour confirmer cette hypotheése, il
faudrait analyser d'autres marqueurs inflammatoires classiquement induits par le LPS et le LTA
comme IL-6 et TNF-a. Il faudrait ensuite déterminer si cette insensibilité est liée a I'absence ou a un
dysfonctionnement des récepteurs TLR4 et TLR2 a la membrane de ces cellules. L'utilisation d'autres
ligands des TLRs, comme les peptidoglycanes bactériens, pourraient également permettre
d'approfondir ces données. On ne peut également exclure une particularité due a ces cellules. Il
faudrait ainsi également comparer ces résultats avec une lignée primaire ou une autre lignée de
cellules conjonctivales.

L'expression génique du NLRP3 dans chacun des types cellulaires n'a pas été modifiée en
présence des activateurs de l'inflammasome. Ce résultat négatif sur les cellules monocytaires laisse
penser que le temps d'exposition choisi n'était peut-étre pas optimal et ne nous permet pas de
déceler une induction génique précoce. L'étude de I'expression génique de NLRP3 est peu étudiée
dans la littérature, la détection protéique intracellulaire étant plus utilisée. Une étude sur des
macrophages murins a cependant rapporté une légere augmentation de |'expression génique de
NLRP3 apres 6 heures de stimulation par LPS suivi de 30 minutes de stimulation par ATP (615), ce qui
correspond environ au temps global que nous avons utilisé mais a une exposition a I'ATP plus courte.
Une expérimentation sur différents temps d'exposition courts serait nécessaire pour déterminer si
une induction génique de NLRP3 sur les cellules monocytaires est déclenchée par les activateurs de
I'inflammasome.

Par ailleurs, une étude de la protéine NLRP3 serait également intéressante. Nous avons
effectué quelques tests préliminaires de détection de celle-ci en Western Blot et nous n'avons pas
observé de différence de son taux intracytoplasmique dans les cellules monocytaires en présence
d'activateurs (données non présentées). D'autre part, nous n'avons pas réussi a mettre en évidence
la présence de cette protéine dans les cellules conjonctivales avec cette technique. Cela pourrait
supposer que l'insensibilité de ces cellules aux activateurs de l'inflammasome serait due a |'absence
de NLRP3. Néanmoins, ces expériences préliminaires de détection protéique doivent étre refaites et
renforcées avant de pouvoir aboutir a une conclusion certaine.

Les comportements des cellules monocytaires et conjonctivales vis-a-vis de conditions hyper-
ou hypo-osmolaires sont également trés différents. C'est suite aux résultats préliminaires obtenus en
conditions d’hyperosmolarité avec les cellules monocytaires que nous avons décidé de rajouter les
conditions hypo-osmolaires dans cette étude.

Effet de I'hypo-osmolarité rapportés dans la littérature
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L’hypo-osmolarité extracellulaire provoque quasi instantanément un gonflement cellulaire
par influx d’eau intracytoplasmique. Ce gonflement est suivi du phénomeéne régulateur RVD qui va
induire la sortie d’ions CI" et K" via des canaux calciques et potassiques (616,617) ainsi que via les
cotransporteurs KCC (618,619), I'efflux d’osmolytes organiques comme le glutamate, le myoinositol
et la taurine (620,621) et I'efflux d’eau (167). L'ensemble de ces phénomenes va conduire a la
réduction du volume cellulaire a son volume initial. Les conditions hypo-osmolaires peuvent
apparaitre physiologiquement dans l'organisme, comme c’est le cas au niveau des cellules
intestinales apres ingestion d’aliments ou de boissons, ou bien parfois au niveau des cellules gliales
apres une activité neuronale intense (622). Mais le gonflement cellulaire induit par hypo-osmolarité
peut également intervenir dans certaines conditions non physiologiques comme lors
d'hyponatrémie, une situation pouvant apparaitre en cas d’altération des fonctions hormonales ou
rénales. Les effets de I’hypo-osmolarité ont été analysés sur de nombreux types cellulaires différents
tels que les hépatocytes, les cellules gliales (621,623), les cellules intestinales, les cellules rénales, les
monocytes ou d'autres cellules sanguines (624).

Ces études in vitro ont démontré que I’hypo-osmolarité stimule différents acteurs
intracellulaires parmi lesquels les MAPKs. ERK est la MAPK qui est majoritairement identifiée comme
activée par ces conditions dans plusieurs types cellulaires (625—628). Concernant |’activation de p38
et JNK, les résultats different suivant les types cellulaires étudiés, notons qu’elles sont par exemple
stimulées par I’hypo-osmolarité dans les hépatocytes (629). L’activation de NFkB sur ce type
cellulaire par I’hypo-osmolarité est également rapportée (629). Ainsi, bien qu'étant des phénoménes
inverses, I'hyper- et I'hypo-osmolarité semblent stimuler en partie les mémes voies intracellulaires,
sans pour autant conduire aux mémes réponses cellulaires finales.

Par ailleurs, il a été observé que le stress hypo-osmolaire induisait lui aussi une augmentation
de production des EROs (630,631). Concernant les effets pro-inflammatoires, une étude en
conditions hypo-osmolaires (150 mOsM) sur des cellules épithéliales intestinales a révélé l'induction
de la sécrétion des cytokines pro-inflammatoires IL-8 et IL-6, la sécrétion d'IL-8 ayant été liée a
|'activation de la voie JNK (632).

Concernant la surface oculaire, quelques études ont été menées pour caractériser le RVD
induit par I’hypo-osmolarité sur des cellules cornéennes humaines ou de lapin. Elles ont rapporté
I'importance des canaux K* (633), du cotransporteur KCC (181,634), du canal TRPV4 (635) et des
mouvements intracytoplasmiques de Ca®* (636) dans ce phénomeéne. Une autre étude sur des
cellules cornéennes de lapin en hypo-osmolarité a également montré que le gonflement cellulaire
induit I'activation de ERK et JNK, alors que I'activation de p38 est, quant a elle, une conséquence du
RVD qui suit la phase de gonflement (637). Aucune étude a notre connaissance n'a été menée sur les
cellules de la surface oculaire concernant I'effet de I'hypo-osmolarité en termes de marqueurs pro-
inflammatoires.

Résultats obtenus sous I'effet d'une hypo-osmolarité

Nous avons observé un effet potentialisateur de I’hypo-osmolarité sur I'inflammation induite
par différents stimuli dans les cellules monocytaires (voie de I'inflammasome activée (IL-13 et NLRP3)
et induction de CCL2, que ce soit en expression génique ou en sécrétion). Les effets stimulants sur
I'activation de I'inflammasome confirment des observations similaires rapportées sur des monocytes
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(638-640). Une de ces études propose un mécanisme pour expliquer cette stimulation : le
gonflement cellulaire induit par I'hypo-osmolarité conduit a une diminution de la concentration
intracellulaire en ions K" par simple dilution, une concentration qui va alors passer sous le seuil
d'activation de l'inflammasome et ainsi aider au déclenchement de celui-ci. La diminution de la
concentration cellulaire en K* est en effet un signal d’activation de l'inflammasome déja bien
identifié.

Les cellules conjonctivales sous hypo-osmolarité ont elles aussi présenté une augmentation
de I'expression génique d’IL-1B, ce qui va dans le sens des observations faites sur les cellules

monocytaires.

Résultats obtenus sous I'effet d'une hyperosmolarité

Sur les cellules monocytaires, nous avons observé que I'hyperosmolarité inhibait trés
fortement I'induction de cytokines pro-inflammatoires IL-1B et CCL2 induite par les stimuli testés. Cet
effet inhibiteur de I'inflammasome a été rapporté dans deux des études sur les monocytes citées
plus haut (639,640). De plus, de nombreuses études ont été menées sur des cellules sanguines car le
traitement par solution saline hyperosmolaire est souvent utilisé pour traiter les patients en choc
traumatique, en cedéme cérébral et ayant une élévation de la pression intracranienne. Les études in
vitro sur des cellules sanguines (polynucléaires, cellules mononucléaires, leucocytes) ont démontré
un pouvoir modérateur de I’hyperosmolarité sur l'inflammation, soit sur I'induction d'IL-8, TNF-q, IL-
1B, IL-6, et MIF par le LPS ou le peptidoglycane (641-646). Des études in vivo ont également conforté
cette observation (647). D'autres études in vitro ont aussi montré les effets anti-inflammatoires des
conditions hyperosmolaires sur l'inflammation induite par d'autres stimuli tels que des cytokines pro-
inflammatoires sur des cellules épithéliales pulmonaires (648) ou des conditions d'hypoxie sur des
cellules microgliales (649). Une étude citée plus haut analysant les effets de I'hyperosmolarité sur
I'expression des TLRs dans les cellules cornéennes a également rapporté cet effet inhibiteur de
I'hyperosmolarité sur la sécrétion d'IL-6 et d'IL-8 induite par le LPS seul ou le LPS et I'IFN-y combinés
(453).

Une étude est tout de méme en contradiction avec ces nombreuses observations (230). Cette
étude menée sur des cellules mononucléées sanguines a rapporté que I'hyperosmolarité seule
induisait une stimulation génique d'IL-1a, IL-1B et IL-8 qui cependant ne conduisait pas a une
augmentation de la sécrétion de ces protéines. Elle rapporte de plus que, lorsque des conditions
d'hyperosmolarité étaient rajoutées a un stimulus par LPS, les sécrétions d'IL-1a, IL-1B, IL-8 et TNF-a
induites étaient potentialisées par rapport a celles entrainées par le LPS seul. L'hypo-osmolarité dans
cette étude a, quant a elle, conduit a une diminution de la sécrétion basale d'IL-8.

Les cellules conjonctivales, en revanche, ont présenté un comportement inverse en présence
d’hyperosmolarité concernant CCL2 avec l'induction de celle-ci, comme déja observé dans les études
précédentes, et ceci de facon indépendante des stimuli LPS et LTA. Concernant les acteurs de
I'inflammasome, les résultats obtenus sur ces cellules sont contradictoires puisque I’hyperosmolarité
inhibe I'expression génique d’IL-1B8, comme dans les cellules monocytaires, mais stimule fortement
I’expression génique de NLRP3. Ce dernier résultat est difficile a expliquer car il dénote avec
I’ensemble des autres résultats obtenus avec les deux types cellulaires qui vont dans le sens d’un
effet inhibiteur de I'hyperosmolarité sur l'inflammasome. Ces résultats nécessiteraient ainsi des
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études complémentaires plus approfondies telles que celles décrites un peu plus haut concernant le
NLRP3 (temps d’expositions différents et détection de la protéine intracytoplasmique). Notons
également que I'hyperosmolarité seule n'a ainsi pas non plus induit de sécrétion d'IL-1B par ces

cellules alors que ce modele appliqué sur des cellules cornéennes a montré a plusieurs reprises
I'induction de cette interleukine.

2.3.6. Conclusion

Ces résultats nous ont permis de mieux cerner les effets de différents acteurs
potentiellement présents sur la surface oculaire de patients atteints de sécheresse oculaire, sur les
cellules conjonctivales comparées a des cellules monocytaires. Certains de ces effets étaient non
attendus et ont soulevé de nouvelles questions. Il serait donc nécessaire de les approfondir,
notamment en complétant par I'étude d’autres inflammasomes comme le NLRP1 ou d’autres
composants des inflammasomes tels qu’ASC et la caspase-1 ainsi que par I'analyse de la sécrétion de
I'autre produit final de I'inflammasome, IL-18. Pour l'instant, ces résultats préliminaires tendent a
montrer que les cellules monocytaires recrutées dans les conditions hyperosmolaires par les cellules
conjonctivales inhiberaient plut6t leurs réponses pro-inflammatoires dans ces conditions, ce qui est
une observation étonnante. En effet, nous pensions observer que les acteurs recrutés a la surface
oculaire lors d'une sécheresse oculaire participeraient au maintien de l'inflammation et ainsi a
I'entretien du cercle vicieux présent dans la sécheresse oculaire. Ces résultats sont donc a compléter.
Il serait notamment intéressant d'étudier le comportement de monocytes différenciés en
macrophages, car c’est la forme retrouvée dans les tissus apres recrutement dans la circulation
générale; ce modele serait ainsi plus représentatif de la situation physiologique réelle. Ces
macrophages peuvent présenter un comportement inflammatoire en présence d’hyperosmolarité
différent de celui des monocytes circulants et apporter alors des précisions sur les interrelations
entre les différents acteurs cellulaires dans les conditions hyperosmolaires.

D'autre part, I'hypo-osmolarité, une condition non prévue au commencement de I'étude,
s'avere induire des effets importants sur les cellules monocytaires surtout, mais également sur les
cellules conjonctivales. Une caractérisation plus complete des effets de cette condition sur les
cellules de la surface oculaire serait utile car pourrait avoir un intérét en termes d'optimisation de
formulation des médicaments. En effet, actuellement, les produits destinés a traiter la sécheresse
oculaire sont formulés de facon a étre hypo-osmolaires. L'apparition du concept du traitement de la
sécheresse oculaire a l'aide de solutions hypo-osmolaires afin de contrecarrer les effets de
I'hyperosmolarité lacrymale a émergé dans les années 1980. Il a été appuyé a de nombreuses
reprises par des études cliniques démontrant les effets bénéfiques de formulations hypo-osmolaires
(150 mOsM) de solutions salines (650) ou de hyaluronate de sodium (651-653) tant sur les
symptomes de la sécheresse oculaire que sur les paramétres de la surface oculaire et du film
lacrymal. Une étude in vivo, avec un modele de sécheresse oculaire murin induit par un stress
dessiccatif couplé a l'injection de scopolamine, a également rapporté les effets anti-inflammatoires
plus importants de ce type de formulation. En effet, une solution de hyaluronate de sodium 0,18%
hypo-osmolaire (150 mOsM) a entrainé une diminution des marqueurs pro-inflammatoires TNF-q, IL-
1B et CD40 dans la conjonctive plus importante qu'une solution de hyaluronate de sodium 0,1% iso-
osmolaire (654) (notons tout de méme que cette derniére était moins concentrée en acide
hyaluronique). Lors d'instillation de collyres hypotoniques, les cellules de la surface oculaire sont
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donc transitoirement exposées a une condition hypo-osmolaire, laquelle au vu de ces résultats
préliminaires ne s'avere pas si anodine et peut-étre pas d’une totale innocuité. Sans remettre pour
autant en cause le concept de I’'hypo-osmolarité pour traiter la sécheresse oculaire, un concept qui a
largement fait ses preuves, les résultats préliminaires que nous avons obtenus ont le simple mérite
d'attirer I'attention sur la vigilance a maintenir concernant les effets de I'hypo-osmolarité sur la
surface oculaire, d'autant plus sur une surface oculaire altérée comme c'est le cas chez les patients
atteints de sécheresse oculaire.
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DISCUSSION-CONCLUSION
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La sécheresse oculaire est une pathologie oculaire fréquente dans la population agée de plus
de 50 ans. Cependant, malgré une forte prévalence, cette maladie est souvent sous-estimée ou mal
considérée en raison de son apparente bénignité (2). Or, cette pathologie a un impact non
négligeable sur la qualité de vie des patients, et méme sur leur psychisme dans les cas les plus
séveres. Malheureusement, |'arsenal thérapeutique proposé actuellement est pauvre et consiste
essentiellement en des substituts lacrymaux. Ce manque de molécules thérapeutiques pour la
sécheresse oculaire peut étre expliqué par le caractére apparemment bénin de cette pathologie mais
également par le fait que le mécanisme précis de la maladie reste encore peu connu et qu'ainsi peu
de cibles thérapeutiques sont identifiées. C’'est en effet une pathologie complexe qui fait intervenir
toutes les structures de l'unité fonctionnelle lacrymale, notamment la surface oculaire, les glandes
lacrymales et les paupiéeres, qui vont étre le lieu de phénomenes inflammatoires et dysimmunitaires
chroniques. Malgré tout, de nombreuses études sont menées sur cette pathologie et apportent ainsi,
au fur et a mesure, des observations précieuses permettant petit a petit d’élucider les différents
processus et cascades d’événements impliqués dans l'apparition et le maintien de l'inflammation
chronique, un phénomene caractéristique de la pathologie.

Les travaux réalisés dans le cadre de cette these nous permettent d'apporter une
contribution décisive a l'identification des mécanismes sous-jacents impliqués dans la sécheresse
oculaire. lls permettent en effet de mieux comprendre le comportement d'un acteur important de
cette pathologie, I'épithélium conjonctival, dans des conditions similaires a celles présentes dans la
sécheresse oculaire. Ces résultats participent ainsi a la progression des connaissances des
mécanismes de la pathologie, notamment en confirmant la composante inflammatoire ainsi que
I'implication de la conjonctive dans ce processus.

Nous allons d'abord cerner les difficultés auxquelles il faut faire face lors d'études de la
sécheresse oculaire mais également les avantages de certains de ses modeles. Puis, nous
expliquerons le rationnel nous ayant mené au choix du modéle d’hyperosmolarité et de ses
modalités pour ces différentes expériences, en présentant ses atouts et ses inconvénients. Enfin,
nous discuterons ensuite les différents résultats obtenus dans ces travaux et nous préciserons les
expériences complémentaires a effectuer afin de confirmer ou approfondir les observations faites.

Les problématiques d’étude de la sécheresse oculaire

La difficulté de I'étude de la sécheresse oculaire réside dans le fait qu'il s'agit d'une maladie
multifactorielle ayant de nombreuses étiologies et implicant des mécanismes sous-jacents divers.

Concernant les études cliniques, cette pathologie, en touchant cet organe sensoriel
directement en contact avec l'extérieur qu'est I'eeil, présente néanmoins I'avantage de pouvoir étre
explorée du fait de l'accés facilité a deux types de prélevements porteurs de nombreux
renseignements : le liquide lacrymal et la couche cellulaire externe de I'épithélium conjonctival via la
technique de I'empreinte conjonctivale. Les études cliniques sont cependant souvent confrontées a
la difficulté de diagnostic liée a une dissociation fréquente entre les signes cliniques et les
symptomes ainsi que I'absence de biomarqueurs spécifiques identifiés de la maladie. Cela conduit
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parfois a des différences importantes dans les critéres d'inclusion dans les essais d'une étude a une
autre. Les étiologies trés diverses conduisent également dans certains cas a une population de
patients hétérogeéne, lorsque les étiologies ne sont pas précisées ni différenciées. Ces variabilités de
populations peuvent ainsi induire des biais dans les essais et conduire a masquer des observations
potentiellement intéressantes mais caractéristiques seulement d'une sous-population particuliere
des patients atteints. C'est pourquoi d'ailleurs, un des champs de recherche les plus actifs sur cette
pathologie est de tenter d'identifier un biomarqueur de celle-ci qui permette également de grader la
sévérité de la pathologie. Ces études sont souvent menées sur l'analyse de la composition des
larmes, notamment en termes de cytokines pro-inflammatoires par exemple (655), mais a ce jour
aucun biomarqueur robuste n’a été identifié. HLA-DR reste actuellement le meilleur marqueur de
I'inflammation de la surface oculaire de la pathologie.

Concernant les modeles in vivo, il est rapporté dans la littérature un trés grand nombre de
modeles expérimentaux différents, aucun n'étant le reflet parfait et précis de la complexité et de la
chronicité de cette pathologie (327). Néanmoins, la majorité de ces modeles est efficace en ce qui
concerne l'induction des signes cliniques principaux de la pathologie, a savoir une altération des
épithéliums de la surface oculaire et une diminution de la sécrétion lacrymale, souvent
accompagnées par une perte des cellules a mucus et des phénomenes inflammatoires a la surface
comme c’est cas pour le modeéle le plus fréquemment utilisé couplant I'application d’un stress
dessiccatif physique a I'administration de scopolamine (235,391). Ces modéles, suivant le protocole
choisi pour induire la sécheresse oculaire, permettent également de différencier les sécheresses par
hyposécrétion lacrymale de celles par instabilité du film lacrymal et évaporation excessive. De plus,
certains types de souris, tels que les souris NOD ou les souris Aire-KO, permettent d'étudier plus
spécifiguement la sécheresse oculaire liée a des mécanismes d'auto-immunité, reflétant davantage le
cas particulier du SGS (371,374,375).

Les modeles in vitro de sécheresse oculaire, eux, sont bien moins nombreux que les modéles
in vivo et consistent pour la grande majorité en la culture de cellules de la surface oculaire en milieu
hyperosmolaire ; trés peu utilisent un stress réellement dessiccatif par contact direct avec I'air
ambiant, avec ou sans flux (361,454). Ces modéles présentent les avantages et les inconvénients
classiques de tout modele in vitro : une facilité de réalisation et un faible colit mais contrebalancés
par une simplification extréme de la pathologie et ainsi un manque de représentativité
physiologique. Ainsi, le modele in vitro utilisé dans notre travail sur des cellules conjonctivales
représente un modele simple, constitué d'une monocouche d’un seul type cellulaire, qui ne rend pas
compte de l'interaction de ces cellules avec les autres types cellulaires présents dans la surface
oculaire tels que les cellules a mucus, les cellules cornéennes ou les cellules immunitaires, qui
interagissent pourtant fortement ensemble, en particulier pendant le processus d'inflammation.
Cependant, nous avons tout de méme choisi ce modele car il permet de réaliser des études de
mécanistique a l'échelle de la cellule relativement aisément, notre but étant de caractériser le
comportement spécifique des cellules conjonctivales. Les résultats obtenus avec ce modeéle
d'hyperosmolarité permettent alors d'obtenir des données préliminaires sur la pathologie et
d'identifier certains mécanismes impliqués afin d'orienter les recherches sur des modeles in vivo,
plus représentatifs de la pathologie, qui permettront de confirmer les différentes observations
obtenues et les hypotheéses soulevées avec ce modeéle cellulaire.
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Rationnel ayant conduit au choix du protocole d’hyperosmolarité

L'hyperosmolarité lacrymale est actuellement considérée comme un des meilleurs
indicateurs de sécheresse oculaire (656). Le modele d’hyperosmolarité permet ainsi de mimer les
conditions dans lesquelles baignent les cellules de la surface oculaire au cours de cette pathologie.

Dans les études utilisant ce modele, les cellules de la surface oculaire, dans la trés grande
majorité des cellules cornéennes, sont souvent exposées a un protocole mettant en jeu des doses
d'hyperosmolarité tres élevées allant jusqu'a 700 mOsM. Le protocole le plus classique consiste en
I'application d'une hyperosmolarité de 500 mOsM durant des périodes allant jusqu'a 24 heures. Or,
le film lacrymal d'un patient atteint de sécheresse oculaire présente généralement une osmolarité
comprise entre 316 et 360 mOsM, l'osmolarité lacrymale normale étant comprise entre 296 et 302
mOsM (33,115,656—658). Notons tout de méme qu'il existe des recouvrements entre les valeurs
d'osmolarité lacrymale des individus sains et celles des patients atteints de sécheresse oculaire, que
ce soit dans un sens ou dans l'autre. Dans certains cas de sécheresse oculaire, ces valeurs
d'osmolarité peuvent parfois atteindre des niveaux plus élevés, des études ayant détectés des
hyperosmolarités allant jusqu'a 424 mOsM (659) ou 440 mOsM (111). De plus, une étude a rapporté
gu'une application topique de solution hyperosmolaire de 800 a 900 mOsM (660) provoquait une
sensation de brilure au niveau de I'ceil similaire a celle rapportée lors de I'apparition d'une rupture
du film lacrymal. Ces résultats laissent penser que des pics d'hyperosmolarité trés élevés transitoires,
et donc difficiles a détecter, peuvent se produire dans la sécheresse oculaire. Ces pics d'osmolarité
seraient méme responsables de certains des symptomes de la pathologie.

Malgré ces observations rapportant des osmolarité élevées, le protocole consistant a exposer
les cellules de la surface a 500 mOsM pendant plusieurs heures parait drastique au vu des données
cliniques. Cette osmolarité élevée est cependant nécessaire pour observer des réponses de la part
des cellules en un temps réduit, réponses comparables a celles observées lors des études cliniques
(phénomenes d'apoptose, apparition d'un stress oxydant et réponses pro-inflammatoires) (222,299).
Les études in vitro sur cellules adhérentes, ayant de plus un taux de division rapide comme c'est le
cas des cellules conjonctivales WKD que nous avons utilisées, ne peuvent en effet durer plus de
quelques jours, les cellules devenant rapidement hyperconfluentes. Afin de pouvoir étudier les effets
d'une condition dont les effets biologiques et éventuellement toxiques ne se développent que
lorsque celle-ci est appliquée durant une période trés longue, les toxicologues se réferent souvent a
une extrapolation de la "loi de Haber" qui, au départ, s'applique aux toxiques par inhalation. Cette loi
explique que I'effet biologique d'un toxique (E) est dépendant de sa concentration (C) et de sa durée
de I'exposition (t), selon I'équation E=C.t . Ce principe souvent invoqué en toxicologie justifie alors
|'utilisation de concentrations élevées d'un stimulus sur des temps courts dans le but de prévoir ses
effets a une concentration plus faible sur une durée plus longue.

Ce modele in vitro de sécheresse oculaire peut également étre réalisé avec différents
osmolytes pour augmenter I'osmolarité du milieu, le NaCl étant le plus utilisé. Il existe en effet des
études sur des cellules cornéennes pour lesquelles I'hyperosmolarité a été induite par I'ajout de
sucrose (171,176,250), de mannitol (600) ou de glycérol (450). Certaines de ces études ont utilisé
parfois plusieurs de ces osmolytes afin de les comparer et n'ont pas détecté de différences
concernant |'activation des MAPKs (444,450) ou la sécrétion d'IL-1B (sécrétion nulle par ailleurs)
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(600). Nous avons choisi d'utiliser I'hyperosmolarité saline car, en plus d'étre la plus utilisée, elle
apporte des ions Na* et CI" qui sont présents en quantité relativement importante dans le film
lacrymal a I'état physiologique (cf. Tableau 1 dans la premiére partie de ce manuscrit). En outre, il a
été rapporté chez les patients atteints de sécheresse oculaire une augmentation du taux lacrymal de
sodium, passant de 133,2 a 145,1 mmol.L™ dans les sécheresses oculaires mixtes, une élévation qui
concerne également les autres ions présents dans le liquide lacrymal (661). Par ailleurs, dans un
modele in vivo par stress dessiccatif associé a I'administration de scopolamine, il a été observé,
couplé a l'augmentation de l'osmolarité du film lacrymal, une augmentation de la concentration
sodique de celui-ci, avec un doublement des valeurs apres 2 jours d'application du modele (435).
Néanmoins, il serait intéressant de confirmer nos résultats en utilisant d’autres inducteurs
d'hyperosmolarité que le NaCl.

Un des atouts de notre étude est d'avoir utilisé des cellules conjonctivales, un type cellulaire
relativement peu étudié dans ce modele. En effet, les études sur les effets de I'hyperosmolarité in
vitro sur des cellules conjonctivales sont moins d'une dizaine. L'une de celles-ci menée sur la lignée
cellulaire WKD a montré que I'hyperosmolarité induisait une diminution de la viabilité cellulaire et
I'apparition de phénomeénes d'apoptose (222). D'autres études ont utilisé la lignée conjonctivale
IOBA-NHC et ont fait état d'une diminution de la résistance de la monocouche formée par ces
cellules (662) ainsi qu'une modulation des TLRs comme le TLR4 (453) en présence d'un stress
hyperosmolaire. Une étude tres récente sur ces cellules a également identifié certaines voies
cellulaires activées par I'hyperosmolarité telle que la voie inflammatoire de la synthése des
prostaglandines (663). Enfin, des études sur des cellules primaires ont démontré en présence
d'hyperosmolarité une augmentation de I'expression de HLA-DR (452) et de la production d'IL-6, une
stimulation de la voie JNK et de la caspase 3 ainsi que I'expression de nerve growth factor (NGF) qui
aurait un réle dans l'apoptose observée dans ces conditions (86). Notons que nous avons également
étudié I'expression de HLA-DR dans les cellules conjonctivales WKD mais nous n'avons pas observé
d'augmentation significative de celle-ci sous hyperosmolarité (données non présentées). Ces
résultats contradictoires pourraient s'expliquer par la différence de nature des cellules conjonctivales
testées (lignées/primaires).

Intéréts, critiques et perspectives des résultats obtenus dans ces travaux

Les résultats obtenus lors des expérimentations analysant les effets du BAK et de
I'hyperosmolarité ont confirmé la potentialisation de leurs effets concernant la libération de certains
marqueurs pro-inflammatoires, plus précisément MIF et IL-8. Cette libération serait probablement
due 3 la mort des cellules intervenant dans ces conditions, conduisant a la libération de stocks
préformés de ces médiateurs, leur expression génique n’étant pas induite. Il a été observé une
induction de I'expression génique et de la sécrétion de CCL2 sous hyperosmolarité seule. L’adjonction
de BAK a cette condition conduit a une induction de CCL2 moins importante, ce qui laisse penser que
ces cellules privilégient d’autres processus que celui de l'induction de CCL2 dans ces conditions de
forte toxicité et ce qui favorise I'hypothese d’une absence de stock préformé pour CCL2. Nous avons
également observé une augmentation de la translocation nucléaire du facteur de transcription
protecteur de I’hyperosmolarité, NFAT5, dans ce modele de double stress. Les résultats que nous
avons obtenus compléetent une précédente étude publiée démontrant que I'ajout de conditions
hyperosmolaires au BAK potentialisait le stress oxydant engendré et la mort cellulaire par apoptose
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(222). Ces résultats in vitro, méritent maintenant d'étre confirmés par des études in vivo en utilisant
le modele de sécheresse oculaire hyperosmolaire.

Ces nouvelles données concernant l'inflammation permettent de confirmer la toxicité du BAK
et la nécessité d'éliminer ce conservateur des formulations ophtalmiques, d'autant plus si celles-ci
sont destinées a étre administrées sur une surface oculaire en sécheresse. Les observations
démontrant les effets déléteres de cette molécule utilisée au long terme s'accumulant depuis une
vingtaine d'année, la tendance actuelle est de chercher a s’en affranchir en développant des collyres
unidoses ou des collyres multidoses présentant un systeme de délivrance spécial évitant les risques
de contamination. Deux dispositifs de ce type sont disponibles en France depuis les années 90. Le
dispositif ABAK", congu pour limiter le risque de contamination par aspiration, consiste en une
membrane antibactérienne présente entre I'embout et le contenu du flacon qui piege les résidus
éventuellement aspirés. Il est parfois associé a un conservateur mais alors une seconde membrane
filtrante adsorbante filtre le collyre au moment de son instillation pour I'épurer du conservateur.
L’autre dispositif est le systtme COMOD" qui permet I'instillation du collyre sans retour d’air, car le
sachet contenant le collyre (situé a l'intérieur du flacon) se rétracte au fil des utilisations. En outre,
les valves et ressort en contact avec le collyre sont recouverts d’un film d’argent minéral aux
propriétés antibactériennes (664). Pour certains principes actifs, notamment les antiglaucomateux,
des formes a libération prolongée sont également développées afin de diminuer le nombre
d’administrations journalieres et la fréquence des contacts avec le conservateur améliorant ainsi
I'observance et la qualité de vie du patient.

Ces premiers résultats nous ont permis de focaliser la suite de nos travaux sur la chimiokine
CCL2 qui est une chimiokine pro-inflammatoire jouant un réle majeur dans l'inflammation par sa
capacité d’attraction des monocytes circulants et des macrophages tissulaires. Bien que cette
chimiokine ait été détectée lors de quelques études, elle a néanmoins fait I'objet de peu de travaux
comparativement a d'autres facteurs pro-inflammatoires tels que TNF-a, IL-1B, IL-8 ou IL-6. Dans
notre étude, nous avons pris le temps de bien caractériser cette induction afin d'optimiser le
protocole d'étude et de finalement opter pour le protocole classique de 500 mOsM qui n'induisait
sur ces cellules qu'une faible mortalité cellulaire, inférieure a 20%, tout en stimulant une réponse
pro-inflammatoire importante.

Nous avons pu identifier sur les cellules conjonctivales les voies intracellulaires mises en
ceuvre pour aboutir a la sécrétion de CCL2, que ce soit les MAPKs ou le NFkB, des voies classiques
intracellulaires impliquées dans des phénomeénes aussi divers que nombreux tels que la croissance
cellulaire, la différenciation, la survie ou la mort cellulaire. L'acteur le plus intéressant identifié dans
notre étude est le NFAT5, ce qui confirme le roéle majeur de ce facteur de transcription dans la
réponse inflammatoire induite par I'hyperosmolarité sur la surface oculaire. Nous apportons ainsi
une confirmation aux résultats d'autres études publiées ayant lié |'effet pro-inflammatoire de
I'nyperosmolarité a ce facteur de transcription (221,249,598). De plus, les résultats obtenus avec les
molécules thérapeutiques testées permettent d'identifier certains de leurs mécanismes anti-
inflammatoires mis en jeu dans la sécheresse oculaire. Ces résultats permettent de penser que |'effet
bénéfique de la CsA et de la Dex dans la sécheresse oculaire pourrait étre en partie lié a I'inhibition
de la sécrétion de CCL2 induite par la pathologie, une inhibition qui, dans le cas de la Dex, pourrait
étre liée a son effet inhibiteur de I'expression de NFATS5 induite par I'hyperosmolarité.

Pour compléter I'ensemble de ces résultats, il serait intéressant d'effectuer des expériences
complémentaires pour déterminer les liens entre tous ces acteurs, notamment déterminer si les
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agents thérapeutiques testés induisent I'activation des MAPKs ou de NFkB (par Western Blot) ou la
translocation de NFAT5 (par immunomarquage). Ces différentes expériences permettraient ainsi de
définir l'ordre d'intervention des différents acteurs que nous avons identifiés lors du stress
hyperosmolaire ainsi que de mieux caractériser les effets anti-inflammatoires des molécules
thérapeutiques testées. Une fois encore, les résultats obtenus devront ensuite étre confirmés avec
des études mettant en ceuvre des modeles in vivo de sécheresse oculaire.

L'identification de ces différentes voies intracellulaires potentiellement impliquées dans la
sécheresse oculaire permet non seulement de comprendre un peu mieux les mécanismes de la
pathologie mais également de découvrir de potentielles cibles thérapeutiques en bloquant la voie
CCL2, NFATS ou certaines voies des MAPKs, dont p38. Concernant cette derniére, une étude
analysant les effets d'une injection dans les glandes lacrymale de I'inhibiteur de p38 que nous avons
utilisé dans nos expériences, SB203580, a rapporté une amélioration de la stabilité lacrymale et de la
surface oculaire chez la souris MRL/lpr, un modéle in vivo de SGS (436). Approfondir ces résultats en
identifiant I'implication d'acteurs encore plus spécifiques serait néanmoins nécessaire. En effet, les
acteurs identifiés dans ce travail font partie de voies intracellulaires classiques qui participent a de
nombreux processus physiologiques. Toute tentative d'inhibition de I'un de ces acteurs dans le but
d'atténuer les signes de la sécheresse oculaire doit étre effectuée avec précaution en raison du
déséquilibre éventuellement entrainé sur d'autres tissus ou organes, bien que la voie ophtalmique
topique diminue ce risque.

L'inhibition des voies intracellulaires que nous avons identifiées font pour certaines déja
I'objet de brevets ou d'essais cliniques dans d'autres pathologie. Ainsi, un brevet a récemment été
déposé sur une molécule inhibitrice de NFAT5, un dérivé de la 8-oxoprotoberbérine, destinée a
prévenir ou a traiter des maladies associées a I’activité de NFATS5, soit des maladies inflammatoires et
en particulier la polyarthrite rhumatoide, cette molécule ayant présenté des effets bénéfiques sur un
modeéle animal de cette pathologie (W0O/2015/102380). Des essais cliniques sont en cours en
cancérologie utilisant des anticorps anti-CCL2 tels que le carlumab (665). Il existe également des
brevets concernant des antagonistes de CCL2, dont des anticorps anti-CCL2, pour traiter des
pathologies inflammatoires mais ne mentionnant pas la sécheresse oculaire (W0/2015/062743,
WO0/2013/177264, WO/2013/144563). Enfin, en ce qui concerne spécifiquement lI'inflammation
oculaire, notons qu'il existe des brevets déposés sur [l'utilisation d'inhibiteurs de JNK
(W0/2013/079213 et 2902035) et de p38 (W0O/2009/152072, WO/2007/067478). Des essais
cliniques sont en cours testant des inhibiteurs de p38 dans d'autres pathologie : RO4402257 ou PH-
797804 dans la polyarthrite rhumatoide, SB681323 dans les douleurs neuropathiques ou VX-745dans
la maladie d'Alzheimer.

Un des intéréts paralléles des expérimentations présentées dans ces travaux est lié a la
caractérisation de la sécrétion de CCL2 induite par ce modeéle de sécheresse oculaire sur les cellules
conjonctivales. Cette induction étant importante et surtout extrémement reproductible au cours des
expérimentations, utiliser ce modéle devient ainsi un outil rapide et peu colteux permettant de
tester l'effet anti-inflammatoire de molécules potentiellement intéressantes pour traiter la
sécheresse oculaire. Cela ne dispense pas des études in vivo mais permet d'obtenir des pistes
préliminaires quant a I'efficacité potentielle de ces molécules et permet également d'adapter par la
suite les protocoles expérimentaux in vivo.
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Les résultats concernant la voie de l'inflammasome présentés dans ce manuscrit sont des
résultats préliminaires nécessitant une investigation plus poussée. lls nous ont cependant permis de
montrer que I’hyperosmolarité n’était pas un stimulus activateur de I'inflammasome que ce soit dans
les cellules épithéliales conjonctivales ou les cellules monocytaires. En revanche, ce stress
hyperosmolaire s’est révélé réduire de maniere significative les réponses inflammatoires induites par
des activateur pro-inflammatoires classiques (LPS ou LTA seuls, avec ou sans ATP) sur les monocytes,
a la différence d’un stress hypo-osmolaire qui les exacerbe. Nos résultats négatifs quant a la
sécrétion d'IL-1f par les cellules épithéliales conjonctivales en présence d'hyperosmolarité semblent
en contradiction avec ceux trouvés par d'autres équipes sur des cellules épithéliales cornéennes en
dépit des différentes conditions que nous avons testées : un stress hyperosmolaire plus important
(hyperosmolarité forte, temps plus longs), une costimulation avec du LPS ou du LTA et de I’ATP, un
prétraitement avec I'lFN-y ou I'utilisation de milieux conditionnés. En effet, la majorité des études
publiées a rapporté une induction d'IL-1B par I'hyperosmolarité saline sur des cellules cornéennes en
lignées immortalisées par SV40, HCE-2 (ATCC) (299,355) ou HCE (446,451), ainsi que sur des cellules
primaires cornéennes (248) ou limbiques (235). Pour essayer de lever cette ambiguité, nous avons
voulu vérifier si la lignée cellulaire utilisée était en cause et nous avons ainsi pu confirmer nos
résultats négatifs précédents en obtenant les mémes sur une lignée cornéenne (lignée HCE-T,
immortalisée par SV40, RIKEN BioResource Center). Il est important de souligner que ces résultats
négatifs sont en concordance avec deux études utilisant des cellules cornéennes primaires et en
lignée (HCE immortalisée par SV40) pour l'une (600) et la la méme lignée cornéenne que nous avons
testée pour Il'autre (601).

L'ensemble des résultats présentés dans ce travail de thése serait intéressant a approfondir
en étudiant les interactions avec tous les acteurs cellulaires et les structures proches de la
conjonctive. Dans ce but, réaliser une coculture de macrophages ou de monocytes avec les cellules
conjonctivales permettrait d'analyser et d’identifier les liaisons entre ces acteurs présents au niveau
de la surface oculaire. Une coculture dans un systeme Transwell® permettrait d'identifier la capacité
des cellules conjonctivales sous hyperosmolarité a attirer les monocytes ou les macrophages via la
sécrétion de CCL2 notamment. D'autre part, développer un nouveau modele ex vivo de sécheresse
oculaire utilisant des yeux d'animaux mis en culture dans des milieux hyperosmolaires pourrait
également permettre de compléter nos données. Il serait alors possible d'effectuer des
immunomarquages ou des analyses en RT-gPCR de la cornée et de la conjonctive pour identifier les
différents marqueurs pro-inflammatoires augmentés dans ce modele ainsi que I'effet de différentes
thérapeutiques sur ceux-ci. On peut également envisager de récupérer le milieu de culture et d'y
doser les différentes chimiokines pro-inflammatoires sécrétées. Les résultats obtenus pourraient étre
comparés a ceux que nous avons trouvés dans ce travail et notamment l'induction de CCL2.

Notre travail s’inscrit dans la physiopathologie de la maladie décrite par le cercle vicieux (33)
de la sécheresse oculaire montrant le réle actif joué par les cellules épithéliales en réponse a
I’hyperosmolarité du film lacrymal. Par la production de la chimiokine pro-inflammatoire CCL2, une
molécule chimiotactique de différentes cellules immunitaires ayant un role majeur dans
I'inflammation, les cellules épithéliales conjonctivales participent a I'entretien de l'inflammation au
niveau de la surface oculaire. En outre, I'hyperosmolarité déclenche au niveau intracellulaire la
translocation d’un facteur de transcription indispensable a I'osmoprotection, le NFAT5, que nous
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avons montré comme responsable de la synthese de CCL2. Le blocage plus ou moins partiel de ces
deux cibles mérite d’étre exploré de maniere plus approfondie car celles-ci pourraient constituer des
opportunités thérapeutiques intéressantes dans I'avenir.

134



ANNEXE

135



Ocular Surface Disease Index (OSDI)

Posez aux patients les 12 questions sulvantes et entourez la case dont le chiffre représente le
mieux chaque réponse, Puis remplissez les cases A, B, C, D et E selon les instructions.

Avar-vous ressent 'une des situations Toutle | La plupart | La moitié | De temps | Jamais
sulvantes la semaine passées ? temps | dutemps | du temps | en lemps

1. Les yeux qui sont sensible & |a lumiare 7 4 3 2 1 Q
2. Un sensation de gravier dans les yeux 7 4 3 2 1 0
3. Les youx douloureux ? 4 a 2 1 0
4, Une vision floue ? 4 3 2 1 0

5. Une mauvaise vision 7 L] 3 2 1 0

Total des réponses 1 4 5 E

Avez-vous ou des problimes avec vos yaux Toutle | Laplupart | La moité | De temps | Jamais | Sans

qui vous ont limith dans les situations temps | dultemps | dutemps | en lemps réponse
suivanies i samaing passéo 7 MN/A
8. La lecture ? 4 3 2 1 ] N/A
T. La conduite do nult 7 4 3 2 1 0 N/A
8. Travalller sur ordinateur 7 4 3 2 1 0 N/A
9. Regarder la télévision 7 4 3 2 1 0 N/A

Total des réponses 6 & 0

Esl-co que vos youx ont &lé inconlortables Toutle | Laplupart | La moitlé | De temps | Jamais | Sans
dans 'une des siluations sulvantos la semaine | temps | dutemps | dutemps | en lemps Hponse
passte 7 N/A
10. Dans des conditions de vent 7 4 3 2 1 0 N/A
11. Lisux avec trés peu d'humidith (trds sec) 7 L} 3 2 1 0 N/A
12, Lisux avec alr conditionnée 7 4 3 2 1 0 N/A

Total des réponses 10 & 12 E

Faire le total des cases A, B et C o= we |

Total des questions répondues surles 12 |E=  n2 |

Se référer au tableau pour connaitre le statut du patient : normal, syndrome sec léger,
modéré ou sévére

= 11
»
% 10
fa *
2 8
52 7
T 8
L0 6
<]
w% 5
S
4 4 3 . . o
2 Les valeurs pour céfer dz b sécheresse ouiaite onl &6 cabuk
5 3 formude 08D
= 2 . (somme des sores] x 25
1 : (nombre de quedlions renseignées)
5 10 15 20 25 30 35 40 45 8
Somme des scores des questions auxquelles il a 6t
répondue (C)
T———
Normal Léger Modéré Seveére

Annexe : Questionnaire OSDI.
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RESUME

La sécheresse oculaire est une pathologie fréquente qui peut impacter fortement la qualité de vie
des patients. D’origine multifactorielle complexe, elle présente de nombreuses étiologies et son
diagnostic est difficile en raison de présentations cliniques variées, en termes de symptomes et de
tests cliniques, et en I'absence d'un marqueur spécifique. En outre, elle ne bénéficie actuellement
que d’une seule molécule thérapeutique, cependant non curative, la ciclosporine. Devenant un réel
probleme de santé publique, la recherche visant a une meilleure compréhension des mécanismes
sous-jacents a son apparition reste indispensable. L'état actuel des connaissances sur la sécheresse
oculaire reconnait a l'inflammation et a I'hyperosmolarité un réle central. Ce travail de thése a eu
pour objectif d'étudier le comportement pro-inflammatoire des cellules conjonctivales dans un
modele in vitro classique de sécheresse oculaire induite par une hyperosmolarité saline. Nous avons
ainsi montré que les cellules conjonctivales sécrétent une chimiokine pro-inflammatoire majeure,
CCL2/MCP-1, et que cette induction est totalement sous la dépendance du facteur de transcription
osmoprotecteur NFAT5/TonEBP ainsi que partiellement liée a la voie des MAPKs et de NFkB. Nous
avons également observé que cette induction était en partie inhibée par la ciclosporine et la
dexaméthasone. Nous avons ensuite complété ce travail par I'étude de l'inflammasome a la fois sur
ces cellules et sur des monocytes, type cellulaire majeur ciblé par CCL2, en utilisant différents
activateurs classiques dans le modeéle d’hyperosmolarité. Nos résultats ont montré I'absence
d’activation de I'inflammasome par I'hyperosmolarité seule. En revanche, I'hyperosmolarité aurait un
role inhibiteur de I'inflammasome dans les monocytes. Ces résultats ouvrent des pistes nouvelles
d’exploration afin de mieux comprendre les relations entre monocytes et cellules épithéliales de la
conjonctive. lls nous ont permis d'identifier le rdéle incontournable de cellules épithéliales
conjonctivales dans I'apparition ou le maintien de Il'inflammation dans la pathologie et de
caractériser certaines voies intracellulaires impliquées dans ce processus, ouvrant de nouvelles
perspectives en termes de thérapeutiques.

Mots clés : Sécheresse oculaire, conjonctive, inflammation, hyperosmolarité.

ABSTRACT

Dry eye disease is a common condition that significantly impacts the quality of life of patients. It is a
complex multifactorial disease with many etiologies and a diagnosis recognized as difficult due to the
multiple clinical presentations in terms of symptoms and clinical tests, and lacking of a reliable and
specific marker. There is currently only one therapeutic molecule to treat this disease, cyclosporin.
However it is not curative. Dry eye disease is becoming an important public health problem and it is
necessary to focus research on its underlying mechanisms, as they remain largely unknown. The
current state of knowledge in dry eye disease recognizes inflammation and hyperosmolarity as
central elements in the pathology. This work aimed to study the pro-inflammatory behavior of
conjunctival cells in an in vitro model of dry eye disease by NaCl-induced hyperosmolarity. We
showed that conjunctival cells secrete a major pro-inflammatory chemokine known as CCL2/MCP-1.
This induction depends entirely on the osmoprotectant transcription factor NFAT5/TonEBP and is
partially related to the MAPKs and the NFkB pathways. We showed that the process could be
partially inhibited by cyclosporin and dexamethasone. We also studied the inflammasome in
conjunctival cells and monocytes, the major cell type targeted by CCL2, using various classical
inflammasome activators in this hyperosmolarity model. We did not observe any inflammasome
activation induced by hyperosmolarity alone. On the other hand, hyperosmolarity shows signs of
inhibiting inflammasome activation in monocytes. These results open new ways of understanding the
relations between monocytes and conjunctival epithelial cells. They highlight the crucial role of the
conjunctival epithelial cell type in the inflammation process in dry eye disease and make it possible to
characterize intracellular pathways involved in this process, opening new therapeutic prospects.
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