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ABBREVIATIONS	
AG	:	Atrophie	Géographique	

APOE	:	Apolipoprotéine	E	

ARMS2	:	Age	Related	Maculopathy	Susceptibility-2	

CARASIL	:	Cerebral	autosomal	recessive	arteriopathy	with	subcortical	infarcts	and	
leukoencephalopathy	

CCR2	:	C-C	Chemokine	Receptor	type	2	

CD14/16/22	:	Cluster	of	Differenciation	14/16/22	

CFH	:	Complement	Factor	H		

CX3CR1/CX3CL1	:	C-X3-C	motif	Chemokine	Receptor/Ligand	1	

PDGF	:	Platelet-Derived	Growth	Factor	

PDZ	:	Post-synaptic	density	protein	95	(PSD-95),	Drosophila	disc	large	tumor	suppressor	(Dlg1),	
zona	occludens	1	(ZO-1)	

DMLA	:	Dégénerescence	Maculaire	Liée	à	l’Age	

EPR	:	Epithélium	Pigmentaire	Rétinien	

ENCODE	:	Encyclopedia	of	DNA	Elements	

FasL	:	Fas	Ligand	

FGF	:	Fibroblast	Growth	Factor	

GLUT1/3	:	Glucose	Transporter	1/3	

GMPc	:	Guanosine	Monophosphate	Cyclique	

GTex	:	Genome-Tissue	Expression	

HTRA1	:	High-Temperature	Requirement	A	Serine	Peptidase	1	

IBA1	:	Ionized	calcium-Binding	Adapter	molecule	1	

IGF	:	Insulin-like	Growth	Factor	

IGFBP5	:	Insulin	Like	Growth	Factor	Binding	Protein	5	

IL-6	:	Interleukine-6	

iMΦs	:	Macrophages	inflammatoires	dérivés	des	monocytes	

IIRC	:	Innate	Immunity	Receptor	Cluster	

IRBP	:	Interphotoreceptor	Retinoid-Binding	Protein	

kB	:	kilo	Bases	

kDa	:	kilo	Dalton	
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LAP	:	Latency	Associated	Peptide	

LPS	:	Lipopolysaccharide	

MC	:	Monocyte	Commun	

MEC	:	Matrice	Extra-Cellulaire	

MI	:	Monocyte	Intermédiaire	

MLA	:	Maculopathie	Liée	à	l’Age	

MMP	:	Matrix	Metalloproteinase	

MNC	:	Monocyte	Non	Commun	

Mos	:	Monocytes	

M	M	:	Macrophages	

μm	:	micro-mètre	

nm	:	nano-mètre	

NO	:	monoxyde	d’azote	

NVC	:	Néovascularisation	Choroïdienne	

OR	:	Odds	Ratio	

PEDF	:	Pigment	Epithelium-Derived	Factor	

PLEKHA1	:	Pleckstrin	Homology	domain-containing	family	A	member	1	

PM	:	Phagocyte	Mononucléé	

rMPh	:	Macrophages	résidents	

ROS	:	Reactive	Oxygen	Species	

SIRPa	:	Signal	Regulatory	Protein	α	

SNC	:	Système	Nerveux	Central	

SNP	:	Single	Nucleotide	Polymorphism	

TGF-n	:	Transforming	Growth	Factor-β	

TIMP	:	Tissue	Inhibitor	of	Metalloproteinases	

TLR4	:	Toll-Like	Receptor	4	

TSP-1	:	Thrombospondine-1	

VEGF	:	Vascular	endothelial	growth	factor	

VVM	:	Valine-Valine-Méthionine	
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I. Anatomie	et	physiologie	de	l’œil	et	la	rétine		
Les	 cinq	 sens	 incluent	 le	 goût,	 le	 toucher,	 l’ouïe,	 l’odorat	 et	 la	 vue.	 L’œil	 est	 l’organe	

hautement	spécialisé	de	la	photo-réception,	processus	par	lequel	l’énergie	lumineuse	de	

l’environnement		est	convertie	en	impulsion	électrique.	Ce	signal	électrique	est	transmis	

au	 cerveau,	 via	 le	 nerf	 optique,	 qui	 l’analyse	 et	 crée	 l’image	 que	 nous	 percevons.	 Les	

données	anatomiques	développées	dans	ce	chapitre	son	tirées	de	l’ouvrage	de	«	The	Eye	

4th	 Edition	»	 par	 Forrester	 J.,	 Dick	 A.,	 McMenamin	 P.,	 Roberts	 F	 et	 Pearlman	 E.	 Chez	

l’humain,	 le	 globe	 oculaire	 a	 un	 diamètre	 d’environ	 25mm	 et	 est	 composé	 de	trois	

enveloppes,	ou	tuniques	(Figure	1).	On	peut	notamment	citer	:	

- la	 tunique	 fibreuse	 externe	 composée	 du	 tissu	 scléreux	 opaque	 et	 prolongé	 au	

niveau	antérieur	par	la	cornée	transparente.	Cette	enveloppe	très	rigide	permet	

de	protéger	l’œil	et	maintien	sa	forme,	

- la	tunique	médiane,	composée	par	l’iris	en	avant,	les	corps	ciliaires	et	la	choroïde	

en	arrière,	

- la	 tunique	 interne,	composée	de	 la	rétine	qui	 tapisse	 le	 fond	de	 l’œil,	et	du	nerf	

optique.	Leur	rôle	est	de	convertir	l’information	lumineuse	en	signal	électrique.	

	

											 	

Figure	1:	Anatomie	de	l'œil	humain.		
Les	rayons	lumineux	(flèche	jaune)	traversent	la	cornée,	l’humeur	aqueuse,	le	cristallin	et	le	vitré	
pour	être	finalement	captés	par	la	rétine	au	niveau	de	la	macula.	
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L’œil	 est	 classiquement	 divisé	 en	 deux	 parties,	 qu’on	 appelle	 le	 segment	 antérieur,	

délimité	par	la	cornée	et	le	cristallin,	et	le	segment	postérieur.	Dans	cette	étude,	nous	ne	

nous	 intéresserons	 qu’au	 segment	 postérieur.	 Le	 corps	 vitré	 est	 le	 constituant	

majoritaire	du	segment	postérieur,	 il	s’agit	d’un	liquide	gélifié	transparent,	qui	remplit	

les	deux-tiers	de	la	cavité	oculaire,	du	cristallin	jusqu’à	la	rétine.	Son	rôle	principal	est	de	

maintenir	 le	 volume	de	 l’œil	;	 sa	 transparence	permet	 de	ne	pas	 créer	 d’interférences	

pour	le	signal	lumineux.	Il	est	attaché	au	niveau	du	nerf	optique,	pour	maintenir	le	vitré	

plaqué	 sur	 la	 rétine	;	 et	 en	 arrière	 des	 corps	 ciliaires,	 au	 niveau	 de	 l’ora	 serrata.	 	 Le	

segment	postérieur	est	entouré	par	la	sclère,	membrane	externe	de	l’œil,	extrêmement	

résistante.	Elle	assure	la	protection	de	l’œil	contre	les	lésions,	et	particulièrement	pour	

les	deux	 tuniques	qui	 tapissent	 le	 fond	de	 l’œil	:	 la	 choroïde	et	 la	 rétine.	En	arrière	de	

l’œil,	elle	est	traversée	par	le	nerf	optique	;	en	avant	de	l’œil,	la	sclère	est	en	continuité	

avec	la	cornée.	La	choroïde	est	un	tissu	pigmenté	et	très	vascularisé,	situé	entre	la	sclère	

et	 la	 rétine.	 Sa	 principale	 fonction	 est	 d’apporter	 de	 l’oxygène	 et	 des	 nutriments	 aux	

couches	externes	de	la	rétine	qui	ne	sont	pas	vascularisées.	

La	 rétine	 est	 	 la	 couche	 la	 plus	 interne	 des	 trois	 tuniques	 de	 l’œil.	 Il	 s’agit	 du	 tissu	

neurosensoriel	 dont	 la	 fonction	 est	 de	 capter	 les	 informations	 lumineuses	 de	

l’environnement	 et	 les	 convertir	 en	 impulsions	 nerveuses	 qui	 sont	 transmises	 au	

cerveau,	via	le	nerf	optique,	pour	initier	le	traitement	de	l'image.	

L'épaisseur	 moyenne	 de	 la	 rétine	 est	 d’environ	 250μm	 et	 elle	 est	 constituée	 de	 dix	

couches.	 De	 la	 surface	 de	 la	 rétine	 à	 l'arrière	 de	 l'œil,	 les	 couches	 sont	les	 suivantes	

(Figure	2)	:	

- la	couche	de	cellules	ganglionnaires,		

- la	couche	plexiforme	interne	contient	 les	synapses	entre	cellules	ganglionnaires	

et	les	cellules	bipolaires	ou	amacrines,		

- la	 couche	 nucléaire	 interne	 contient	 les	 cellules	 amacrines	 bipolaires	 et	

horizontales,		

- la	 couche	plexiforme	externe	contient	 les	 synapses	entre	 les	 cellules	bipolaires,	

horizontales	et	les	photorécepteurs,		

- la	couche	nucléaire	externe	contient	les	corps	cellulaires	des	photorécepteurs,		

- la	 couche	 réceptrice	 contient	 les	 segments	 externes	 et	 internes	 des	

photorécepteurs	

- l’épithélium	pigmentaire	rétinien	(EPR).	



	 13	

					 	

Figure	2:	Les	différentes	couches	de	la	rétine.		
A	:	Coupe	de	rétine	humaine	-	Marquage	bleu	de	toluidine	(modifié	d’après			
https://embryology.med.unsw.edu.au).	CGC	:	couche	des	cellules	ganglionnaires	;	CPI	:	couche	plexiforme	
interne	;	CNI	:	couche	nucléaire	interne	;	CPE	:	couche	plexiforme	externe	;	CNE	:	couche	nucléaire	externe	
;	SI	:	segments	internes	des	photorécepteurs	;	SE	:	segments	externes	des	photorécepteurs.	B	:	Les	cellules	
de	la	rétine	(modifié	d’après	West	et	al.,	2009).	
	

On	peut	séparer	ces	couches	en	deux	tissus	distincts	:	 la	rétine	neurale,	qui	est	le	siège	

de	la	phototransduction,	et	l’épithélium	pigmentaire	rétinien	(EPR).	

A. LA	RETINE	NEURALE	
La	rétine	neurale	est	une	fine	couche	transparente	de	cellules	superposées.	C’est	ce	tissu	

qui	 capte	 les	 informations	 lumineuses	 de	 l’environnement	 et	 les	 convertit	 en	 influx	

nerveux,	 on	 parle	 de	 phototransduction.	 Les	 influx	 nerveux	 sont	 ensuite	 transmis	 au	

cerveau	via	les	axones	des	cellules	ganglionnaires	dans	le	nerf	optique.	La	rétine	neurale	

est	 constituée	 de	 plusieurs	 types	 cellulaires	 parmi	 lesquelles	 on	 retrouve	

principalement	des	cellules	neuronales,	mais	également	des	cellules	gliales.	

Les	photorécepteurs	absorbent	et	convertissent	les	photons	en	signaux	neuronaux,	qui	

sont	ensuite	traités	à	travers	le	réseau	de	cellules	bipolaires,	horizontales,	amacrines	et	

ganglionnaires.	 Les	 axones	 des	 cellules	 ganglionnaires	 forment	 la	 couche	 de	 fibres	

nerveuses	 qui	 se	 rejoignent	 et	 forment	 l’entrée	 du	 nerf	 optique.	 Ce	 sont	 les	

interconnexions	complexes	des	différentes	cellules	neurales	de	la	rétine	qui	complètent	

le	premier	traitement	de	l'information	visuelle	envoyée	au	cerveau.		
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1) LES	PHOTORECEPTEURS	
Il	 existe	 deux	 types	 de	 photorécepteurs	 dans	 la	 rétine	des	 organismes	 vertébrés:	 les	

bâtonnets	et	les	cônes.	Ils	sont	localisés	du	côté	externe	de	la	rétine.	En	1935,	Osterberg	

a	estimé	le	nombre	de	photorécepteurs	dans	la	rétine	humaine	et	a	observé	entre	110	et	

125	millions	de	bâtonnets,	et	entre	6,3	et	6,8	millions	de	cônes	 (Osterberg	1935).	Des	

études	plus	récentes	ont	estimé	que	la	rétine	humaine	contient	entre	80	et	110	millions	

de	bâtonnets,	(90	à	95%	des	photorécepteurs)	;	et	entre	4	et	5	millions	de	cônes,	(entre	

5	et	10%	des	photorécepteurs)	(Farber	et	al.	1985;	C.	A.	Curcio	et	al.	1990).	

Les	photorécepteurs	de	type	bâtonnet	sont	responsables	de	 la	vision	à	 l’obscurité,	à	 la	

différence	 des	 photorécepteurs	 de	 type	 cône	 qui	 favorisent	 la	 vision	 précise	 et	 la	

distinction	 des	 couleurs.	 Chez	 l’humain	 et	 les	 primates	 supérieurs,	 la	 composition	 en	

photorécepteurs	 n’est	 pas	 la	 même	 sur	 toute	 la	 rétine.	 En	 effet,	 les	 bâtonnets	 sont	

extrêmement	majoritaires	au	niveau	de	la	rétine	périphérique	;		au	niveau	de	la	macula,	

la	 densité	 des	 cônes	 augmente	 très	 fortement.	La	 fovea,	 au	 centre	 de	 la	macula,	 étant	

composée	exclusivement	de	cônes	(Figure3).	Chez	les	rongeurs,	 la	rétine	est	composée	

presque	 exclusivement	 de	 bâtonnets	 (99%)	;	 en	 revanche,	 les	 deux	 types	 de	

photorécepteurs	sont	répartis	uniformément	sur	toute	la	rétine	(LaVail	1976).	

	

						 	

Figure	3:	Distribution	spatiale	des	photorécepteurs	dans	la	rétine	humaine.		
(modifié	d’après	Marmorstein	et	al.,	2007)	
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Les	 deux	 types	 de	 photorécepteurs	 ont	 la	 forme	 d’une	 longue	 cellule	 étroite	 qui	

comprend	un	segment	 interne	et	un	segment	externe	reliés	par	un	cil	 connecteur.	Ces	

segments	sont	séparés	du	corps	cellulaire	par	une	membrane	limitante	externe	(Figure	

4).	 Le	 noyau	 des	 photorécepteurs	 est	 localisé	 dans	 la	 couche	 nucléaire	 externe	 de	 la	

rétine	et	 les	axones	passent	à	 travers	 la	 couche	plexiforme	externe	où	 ils	 forment	des	

terminaisons	 synaptiques	 (appelées	 pédicules	 pour	 les	 cônes	 et	 sphérules	 pour	 les	

bâtonnets)	 avec	 les	 cellules	 bipolaires	 et	 les	 cellules	 horizontales	 (Figure	 2).	 Les	

segments	externes	des	photorécepteurs	contiennent	les	pigments	visuels	nécessaires	à	

l’absorption	des	photons	lumineux	et	à	l’initiation	du	signal	électrique	(J.V.	Forrester	et	

al.	2015).	

	

																					 	

Figure	4:	Les	photorécepteurs	de	type	cône	et	bâtonnet.		
(modifié	 d’après	 Forrester	 et	 al.,	 2016).	 Les	 photorécepteurs	 sont	 constitués	 d’une	 terminaison	
synaptique,	d’un	noyau,	d’un	segment	interne	et	d’un	segment	externe.	
	

a) Les	bâtonnets	
Les	 photorécepteurs	 de	 type	 bâtonnets	mesurent	 entre	 100	 et	 120μm	 	 de	 long.	 Leur	

pigment	visuel,	appelé	rhodopsine,	est	localisé	au	niveau	du	segment	externe,	au	sein	de	

disques	empilés	 les	uns	sur	 les	autres	et	entourés	d’une	membrane	plasmique	(Figure	

4).	 Les	 disques	 sont	 continuellement	 produits	 au	 niveau	 du	 cil	 connecteur	 et	migrent	

jusqu’à	 l’extrémité	 du	 segment	 externe	 où	 ils	 seront	 phagocytés	 par	 les	 cellules	 de	

l’épithélium	pigmentaire	rétinien.	Ce	point	sera	développé	ultérieurement.	
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Les	 bâtonnets	 sont	 des	 photorécepteurs	 extrêmement	 sensibles	 à	 la	 lumière,	 et	 sont	

capables	 de	 répondre	 à	 un	 faible	 stimulus	 (un	 photon).	 Ils	 permettent	 la	 vision	

scotopique,	 c’est-à-dire	 en	 condition	 de	 faible	 luminostié,	 et	 ont	 un	 pic	 d’absorption	

maximal	après	une	stimulation	lumineuse	de	longueur	d’ondes	d’environ	500nm	(Figure	

5).	

b) Les	cônes	
Les	 cônes	 sont	 généralement	 plus	 courts	 que	 les	 bâtonnets,	 et	 mesurent	 entre	 60	 et	

75μm	de	long.	A	la	différence	des	bâtonnets,	c’est	 la	membrane	qui	s’invagine	sur	elle-

même	plusieurs	fois	afin	de	créer	une	structure	en	lamelles	étroitement	empilées	pour	

former	le	segment	externe	qui	contient	les	pigments	visuels.	

Chez	la	plupart	des	être	vivants	diurnes,	deux	types	de	cônes	existent	:	un	type	sensible	

aux	 faibles	 longueurs	 d’ondes,	 et	 un	 sensible	 aux	 grandes	 longueurs	 d’ondes.	 Chez	

l’humain	et	les	primates	supérieurs,	un	troisième	type	de	cône	existe	;	on	parle	alors	de	

rétine	trichromatique.	Les	cônes	sont	classés	en	fonction	des	types	de	pigments	visuels	

qu’ils	contiennent,	on	distingue:	

- les	 cônes	 S	 	 «	bleus	»	 (entre	 5	 et	 10%	 des	 cônes),	 contiennent	 une	 majorité	

d’opsines	spécifiques	des	longueurs	d’ondes	basses	aux	alentours	de	420nm,	

- les	 cônes	 M	 «	verts	»,	 contiennent	 une	 majorité	 d’opsines	 spécifiques	 des	

longueurs	d’ondes	moyennes,	aux	alentours	de	534nm,	

- les	 cônes	 L	 «	rouges	»,	 contiennent	 une	 majorité	 d’opsines	 spécifiques	 des	

grandes	longueurs	d’ondes	aux	alentours	de	564nm.	

				 	

Figure	5:	Longueurs	d'ondes	d'absorption	des	photorecepteurs	chez	l'Homme.	
(modifié	d’après	Bowmaker	et	al.,	1980)	
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Les	photorécepteurs	sont	le	siège	des	premières	étapes	de	la	phototransduction.	Leurs	

pigments	 visuels	 captent	 les	 photons	 de	 l’environnement,	 ce	 qui	 induit	 une	 cascade	

d’activations	biochimiques	qui	va	aboutir	 à	 la	 formation	d’un	 influx	nerveux,	 transmis	

via	les	synapses	des	dendrites	des	photorécepteurs	aux	cellules	bipolaires.	

2) LES	CELLULES	BIPOLAIRES	
Les	 cellules	 bipolaires	 sont	 les	 neurones	 qui	 reçoivent	 l’influx	 nerveux	 des	

photorécepteurs	pour	le	transmettre	aux	cellules	ganglionnaires.		

Leurs	corps	cellulaires	sont	localisés	au	niveau	de	la	couche	nucléaire	interne	(Figure	2).	

Leurs	dendrites	forment	majoritairement	des	synapses	avec	les	photorécepteurs	(mais	

aussi	avec	 les	cellules	horizontales),	alors	que	leurs	axones	forment	des	synapses	avec	

les	cellules	ganglionnaires	et	les	cellules	amacrines.	

Dans	la	fovea,	chaque	cellule	bipolaire	forme	une	synapse	avec	un	seul	cône,	mais	dans	

la	rétine	périphérique,	une	cellule	bipolaire	peut	recevoir	des	informations	provenant	de	

50	à	100	bâtonnets	différents	(J.V.	Forrester	et	al.	2015).	

3) LES	CELLULES	GANGLIONNAIRES	
Les	cellules	bipolaires	transmettent	l’influx	nerveux	aux	cellules	ganglionnaires,	qui	sont	

les	premières	cellules	à	transmettre	l’information	sous	forme	d’un	potentiel	d’action	au	

système	nerveux	central	via	le	nerf	optique.	Leurs	corps	cellulaires	sont	localisés	entre	

la	couche	des	fibres	nerveuses	et	la	couche	plexiforme	interne	(Figure	2).	

Les	axones	des	cellules	ganglionnaires	constituent	les	fibres	nerveuses	qui	vont	former	

le	 nerf	 optique.	 Les	 cellules	 ganglionnaires	 forment	 des	 synapses	 avec	 les	 cellules	 du	

corps	genouillé	latéral,	partie	du	cerveau	qui	traite	l’information	visuelle.	

La	 signalisation	 photorécepteur	 –	 cellules	 bipolaires	 –	 cellules	 ganglionnaires	

représente	les	connections	verticales.	Il	existe	également	des	connections	horizontales,	

qui	sont	assurées	par	les	cellules	amacrines	et	horizontales.	Ces	connections	permettent	

de	faire	le	lien	entre	différentes	régions	de	la	rétine,	et	donc	de	modifier	le	message.	Ces	

cellules	permettent	ainsi	d’améliorer	 le	contraste	et	 la	définition	du	stimulus	visuel	en	

inhibant	ou	en	activant	les	cellules.		

La	couche	de	 la	rétine	neurale	est	également	composée	de	cellules	qui	ont	une	rôle	de	

soutient	et	de	protection	du	tissu	nerveux	qu’on	appelle	glie	rétinienne.	
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4) LA	GLIE	RETINIENNE	
Ces	cellules	ne	participent	pas	à	la	transmission	de	l’influx	nerveux	mais	ont	un	rôle	de	

soutien	et	«	d’entretien	»	du	tissu.	Parmi	ces	cellules,	on	retrouve	les	cellules	gliales	de	

Müller,	les	astrocytes	et	les	microglies.	

a) Les	cellules	gliales	de	Müller	

Ce	sont	les	principales	cellules	de	support	de	la	rétine	neurale.	Les	noyaux	des	cellules	

gliales	de	Müller	sont	localisés	dans	la	couche	nucléaire	interne,	mais	on	retrouve	leurs	

expansions	 cellulaires	 sur	 l’épaisseur	 de	 la	 rétine	 neurale	 jusqu’au	 niveau	 de	 la	

membrane	 limitante	 extrne.	 Elles	 ont	 un	 rôle	 de	 soutien	 et	 favorisent	 une	 meilleure	

conduction	de	l’influx	nerveux	en	isolant	les	cellules	les	unes	des	autres.	Elles	régulent	

également	 le	 taux	 de	 neurotransmetteurs	 au	 niveau	 des	 synapses	 (en	 particulier	 le	

glutamate)	et	participent	au	recyclage	des	photopigments	des	cônes.	

b) Les	astrocytes	

Les	 astrocytes	 sont	 des	 cellules	 présentes	 principalement	 dans	 la	 couche	 des	 cellules	

ganglionnaires	 et	 la	 couche	 plexiforme	 interne.	 Grâce	 à	 leurs	 longs	 prolongements	 en	

forme	 d’étoiles,	 les	 astrocytes	 sont	 en	 contact	 avec	 les	 cellules	 ganglionnaires,	 mais	

également	 avec	 les	 vaisseaux	 sanguins.	 Ces	 cellules	 font	 parti	 de	 la	 barrière	 hémato-

rétinienne	:	 le	 recouvrement	 des	 vaisseaux	 rétiniens	 par	 les	 prolongements	 des	

astrocytes	 limite	 les	 échanges	 entre	 la	 circulation	 sanguine	 et	 la	 rétine.	 Ils	 participent	

également	à	l’absorption	de	produits	du	métabolisme	neuronal.	

c) Les	cellules	microgliales	

Les	microglies	sont	les	principales	cellules	immunitaires	résidentes	du	système	nerveux	

central	(Perry	et	Gordon	1988).	En	conditions	pathologiques,	elles	migrent	vers	le	tissu	

lésé	et	initient	un	processus	d’inflammation	et	de	réparation	(Cuenca	et	al.	2014).	Elles	

sont	 impliquées	 dans	 la	 clairance	 des	 neurones	 apoptotiques,	 ainsi	 que	 dans	 le	

développement	des	synapses	rétiniennes.	Elles	sont	aussi	nécessaires	à	la	maintenance	

des	 structures	 synaptiques	 dans	 la	 rétine	 adulte	 et	 participent	 aux	 transmissions	

synaptiques	qui	ont	lieu	pendant	le	cycle	visuel	normal	(X.	Wang	et	al.	2016).	Le	rôle	des	

cellules	microgliales	sera	développé	plus	en	détails	dans	la	suite	de	l’étude.	
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B. L’EPITHELIUM	PIGMENTAIRE	RETINIEN	(EPR)	
L'EPR	 constitue	 la	 couche	 la	 plus	 externe	 de	 la	 rétine.	 Il	 sert	 notamment	 de	 support	

métabolique	 pour	 les	 segments	 externes	 des	 photorécepteurs.	 La	 capacité	 des	

photorécepteurs	 à	 détecter	 la	 lumière	 dépend	 de	 leur	 interaction	 avec	 les	 cellules	

pigmentées	de	l’EPR.		

1) ORGANISATION	CELLULAIRE	
L’EPR	est	constitué	d’une	monocouche	de	cellules	hexagonales,	pigmentées,	connectées	

entre	elles	par	des	 jonctions	serrées,	qui	contiennent	 les	organites	nécessaires	pour	 la	

phagocytose	des	segments	externes	des	photorécepteurs.	Les	cellules	de	l’EPR	forment	

un	 épithélium	 polarisé	:	 sa	 membrane	 apicale	 fait	 face	 aux	 segments	 externes	 des	

photorécepteurs,	 et	 se	 prolonge	 grâce	 à	 deux	 types	 de	 microvillosités	:	 de	 longs	

microvilli	qui	augmentent	la	surface	d’échanges	de	la	membrane	et	de	courts	microvilli	

qui	 contribuent	 à	 la	 phagocytose	 rétinienne	 quotidienne	 (Boulton	 et	 Dayhaw-Barker	

2001).	Ces	microvillosités	permettent	d’étendre	la	surface	de	l’EPR	de	près	de	30	fois,	ce	

qui	facilite	ses	interactions	avec	les	photorécepteurs	(Boulton	et	Dayhaw-Barker	2001;	

Cuenca	et	al.	2014).	Du	côté	de	sa	membrane	basale,	les	cellules	de	l’EPR	sont	en	contact	

avec	 la	membrane	de	Bruch,	qui	 représente	une	 zone	d’interactions	 entre	 l’EPR	et	 les	

vaisseaux	sanguins	de	la	choroïde.		

	

	

Figure	6:	L'épithélium	pigmentaire	rétinien.		
A	:	Photo	de	microscopie	électronique	à	balayage	de	la	surface	apicale	d’épithélium	pigmentaire	rétinien	
(d’après	 Forrester	 et	 al.,	 2016).	 B	 :	 Représentation	 schématique	 des	 interactions	 entre	 l’épithélium	
pigmentaire	 rétinien	 	 (modifié	 d’après	 Carr	 et	 al.,	 2013).	 EPR	 :	 épithélium	 pigmentaire	 rétinien	 ;	 SEP	 :	
segments	externes	des	photorécepteurs	;	MB	:	membrane	de	Bruch	;	CC	:	choriocapilaire.	
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2) ROLES	BIOLOGIQUES	DE	L’EPR	
L’EPR	 est	 un	 tissu	 aux	 multiples	 fonctions	;	 il	 protège	 la	 rétine	 contre	 la	 photo-

oxydation,	 transporte	 des	 nutriments,	 recycle	 le	 photopigment	 du	 cycle	 visuel,	

phagocyte	 les	 segments	 externes	 des	 photorécepteurs,	 sécrète	 de	 nombreuses	

molécules	et	enfin	régule	l’inflammation	de	l’espace	sous-rétinien	(Strauss	2005).		

a) Protection	contre	la	photo-oxydation	

	La	 rétine	 est	 le	 seul	 tissu	 neuronal	 directeement	 exposé	 à	 la	 lumière.	 Ce	 contexte	

favorise	 la	 photo-oxydation	 des	 lipides,	 qui	 sont	 très	 toxiques	 pour	 les	 cellules	

rétiniennes	 (Girotti	 et	 Kriska	 2004).	 De	 plus,	 les	 photorécepteurs	 sont	 des	 cellules	 à	

forte	 activité	 métabolique	;	 ils	 nécessitent	 un	 apport	 important	 en	 nutriments	 et	 en	

oxygène	 (Yu	et	 al.,	 2001),	 ce	qui	génère	 la	 formation	d’espèces	 réactives	de	 l’oxygène,	

également	toxiques	(Miceli,	Liles,	et	Newsome	1994).	

L’EPR	participe	à	la	défense	efficace	de	la	rétine	contre	les	radicaux	libres,	 l'exposition	

photo-oxydante	 et	 l'énergie	 lumineuse	 via	 trois	 mécanismes.	 Les	 mélanosomes,	

constituants	des	cellules	de	 l’EPR,	 sont	capables	d’absorber	 la	 lumière	et	de	 limiter	 sa	

réflexion	 dans	 l’œil	 (Boulton	 et	 Dayhaw-Barker	 2001).	 L’EPR	 produit	 des	 enzymes	

antioxydantes	 (comme	 la	 superoxide	 dismutase	 et	 la	 catalase)	 ainsi	 des	 antioxydants	

non-enzymatiques	 (comme	 le	 glutathion,	 l’ascorbate,	 l’α-tocophérol,	 des	 caroténoïdes	

et	 de	 la	 mélanine)	 qui	 vont	 neutraliser	 les	 espèces	 réactives	 de	 l’oxygène	 (Liles,	

Newsome,	et	Oliver	1991;	Beatty	et	al.	2000).	

Malgré	ces	différentes	étapes	de	contrôles,	les	dommages	oxydatifs	sont	inévitables.	Les	

cellules	de	l’EPR	sont	également	capables	de	reconnaître	les	lipides,	protéines	ou	acides	

nucléiques	endommagés,	afin	de	les	réparer	ou	de	les	remplacer	(Arking	1998).	

b) Le	transport	de	nutriments	

Grâce	à	ses	jonctions	serrées,	l’EPR	participe	à	la	barrière	hémato-rétinienne	et	empêche	

tout	 contact	 entre	 les	 vaisseaux	 de	 la	 choroïde	 et	 les	 segments	 externes	 des	

photorécepteurs.	 Cette	 fonction	 de	 barrière	 implique	 un	 isolement	 de	 l’espace	 sous-

rétinien	face	aux	vaisseaux	sanguins.	Le	transport	épithélial	permet	donc	de	fournir	des	

nutriments	 aux	 photorécepteurs,	 de	 contrôler	 l’homéostasie	 ionique	 de	 l’espace	 sous-

rétinien	et	d’éliminer	l’eau	et	les	métabolites	du	côté	rétinien.	
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i. Transport	de	la	circulation	sanguine	vers	la	rétine	

Les	 photorécepteurs	 ont	 besoin	 d’un	 apport	 de	 métabolites	 essentiels	 à	 leur	

fonctionnement.	 Pour	 transporter	 le	 glucose	 qui	 permet	 un	 apport	 en	 énergie,	 l’EPR	

exprime	fortement	les	transporteurs	au	glucose	GLUT1	et	GLUT3	(Ban	et	Rizzolo	2000;	

Senanayake	et	al.	2006).	Les	acides	gras,	et	particulièrement	l’acide	docosahexaénoïque,	

sont	des	constituants	importants	des	membranes	des	neurones	et	des	photorécepteurs	

(R.	 E.	 Anderson	 et	 al.	 1992).	 Les	 photorécepteurs	 étant	 incapables	 de	 synthétiser	 ces	

acides	gras,	 ils	 sont	 fournis	par	 l’EPR	depuis	 la	 circulation	sanguine	 (Bazan	et	Gordon	

1992).	 Tous	 ces	 nutriments	 sont	 transportés	 depuis	 la	 circulation	 sanguine	 vers	 les	

photorécepteurs	par	l’EPR.	L’EPR	transporte	également	de	l’oxygène.	

ii. Transport	de	l’espace	sous-rétinien	vers	la	circulation	sanguine	

En	fonctionnant,	les	photorécepteurs	produisent	de	l’eau	et	de	l’acide	lactique	(Marmor	

1999)	 qui	 s’accumulent	 dans	 la	 rétine.	 L’élimination	 constante	 de	 l’eau	 est	 nécessaire	

pour	le	bon	fonctionnement	de	la	rétine	(Hamann	2002).		

L’eau	présente	au	niveau	de	la	rétine	interne	est	transportée	par	les	cellules	de	Müller,	

et	celle	présente	dans	l’espace	sous-rétinien	par	l’EPR	(Moseley	et	al.	1984;	Nagelhus	et	

al.	1999).	Elle	est	éliminée	de	l’espace	sous-rétinien	grâce	à	des	canaux	spécifiques	:	les	

aquaporines-1,	situées	dans	les	membranes	basales	et	apicales	de	l’EPR	(Hamann	et	al.	

1998;	Stamer	et	al.	2003).	Ces	mouvements	d’eau	sont	couplés	à	un	transport	d’ions	Cl-	

et	K+	(Hamann	2002;	J.	G.	Hu	et	al.	1996).	C’est	la	présence	de	pompes	Na+/K+	ATPases		

dans	 la	 membrane	 apicale	 de	 l’EPR	 qui	 va	 créer	 un	 gradient	 ionique	 permettant	 le	

passage	d’ions	et	d’eau	à	travers	les	cellules	de	l’EPR	vers	la	choroïde	(Rizzolo	1998).	

c) Recyclage	du	photopigment	

Les	photorécepteurs	 initient	 la	 phototransduction	 via	 l’isomérisation	du	11-cis	 rétinal	

en	tout-trans	rétinal.	Cette	étape	est	suivie	de	la	cascade	d’activations	biochimiques	de	la	

phototransduction.	Une	fois	ce	cycle	réalisé,	les	photorécepteurs	sont	incapables	de	ré-

isomériser	le	tout-trans	rétinal	;	ils	sont	donc	momentanément	insensibles	à	la	lumière	

(Okada	et	al.	2001).	Afin	de	procéder	au	recyclage	du	photopigment,	le	tout-trans	rétinal	

est	transporté	dans	l’EPR	grâce	à	la	protéine	IRBP	(Carlson	et	Bok	1992).	Une	fois	dans	

l’EPR,	 le	 tout-trans	 rétinal	 est	 re-isomérisé	 en	 11-cis	 rétinal	 grâce	 à	 une	 cascade	

d’activations	 biochimiques,	 puis	 est	 renvoyé	 vers	 les	 photorécepteurs.	 On	 appelle	 ce	

processus	le	cycle	visuel	du	rétinal	(Lamb	et	Pugh	2004).		
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Il	a	lieu	dans	l’EPR	pour	le	photopigment	des	bâtonnets	(Zimmerman	1974)	;	concernant	

les	cônes,	le	processus	est	moins	clair	:	une	partie	du	photopigment	serait	recyclée	dans	

l’EPR,	et	une	autre	partie	dans	les	cellules	gliales	de	Müller	(Mata	et	al.	2002).	

d) La	phagocytose	des	segments	externes	des	photorécepteurs	

Les	 photorécepteurs,	 exposés	 à	 une	 forte	 intensité	 lumineuse,	 sont	 soumis	 à	 des	

dommages	oxydatifs	;	 la	concentration	en	éléments	photo-toxiques	augmente	dans	ces	

cellules	 (Beatty	 et	 al.	 2000).	Afin	de	maintenir	 l’homéostasie,	 leurs	 segments	 externes	

sont	continuellement	renouvelés	à	partir	du	cil	connecteur	(Bok	1993);	Nguyen-Legros	

and	Hicks	et	al.,	2000).	La	partie	la	plus	externe	du	segment	externe,	qui	a	accumulé	le	

plus	de	toxicité	est	phagocytée	par	l’EPR,	et	dégradée	en	molécules	essentielles	comme	

l’acide	 docosahexaénoïque	 ou	 le	 rétinal	 qui	 seront	 redistribuées	 aux	 photorécepteurs	

(Bibb	 et	 Young	 1974).	 Ce	 processus	 suit	 le	 rythme	 circadien	:	 il	 a	 été	 montré	 que	 la	

quantité	 de	 phagosomes	 dans	 les	 	 cellules	 de	 l’EPR	 atteint	 son	 maximum	 2h	 après	

exposition	à	la	lumière	;	cette	quantité	étant	restreinte	le	reste	du	temps	(LaVail	1976).	

Les	phénomènes	de	renouvellement	et	de	phagocytose	des	segments	externes	ont	 lieu	

de	 sorte	 que	 la	 taille	 du	 segment	 externe	 reste	 constante.	 Chaque	 cellule	 de	 l’EPR	

interagit	avec	20	à	30	photorécepteurs	(I.	Bhutto	et	Lutty	2012).	On	estime	que	sur	une	

durée	 de	 vie	 de	 70	 ans,	 une	 cellule	 d’EPR	 ingère	 et	 dégrade	 environ	 300	 000	 000	 de	

disques	 (J.	 Marshall	 1987).	 Chez	 l’humain,	 la	 totalité	 d’un	 segment	 externe	 de	

photorécepteur	est	phagocytée	en	10	jours	environ	(R.	W.	Young	1967).		

e) Fonctions	sécrétrices	

L’EPR	est	un	tissu	capable	de	produire	et	secréter	de	nombreux	facteurs	(Tanihara	et	al.	

1993)	aussi	bien	pour	 la	maintenance	de	 l’intégrité	structurelle	de	 la	rétine	(Cao	et	al.	

1999;	 Steele	 et	 al.	 1993)	 que	 pour	 la	 choroïde	 (Witmer	 et	 al.	 2003).	 Parmi	 ces	

messagers,	on	peut	notamment	citer	le	pigment	epithelium	derived	factor	(PEDF)	(D.	W.	

Dawson	et	al.	1999;	King	et	Suzuma	2000),	le	Vascular	endothelial	growth	factor	(VEGF)	

(Adamis	et	al.	1993;	Lu	et	al.	1998;	Witmer	et	al.	2003),	des	fibroblastes	growth	factors	

(FGF-1,	FGF-2,	and	FGF-5)	 (Sternfeld	et	al.	1989;	Kitaoka	et	al.,	1994),	 le	 transforming	

factor	beta	(TGF-β)	(Tanihara	et	al.	1993;	Matsumoto	et	al.,	1994),	l’insulin-like	growth	

factor-1	 (IGF-1)	 (Martin	 et	 al.,	 1992),	 le	 platelet-derived	 growth	 factor	 (PDGF)	

(Campochiaro	 et	 al.	 1989;	 Campochiaro	 et	 al.	 1994),	 des	 membres	 de	 la	 famille	 des	

interleukines	 (Wenkel	 et	 Streilein	 2000;	 Streilein	 et	 al.	 2002)	 ou	 encore	 différents	
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inhibiteurs	de	métalloprotéases	matricielles	 (TIMP)	 (Alexander	 et	 al.	 1990;	Ruiz	 et	 al.	

1996;	Della	et	al.	1996).	

A	 l’état	 physiologique,	 certains	 facteurs	 sont	 constamment	 exprimés	 et	 permettent	 le	

maintien	et	l’intégrité	structurelle	des	tissus	voisins.	Par	exemple,	le	PEDF	est	un	facteur	

neutrophique,	qui	est	secrété	depuis	la	membrane	apicale	des	cellules	de	l’EPR,	vers	la	

rétine	(King	et	Suzuma	2000).	Son	rôle	est	de	stabiliser	la	rétine	neurale	en	prévenant	

son	apoptose	 (Cayouette	et	 al.	 1999;	Becerra	et	 al.	 2004).	En	 revanche,	 le	VEGF	et	 les	

TIMP	 sont	 secrétés	 du	 côté	 basal	 et	 sont	 requis	 pour	 réguler	 la	 structure	 de	

l’endothélium	de	la	choroïde	(Witmer	et	al.	2003).	D’autres	facteurs	sont,	quand	à	aux,	

exprimés	lorsque	la	rétine	ou	la	choroïde	sont	soumis	à	des	conditions	de	stress,	comme	

l’hypoxie	ou	le	stress	métabolique.	L’EPR	secrète	également	des	cytokines	pro	ou	anti-

inflammatoires,	et	joue	un	rôle	de	régulateur	immunitaire	extrêmement	important	pour	

l’homéostasie	de	la	rétine.	Ce	rôle	particulier	de	l’EPR	sera	développé	ultérieurement.	

Toutes	ces	fonctions	sont	essentielles	et	un	défaut	de	l’une	d’entre	elles	peut	conduire	à	

la	 mort	 des	 photorécepteurs,	 à	 la	 dégénérescence	 rétinienne,	 à	 la	 perte	 de	 la	 vision	

pouvant	conduire	à	la	cécité	(Cuenca	et	al.	2014).	

	

							 	

Figure	7:	Fonctions	biologiques	de	l'épithélium	pigmentaire	rétinien.		
(modifié	d’après	Strauss	et	al.,	2005).	MV	:	microvillosités	;	SE	:	segments	externes	des	photorécepteurs.	
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II. La	dégénérescence	maculaire	liée	à	l’âge		
La	DMLA	est	 une	pathologie	 oculaire	 chronique	 et	 dégénérative	 qui	 affecte	 la	macula.	

Elle	est	multifactorielle,	et	 les	principales	causes	sont	 l’âge,	 la	génétique	et	 les	facteurs	

de	 risques	 environnementaux.	 Malgré	 le	 développement	 de	 nouvelles	 molécules	

thérapeutiques,	elle	représente	 l’une	des	premières	causes	de	handicap	visuel	chez	 les	

personnes	âgées	dans	nos	sociétés	(Bourne	et	al.	2014;	Wong	et	al.	2014).	

A. DEFINITION	
La	 DMLA	 a	 été	 décrite	 pour	 la	 première	 fois	 en	 1875	 comme	 étant	 une	 «	maladie	

choroïdo-rétinienne	centrale	symétrique	chez	les	personnes	âgées	»	(Hutchinson	1875).	

Aujourd’hui,	 on	 parle	 d’une	 maladie	 dégénérative	 rétinienne	 invalidante,	 d’évolution	

chronique,	qui	se	manifeste	cliniquement	après	l’âge	de	50	ans.	Elle	est	définie	comme	

une	altération	 lésionnelle	 irréversible	de	 la	macula,	petite	zone	de	diamètre	entre	2	et	

5mm,	au	centre	de	la	rétine	qui	conduit	à	la	destruction	des	cellules	neurosensorielles	et	

à	une	baisse	de	l’acuité	visuelle	(Curcio	et	al.,	1996).		

Les	problèmes	visuels	causés	par	la	DMLA	sont	en	général	de	deux	types	qui	peuvent	se	

combiner	:	un	scotome	(tâche	noire)	central	peut	apparaître	dans	le	champs	visuel	ainsi	

que	des	métamorphopsies	 (déformations	des	 images	perçues).	 	 En	 revanche,	 la	 vision	

périphérique	 reste	 intacte,	 les	 patients	 atteints	 de	 DMLA	 ne	 deviennent	 jamais	

totalement	aveugles.	

B. FORMES	CLINIQUES	DE	LA	MALADIE	
Actuellement,	on	différencie	le	stade	précoce	de	la	maladie,	qu’on	appelle	maculopathie	

liée	à	l’âge	(MLA)	des	stades	tardifs.	La	MLA	peut	évoluer	ou	non	en	DMLA	tardive,	pour	

laquelle	 il	existe	deux	formes	cliniques	distinctes	 :	 la	DMLA	sèche	ou	atrophique	;	et	 la	

DMLA	humide	ou	exsudative.		

Une	des	caractéristiques	communément	observée	dans	les	formes	précoces	et	tardives	

de	 la	 DMLA	 est	 la	 rupture	 de	 l’immunosuppressivité	 physiologique	 de	 l’espace	 sous-

rétinien	;	 et	 l’accumulation	 des	 Phagocytes	 Mononuclées	 (PMs)	 dans	 cet	 espace	

(Guillonneau	et	al.	2017).	Ce	point	sera	développé	dans	le	chapitre	suivant.	
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Figure	8:	Les	différents	stades	de	la	dégénerescence	maculaire	liée	à	l’âge.		
Fig.	A-D	:	fond	d’œil	de	patients	à	différents	stades	de	la	maladie.	A	:	patient	sain.	B	:	patient	atteint	de	MLA	
avec	une	présence	de	petits	drusen	sur	 la	rétine	(flèche).	C	 :	patient	atteint	d’AG	avec	 la	présence	d’une	
zone	d’atrophie	importante	(flèche)	D	:	patient	atteint	de	DMLA	exsudative	avec	une	présence	importante	
de	néovaisseaux	(flèches).	(modifiées	d’après	Cheung	et	al.,	2014).	E	 :	vision	d’un	patient	sain.	F	 :	vision	
d’un	patient	atteint	d’une	forme	tardive	de	DMLA	(modifiées	d’après	Chen	et	al.,	2007).	
	

1) LA	MACULOPATHIE	LIEE	A	L’AGE	:	FORME	PRECOCE	DE	LA	MALADIE	
Le	stade	précoce	de	la	maladie,	aussi	appelé	MLA	(Bird	et	al.	1995),	est	caractérisé	par	

des	hypo	ou	hyper	pigmentations	de	l’EPR,	et	par	une	accumulation	de	dépôts	jaunâtres,	

appelés	drusen,	sous	les	cellules	de	l’EPR	(Figure	8).			

Ces	protrusions	déforment	 la	 rétine	et	peuvent	 causer	des	métamorphopsies.	On	note	

également	 une	 diminution	 locale	 de	 la	 couche	 des	 photorécepteurs	 (Schuman	 et	 al.	

2009)	;	ainsi	qu’une	perte	de	sensibilité	(Midena	et	al.	1994).	A	ce	stade,	il	n’y	a	pas	de	

diminution	significative	de	fonctions	visuelles.	

a) Altérations	pigmentaires	de	l’EPR	

De	nombreuses	observations	ont	 été	 faites	dans	des	 cellules	humaines	d’EPR	:	 avec	 la	

sénescence,	elles	accumulent	de	la	lipofuscine	(Yin	1996;	Boulton	et	al.	2004).	Il	s’agirait	

d’une	 granule	 auto-fluorescente,	 composée	 principalement	 de	 débris	 de	 phagocytose	

des	 segments	 externes	 des	 photorécepteurs	 et	 qui	 contiendrait	 notamment	 des	

protéines	et	des	lipides	oxydés	(Chio	et	al.	1969;	Eldred	et	Katz	1988;	Chowdhury	et	al.	

2004).	 Le	 rôle	 de	 l’accumulation	 de	 lipofuscine	 dans	 les	 cellules	 de	 l’EPR	 dans	 le	

développement	de	 la	DMLA	reste	encore	à	définir.	Plusieurs	études	ont	montré	que	 la	

lipofuscine	 pourrait	 induire	 la	 génération	 d’espèces	 radicalaires	 (Gaillard	 et	 al.	 1995;	
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Rózanowska	et	al.	1995).	D’autres	expériences	ont	montré	que	 l’exposition	de	cellules	

de	l’EPR	en	culture	à	la	lipofuscine	entraîne	une	peroxydation	lipidique,	une	oxydation	

des	protéines,	une	perte	de	 l’intégrité	 lysosomale	et	 finalement	 la	mort	des	cellules	de	

l’EPR	(Davies	et	al.	2001;	Shamsi	et	Boulton	2001).	

La	 lipofuscine	 pourrait	 également	 interférer	 avec	 les	 propriétés	 anti-oxydantes	 de	 la	

mélanine	 (Boulton	 et	 al.	 1993;	 Rózanowska	 et	 al.	 1995;	 Schütt	 et	 al.	 2002).	 Si	 la	

corrélation	entre	la	lipofuscine	et	la	DMLA	n’est	pas	clairement	démontrée,	il	est	admis	

que	son	accumulation	dans	les	cellules	de	l’EPR	précède	généralement	l’apparition	des	

premiers	symptômes	(Holz	et	al.	2007).	Ces	phénomènes	d’accumulation	de	lipofuscine	

dans	 les	 cellules	 de	 l’EPR	 semblent	 être	 à	 l’origine	 des	 zones	 d’hyper-pigmentation	

observées	lors	de	l’examen	clinique.		

Des	 phénomènes	 d’hypo-pigmentation	 de	 l’EPR	 peuvent	 également	 être	 observés	 et	

résultent	 d’une	 diminution	 d’expression	 de	 mélanine.	 Il	 a	 été	 démontré	 que	 la	

concentration	 en	 lipofuscine	 est	 inversement	 proportionnelle	 avec	 la	 teneur	 en	

mélanine.	 Ces	 plages	 d’hypo-pigmentation	 peuvent	 évoluer	 vers	 des	 zones	 d’atrophie,	

caractéristiques	 de	 la	 forme	 atrophique	 de	 la	 DMLA	 (Bressler	 et	 al.	 1990;	 Klein	 et	 al.	

1991).	

b) Drusen	

Décrits	pour	la	première	fois	en	1855	(Donders	1855),	les	drusen	correspondent	à	des	

amas	de	matériaux	extracellulaires,	de	couleur	jaunâtre	et	localisés	entre	la	membrane	

basale	de	 l’EPR	et	 la	 couche	 interne	de	 la	membrane	de	Bruch	 sous	 la	 rétine	 centrale	

(Curcio	 et	 al.,	 1999;	 Sarks	 1976).	 Ils	 sont	 principalement	 constitués	 de	 débris	 de	

membranes	ou	de	lipoprotéines,	mais	leur	composition	exacte	reste	à	ce	jour	incertaine.	

On	 distingue	 plusieurs	 types	 de	 drusen,	 classés	 en	 fonction	 de	 leur	 taille	 et	 de	 leur	

morphologie:	

- les	«	petits	»	drusen,	ou	drusen	miliaires,	de	taille	inférieure	à	63μm.	Ils	sont	de	

forme	ronde,	aux	bords	bien	délimités.	Ces	types	de	drusen	sont	le	plus	souvent	

simplement	associés	aux	signes	de	vieillesse	(Sarks	et	al.	1999).	On	les	retrouve	

sur	toute	la	surface	de	la	rétine	périphérique	(Rudolf	et	al.	2008).	

- les	«	gros	»	drusen,	ou	drusen	séreux,	de	taille	supérieure	à	125μm.	On	les	appelle	

aussi	«	drusen	diffus	»	:	ils	ont	une	forme	irrégulière	et	leurs	contours	sont	flous.	
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Ces	 drusen	 ne	 sont	 présents	 qu’au	 niveau	 de	 la	 macula	 et	 sont	 très	

symptomatiques	de	la	MLA	(Gass	1973;	Klein	et	al.	2004).	

Les	analyses	protéiques	des	drusen	séreux	ont	montré	la	présence	d’immunoglobulines	

(IgG)	(Johnson	et	al.	2000),	de	protéines	du	complément	(CFH,	C3,	C5-b9)	(Johnson	et	al.	

2000)	de	 l’amyloïde	beta	ainsi	que	des	apolipoprotéines	 (Apo)	B	et	E	 (Anderson	et	al.	

2001)	;	ce	qui	suggère	une	association	entre	l’inflammation	et	la	pathologie	de	la	DMLA.		

Les	yeux	des	patients	qui	contiennent	des	drusen	séreux	(>125μm)	peuvent	progresser	

et	développer	une	DMLA	(environ	15%	d’après	la	Beaver	Dam	Study	sur	10	ans	(Klein	et	

al.	 2007)	;	 30%	 d’après	 la	 Blue	 Mountain	 Study	 sur	 6	 ans	 (Mitchell	 et	 al.	 1996)),	

régresser	(environ	25%	d’après	la	Beaver	Dam	Study),	ou	bien	rester	stable	pendant	des	

années	(Klein	et	al.	2004;	Wang	et	al.	2003).		

Cette	 classification	 morphologique	 a	 également	 fait	 naître	 la	 catégorie	 des	 drusen													

«	 réticulaires	 »,	 localisés	 sur	 la	 membrane	 apicale	 des	 cellules	 de	 l’EPR,	 et	 donc	 en	

contact	 direct	 avec	 les	 photorécepteurs.	 Ce	 type	 de	 drusen	 est	 fortement	 associé	 à	 la	

DMLA	(Klein	et	al.	2008).	

	

						 	

Figure	9:	Drusen	et	maculopathie	liée	à	l’âge.	
Coupes	 transversales	 de	 rétines	 humaines,	 coloration	 hémoxyciline/éosine.	 A	 gauche	:	 rétine	 saine.	 A	
droite	:	 présence	 d’un	 drusen	 sous	 l’épithélium	 pigmentaire	 rétinien	 (astérisque).	 EPR	:	 épithélium	
pigmentaire	 rétinien,	 SEP	:	 segments	 externes	 des	 photorécepteurs,	 SIP	:	 segments	 internes	 des	
photorécepteurs,	CNE	:	couche	nucléaire	externe,	CPE	:	couche	plexiforme	externe,	CNI	:	couche	nucléaire	
interne.	(modifiées	d’après	Ramirez	et	al.,	2014	et	Hageman	et	al.,	2007)	
	

A	ce	 jour,	 environ	11%	de	 la	population	européenne	est	 atteinte	de	MLA	 (Wong	et	al.	

2014).	Les	raisons	pour	lesquelles	certains	patients	vont	progresser	ou	non	à	des	stades	

avancés	de	la	maladie	ne	sont	pas	encore	complètement	connues.	Les	interactions	entre	
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certains	variants	génétiques	protecteurs	ou	prédisposant	pour	la	maladie,	associés	aux	

facteurs	environnementaux	jouent	un	rôle	dans	cette	progression	(Yu	et	al.	2012).	

2) LA	DMLA	EXSUDATIVE	(OU	FORME	HUMIDE)	
La	 DMLA	 exsudative	 se	 caractérise	 par	 la	 prolifération	 de	 vaisseaux	 sanguins	 qui	

envahissent	la	rétine	neurale.	Ces	néovaisseaux	peuvent	être	localisé	à	deux	endroits	:	

- sous	 l’EPR,	 les	vaisseaux	sont	dits	occultes	 car	 ils	 sont	 invisibles	en	examen	du	

fond	d’œil	(mais	on	peut	les	révéler	par	une	angiographie	au	vert	d’indocyanine).	

Ils	sont	issus	de	la	choroïde,	traversent	la	membrane	de	Bruch	et	prolifèrent	sous	

l’EPR,	 sans	 le	 traverser.	 Ils	 représentent	 la	 très	 large	 majorité	 (85%)	 des	

néovasculatisations	observées		(Gass	1984;	Lafaut	et	al.	2000),	

- sur	 l’EPR,	 les	 vaisseaux	 sont	 dits	 classiques	:	 ils	 sont	 issus	 de	 la	 choroïde	 et	

traversent	 l’EPR	pour	proliférer	au	sein	de	 la	rétine	neurale.	 Ils	sont	 facilement	

identifiables	à	l’examen	du	fond	d’œil	(Gass	1973).	

	Ces	 vaisseaux	 anormaux	 sont	 pour	 la	 plupart	 originaires	 de	 la	 choroïde,	 il	 s’agit	 de	

néovascularisation	 choroïdienne	 (NVC).	 Mais	 pour	 10	 à	 15%	 des	 cas	 de	 DMLA	

exsudative,	 la	néovascularisation	provient	du	réseau	vasculaire	rétinien,	on	parle	alors	

de	prolifération	angiomateuse	rétinienne	(Yannuzzi	et	al.	2001).		

Les	néovascularisations	sont	constituées	de	capillaires	immatures	extrêmement	fragiles	

qui	 laissent	 échapper	 du	 liquide	 et	 se	 rompent	 facilement	;	 la	 forme	 exsudative	 de	 la	

DMLA	 est	 communément	 associée	 à	 des	œdèmes	 rétiniens	 et	 à	 des	 exsudations	 sous-

rétiniennes	 aussi	 bien	 de	 sang	 que	 de	 lipides.	 Ces	 exsudations	 sont	 fréquemment	 la	

cause	de	décollements	de	rétine	ou	d’EPR.	Non	traitée,	la	DMLA	exsudative	conduit	à	la	

formation	 d’une	 membrane	 fibreuse	 néovasculaire	 et	 de	 cicatrices	 disciformes	 sous-

rétiniennes	(Sarks	et	al.	1988).	Toutes	ces	perturbations	peuvent	entraîner	des	baisses	

de	vision	très	sévères	et	brutales,	en	l’espace	de	quelques	jours	seulement.	

3) L’ATROPHIE	GEOGRAPHIQUE	(OU	FORME	SECHE)	
L’AG	 se	 caractérise	 par	 la	 formation	 de	 zones	 d’atrophies	:	 les	 cellules	 de	 l’EPR	

dégénèrent	 progressivement,	 ce	 qui	 entraîne	 des	 dommages	 collatéraux	 pour	 la	

choroïde	mais	 également	 pour	 la	 couche	 des	 photorécepteurs	 qui	 va	 aussi	 dégénérer	

(Sarks	1976).	Tous	ces	phénomènes	aboutissent	à	une	perte	de	vision	importante,	lente	

et	progressive.	
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La	 lésion	 initiale	 se	 développe	 le	 plus	 souvent	 en	 périphérie	 de	 la	 fovea	 (Sarks	 et	 al.	

1988)	et	s’étend	lentement	à	travers	la	rétine	centrale	et	éventuellement	la	fovea.	Dans	

les	 zones	 d’atrophie,	 malgré	 l’absence	 d’EPR,	 quelques	 cônes	 résiduels	 (et	 dans	 une	

moindre	mesure	des	bâtonnets)	survivent	;	mais	il	leur	manque	leurs	segments	internes	

et	externes,	nécessaires	à	la	perception	de	la	lumière	(Bird	et	al.	2014;	Eandi	et	al.	2016).	

Dans	 les	 zones	 de	 transition	 des	 lésions,	 directement	 périphériques	 aux	 aires	 de	

dégénérescence	 de	 l’EPR,	 le	 nombre	 de	 bâtonnets	 décroît	 dramatiquement	 en	

comparaison	aux	régions	plus	distantes	de	la	 lésion,	malgré	la	présence	d’EPR	(Bird	et	

al.	2014;	Eandi	et	al.	2016).	Ces	changements	anatomiques	se	 traduisent	cliniquement	

par	une	perte	de	sensibilité	rétinienne	(Meleth	et	al.	2011).		Le	nombre	de	cônes	change	

peu	dans	 les	 zones	de	 transition,	mais	 ils	perdent	 leurs	 segments	externes	 (Bird	et	al.	

2014;	Eandi	et	al.	2016).		

Cliniquement,	 les	 lésions	 de	 l’AG	 provoquent	 des	 scotomes,	 qui	 affectent	 sévèrement	

l’acuité	visuelle	lorsque	la	lésion	touche	la	fovea.		

Dans	les	deux	formes	de	cette	pathologie,	le	lien	physique	et	fonctionnel	entre	l’EPR	et	

les	 photorécepteurs	 d’une	 part,	 et	 l’EPR	 et	 la	 choroïde	 d’autre	 part,	 est	 altéré,	 ce	 qui	

conduit	 à	 la	 mort	 cellulaire	 des	 tissus	 via	 des	 mécanismes	 d’apoptose	 (Bhutto	 et	 al.	

2012).		

C. EPIDEMIOLOGIE		
Toutes	formes	confondues,	la	DMLA	représent	environ	8%	des	cas	de	handicaps	visuels	

dans	 le	monde	;	 elle	 fait	partie	des	premières	causes	de	handicap	visuel	dans	 les	pays	

industrialisés	chez	les	personnes	de	plus	de	60	ans	(Wong	et	al.	2014).	

Grâce	aux	données	combinées	de	trois	études	majeures	(Klein	et	al.	2007;	Hofman	et	al.	

2015;	Mitchell	 et	 al.	 1996),	 on	estime	 la	prévalence	des	DMLA	 tardives	entre	0	et	2%	

chez	les	personnes	âgées	de	55	à	64	ans.	Cette	prévalence	augmente	très	fortement	pour	

atteindre	13%	chez	les	personnes	de	plus	de	85	ans.		

La	différence	de	prévalence	de	 la	DMLA	en	 fonction	du	sexe	n’a	 jamais	été	 clairement	

démontrée	à	ce	jour	(Wong	et	al.	2014;	Klein	et	al.	2007;	Hofman	et	al.	2015;	Mitchell	et	

al.	 1996).	 En	 revanche,	 il	 semble	 y	 avoir	 un	 effet	 de	 l’origine	 géographique	 dans	 la	

prévalence	 de	 toutes	 les	 formes	 de	 DMLA.	 En	 effet,	 la	 prévalence	 de	 la	 MLA	 atteint	

11,2%	 pour	 la	 population	 européenne,	 alors	 qu’elle	 se	 situe	 entre	 6	 et	 8%	 pour	 la	
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population	 asiatique.	 On	 retrouve	 cette	 tendance	 en	 prenant	 en	 compte	 toutes	 les	

formes	de	DMLA.	La	population	européenne	présente	une	prévalence	plus	 importante	

pour	une	DMLA	atrophique	en	comparaison	aux	autres	populations	(africaine,	asiatique	

ou	 hispanique).	 La	 prévalence	 pour	 la	 forme	 exsudative	 est	 la	 même	 pour	 toutes	 les	

populations	(Wong	et	al.	2014).	

Les	modèles	prédictifs	indiquent	que	le	nombre	de	personnes	atteintes	de	DMLA	(toutes	

formes	 confondues)	 atteindra	 196	millions	 en	 2020	 et	 jusqu’à	 288	millions	 de	 cas	 en	

2040	dans	le	monde	(Wong	et	al.	2014).	En	France,	les	projections	de	l’institut	national	

de	la	statistique	et	des	études	économiques	(INSEE)	estimaient	en	2005	que	le	nombre	

de	 cas	 de	 DMLA	 augmenterait	 de	 50	 %	 en	 vingt	 ans	 et	 doublerait	 en	 trente	 ans,	

atteignant	ainsi	1,2	million	de	cas	(étude	INSEE,	2005).	

D. FACTEURS	DE	RISQUE	
La	DMLA	est	une	maladie	complexe	et	multifactorielle	qui	résulte	des	interactions	entre	

l’âge,	des	facteurs	de	risque	génétique	et	des	facteurs	de	risque	environnementaux.		

1) FACTEURS	ENVIRONNEMENTAUX	
L’âge,	 le	 tabac,	 l’obésité	 et	 possiblement	 l’exposition	 à	 la	 lumière	 représentent	 les	

principaux	 facteurs	 de	 risque	 environnementaux	;	 mais	 d’autres	 facteurs	 comme	

l’hypertension	 pourraient	 également	 avoir	 un	 rôle	 dans	 la	 survenue	 de	 la	 maladie	

(Adams	et	al.	2011;	Chakravarthy	et	al.	2010;	Schick	et	al.	2016).	

a) Age	

Comme	décrit	ci-dessus,	l’âge	est	le	principal	facteur	de	risque	de	la	DMLA.	L’implication	

de	 l’âge	 dans	 la	 survenue	 de	 la	 DMLA	 est	 observé	 par	 toutes	 les	 études	

épidémiologiques	:	le	risque	de	développer	la	maladie	augmente	exponentiellement	avec	

l’âge.	En	effet,	si	 les	premiers	signes	cliniques	sont	observables	à	partir	de	50	ans,	très	

peu	de	personnes	déclarent	 la	maladie.	En	revanche,	environ	15%	de	 la	population	de	

plus	de	80	ans	est	atteinte	de	DMLA	(Klein	et	al.	2004).	

b)		Exposition	à	la	lumière	

Il	 a	 été	 suggéré	 que	 la	 lumière	 excessive,	 bien	 qu’elle	 soit	 difficile	 à	 quantifier,	 soit	

associée	à	la	survenue	des	formes	précoces	et	tardives	de	la	DMLA	(Fletcher	et	al.	2008;	

Schick	et	al.	2016).	Le	fait	de	subir	une	intervention	chirurgicale	de	la	cataracte	pourrait	
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également	 constituer	 un	 facteur	 de	 risque	:	 l’exposition	 de	 la	 rétine	 à	 la	 lumière	 se	

retrouve	subitement	augmentée	(Chakravarthy	et	al.	2010).	

Chez	 les	 sujets	 âgés,	 qui	 combinent	 plusieurs	 facteurs	 de	 risque,	 l’exposition	 à	 une	

lumière	 trop	 intense	 (comme	 le	 soleil	 se	 reflétant	 sur	 la	 neige	 ou	 sur	 l’eau),	 pourrait	

avoir	un	rôle	dans	le	déclenchement	de	la	maladie.	

c) Tabac	

Le	 tabac	 représente	 l’un	 des	 facteurs	 majeurs.	 Il	 a	 été	 montré	 que	 le	 fait	 de	 fumer	

régulièrement	 augmente	 de	 1,7	 à	 3,4	 fois	 le	 risque	 de	 développer	 une	 DMLA	

(Chakravarthy	et	al.	2010).	On	ne	sait	pas	encore	quel	rôle	joue	le	tabac	dans	la	survenue	

de	 la	maladie.	 En	 revanche,	 des	 observation	 ont	 révélé	 que	 l’exposition	 à	 la	 cigarette	

exacerbe	certaines	maladies	auto-inflammatoires	et	auto-immunes	(Arnson	et	al.	2010),	

suggérant	que	le	tabac	affecte	les	voies	de	signalisation	de	l’inflammation.	

A	 ce	 jour,	 on	 ne	 sait	 pas	 si	 les	 lésions	 dues	 au	 tabac	 touchent	 d’abord	 les	 cellules	

oculaires	ou	les	cellules	inflammatoires	;	ainsi	que	le	rôle	de	cette	dérégulation	dans	la	

pathologie	de	la	DMLA.	

d) Obésité	

Depuis	 les	années	1980,	 l’incidence	de	 l’obésité	a	plus	que	doublé	dans	 le	monde.	Les	

estimations	 indiquaient	 qu’en	 2014,	 plus	 de	 1,9	 milliard	 de	 personnes	 seraient	 en	

surpoids,	parmi	 lesquels	600	millions	 considérées	obèses	 (World	Health	Organisation,	

2015).	 Les	 conséquences	 liées	 à	 l’obésité	 sont	 multiples,	 on	 peut	 notamment	 citer	 le	

syndrome	métabolique,	le	diabète	de	type	2	ou	encore	les	maladies	cardiovasculaires	;	et	

sont	devenues	un	réel	problème	de	santé	mondiale	(Taubes	2009).	Plus	récemment,	les	

liens	entre	obésité	et	maladies	neurodégénératives	(comme	la	maladie	de	Parkinson,	ou	

les	scléroses	multiples	(Hu	et	al.	2006;	Marrie	et	Beck	2014),	ont	été	établis.	Plusieurs	

études	épidémiologiques	ont	également	fait	le	lien	entre	obésité	et	DMLA,	en	utilisant	le	

ratio	 taille/hanche	 comme	 une	 mesure	 de	 l’obésité	 abdominale.	 Par	 exemple,	 la	

Melbourne	 Collaborative	 Cohorte	 Study	 a	 montré	 que	 chez	 les	 hommes,	 une	

augmentation	 de	 0,1	 dans	 le	 ratio	 taille/hanche	 était	 associée	 à	 une	 augmentation	 de	

13%	de	 risque	de	développer	une	MLA	et	 à	une	augmentation	de	75%	de	développer	

une	 DMLA	 (Adams	 et	 al.	 2011).	 Similairement,	 une	 autre	 étude	 a	 montré	 qu’une	

diminution	de	ce	ratio	de	3%	ou	plus	était	associée	à	une	diminution	de	29%	de	risque	

développer	une	DMLA	après	6	ans	de	suivi	(Peeters	et	al.	2008).		
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Ces	 études	 suggèrent	 que	 l’obésité	 chez	 les	 hommes,	 et	 particulièrement	 l’obésité	

viscérale,	 pourrait	 représenter	 le	 deuxième	 facteur	 de	 risque	 pour	 la	 DMLA	 après	 le	

tabac.	 Chez	 les	 patients	 obèses,	 un	 grand	 nombre	 d’adipocytes	 sont	 nécrotiques.	 La	

présence	 de	 ces	 cellules	 mourrantes	 attire	 les	 macrophages	 qui	 vont	 les	 phagocyter	

(Cinti	 et	 al.	 2005).	 Le	nombre	de	macrophages	présents	 augmente	dans	 cet	 espace,	 et	

notamment	dans	 la	 graisse	 viscérale	qui	 entoure	 les	 organes	 internes	 (Greenberg	 and	

Obin,	 2006;	 Odegaard	 and	 Chawla,	 2013),	 où	 ils	 vont	 secréter	 des	 facteurs	 pro-

inflammatoires	 comme	CCL2,	 IL-6,	 TNF-α	 ou	 encore	 IL-1β	 (Li	 et	 al.,	 2010;	 Park	 et	 al.,	

2005).	De	plus,	 il	a	été	récemment	montré	que	la	composition	du	microbiote	intestinal	

était	associée	à	la	DMLA	(Zinkernagel	et	al.,	2017).	Le	régime	riche	en	graisse,	favorisant	

la	 secrétion	 de	 facteurs	 pro-inflammatoires,	 change	 la	 composition	 du	 microbiote	

intestinal,	qui	favorise	la	diffusion	de	composants	bactériens	dans	le	sang	(Andriessen	et	

al.,	 2016).	 Ces	 composés	 sont	 capables	 d’activer	 le	 système	 de	 l’immunité	 innée,	 et	

exacèrbent	 la	 neuro-inflammation	 observée	 dans	 la	 DMLA.	 Un	mécanisme	 similaire	 a	

cependant	 été	 observé	de	 façon	 indépendante	 à	 l’obésité	 (Zinkernagel	 et	 al.	 2017),	 ce	

qui	suggère	que	ce	mécanisme	ne	toucherait	pas	que	les	patients	en	surpoids.	

2) FACTEURS	GENETIQUES	
L’importance	des	facteurs	génétiques	s’illustre	par	le	fait	que	le	risque	de	développer	la	

maladie	augmente	de	5	à	10	fois	si	un	parent	ou	un	proche	est	atteint	(Chakravarthy	et	

al.	2010;	Shahid	et	al.	2012).	

Des	 polymorphismes	 du	 facteur	 H	 du	 complément	 (CFH),	 des	 isoformes	 de	

l’apolipoprotéine	 E,	 ou	 encore	 du	 chromosome	 10q26	 (situé	 sur	 les	 gènes	 high	

temperature	 requirement	 A	 serine	 peptidase	 1	 [HTRA1],	 age	 related	 maculopathy	

susceptibility	2	[ARMS2]	et	Pleckstrin	homology	domain-containing	family	A	member	1	

[PLEKHA1]),	sont	les	facteurs	génétiques	majeurs	prédisposant	à	la	DMLA	(Swaroop	et	

al.,	2007).		

a) Polymorphisme	du	facteur	H	du	complément	

Un	variant	du	gène	du	 facteur	H	du	 complément	 (CFH)	 a	 été	 identifié	 comme	étant	 le	

facteur	génétique	majeur	qui	prédispose	à	 la	DMLA	(The	AMD	Gene	Consortium	2013;	

Fritsche	et	al.	2014;	Magnusson	et	al.	2005).		

Le	CFH	a	été	décrit	pour	sa	capacité	à	inhiber	la	voie	alternative	du	complément.	La	voie	

du	 complément	 fait	 parti	 du	 système	 immunitaire	 inné,	 utile	 pour	 neutraliser	 les	
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pathogènes,	 et	 notamment	 les	 bactéries,	 grâce	 à	 une	 cascade	 d’activation	 de	 facteurs.	

Chez	 l’humain,	 le	 gène	 du	 CFH	 est	 localisé	 sur	 le	 chromosome	 1q32.	 La	 DMLA	 est	

associée	 à	 un	 variant	 du	 à	 un	 polymorphisme	 d’un	 seul	 nucléotide	 (SNP)	 du	 gène	 du	

CFH	:	le	rs1061170	(Edwards	et	al.	2005;	Hageman	et	al.	2005;	Haines	et	al.	2005;	Klein	

et	 al.	 2005).	 Ce	 SNP	 induit	 la	 substitution	 de	 l’histidine	 402	 en	 tyrosine	 (Y402H).		

L’association	avec	la	DMLA	a	été	observée	pour	les	deux	formes	de	DMLA,	mais	de	façon	

plus	prononcée	pour	l’AG	(The	AMD	Gene	Consortium	2013;	Seddon	et	al.	2007).	

Notre	 équipe	 a	 récemment	 révélé	 un	 des	 rôle	 de	 CFH	 dans	 la	 physiopathologie	 de	 la	

DMLA	:	 le	 variant	 Y402H	 associé	 à	 la	 DMLA	 a	 une	 capacité	 augmentée	 d’inhiber	

l’élimination	 de	 PMs,	 ce	 qui	 entraîne	 une	 inflammation	 chronique	 dans	 l’espace	 sous-

rétinien	 (Calippe	 et	 al.	 2017).	 L’inflammation	 de	 l’espace	 sous-rétinien	 jouant	 un	 rôle	

critique	dans	le	développement	de	la	maladie	;	ce	point	sera	développé	ultérieurement.	

b) L’apolipoprotéine	E		

Chez	l’humain,	le	gène	de	l’apolipoprotéine	E	(APOE)	comporte	trois	variants	génétiques	

communs	:	APOE2,	APOE3	et	APOE4.	APOE	est	exprimée	par	le	foie	et	est	 la	principale	

lipoprotéine	du	cerveau	et	de	la	rétine	(Anderson	et	al.	2001;	Mahley	et	Rall	2000).	Elle	

est	 donc	 fortement	 exprimée	 par	 les	 hépatocytes,	 mais	 également	 par	 les	 cellules	 de	

l’EPR	 (Ishida	 et	 al.	 2004)	 et	 par	 les	 phagocytes	 mononucléés	 (PMs),	 comme	 les	

macrophages	 (MΦs)	 ou	 les	 cellules	 microgliales	 (Levy	 et	 al.	 2015;	 Peri	 et	 Nüsslein-

Volhard	2008).	APOE	joue	un	rôle	majeur	dans	le	métabolisme	des	lipides	et	notamment	

dans	le	transport	du	cholestérol.	

Récemment,	 notre	 équipe	 a	montré	 qu’un	 excès	 d’APOE	 peut	 déstabiliser	 les	 radeaux	

lipidiques,	 qui	 séparent	 les	 différents	 composants	 du	 cluster	 de	 récepteurs	 de	

l’immunité	innée	(IIRC)	à	l’état	physiologique,	et	inhiber	ainsi	leur	auto-activation.	Ainsi,	

APOE	induit	la	sécrétion	de	l’interleukine-6	(IL-6),	en	l’absence	du	ligand	de	IIRC	par	les	

PMs	 dans	 l’espace	 sous-rétinien	 (Levy	 et	 al.	 2015).	 Cette	 cytokine	 pro-inflammatoire	

maintien	 les	 conditions	 inflammatoires	 de	 l’espace	 sous-rétinien,	 ce	 qui	 perturbe	

l’homéostasie	du	tissu.	Plusieurs	études	ont	montré	que	 les	porteurs	de	 l’allèle	APOE2	

présentent	un	risque	accru	de	développer	une	DMLA,	tandis	que	l'allèle	APOE4	protège	

contre	 la	 DMLA	 par	 rapport	 à	 l'allèle	 APOE3,	 le	 plus	 courant	 (Mahley	 et	 Rall	 2000;	

McKay	et	al.	2011).	En	accord	avec	ces	publications,	les		travaux	récents	de	l’équipe	ont	
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révélé	que	l’allèle	APOE2	induit	une	augmentation	de	la	concentration	de	APOE	par	les	

PMs	en	comparaison	à	l’allèle	APOE4.		

	

				 			 	

Figure	10:	Représentation	schématique	de	l'implication	de	l'APOE	et	du	CFH	dans	l'accumulation	
des	phagocytes	mononucléés	sous-rétiniens	
(modifié	d’après	Guillonneau	et	al.,	2017).	Physiologiquement,	l’activation	de	CD47	par	TSP-1	sensibilise	
les	PM	à	la	mort	cellulaire	et	à	leur	élimination	par	l’EPR	qui	exprime	FasL.	La	présence	excessive	d’APOE	
déstabilise	les	ponts	lipidiques	des	PM,	ce	qui	active	le	cluster	de	récepteurs	de	l’immunité	innée	(IIRC)	et	
induit	 l’expression	 de	 cytokines	 inflammatoires	 comme	 IL-6.	 IL-6	 inhibe	 l’expression	 de	 FasL	 et	 donc	
empêche	 l’élimination	 des	 PM	 par	 l’EPR.	 L’isoforme	 APOE2	 associé	 à	 la	 DMLA	 conduit	 à	 des	
concentrations	 intracellulaires	 excessives	 d’APOE,	 alors	 que	 l’isoforme	 APOE4	 est	 associé	 à	 des	
concentrations	 plus	 faibles	 d’APOE	 	 ainsi	 qu’une	 capacité	 diminuée	 à	 activer	 IIRC.	 Le	 CFH	 se	 lie	 à	
l’integrine	 CD11b/CD18,	 et	 inhibe	 stériquement	 l’activation	 de	 CD47	 par	 TSP-1,	 nécessaire	 pour	
l’élimination	 des	 PM.	 Le	 variant	 CFH402H	 associé	 à	 la	 DMLA	 a	 une	 capacité	 plus	 importante	 d’inhiber	
l’élimination	des	PM	régulée	par	TSP-1.	
	

c) Locus	10q26	

De	nombreuses	études	ont	fait	le	lien	entre	un	haplotype	à	risque	du	locus	10q26	et	la	

DMLA	 (Fritsche	 et	 al.	 2015;	 Swaroop	 et	 al.	 2007;	 Yang	 et	 al.	 2006).	 Cet	 haplotype	 à	

risque	 est	 fortement	 associé	 à	 la	 survenue	 de	 la	 DMLA	 exsudative	 (OR=3,	 porteurs	

hétérozygotes),	mais	 il	 est	 aussi	 associé	 à	 l’AG	 (OR=2,5,	 porteurs	 hétérozygotes)	 (The	

AMD	Gene	Consortium	2013).	

Trois	 gènes	 se	 trouvent	 dans	 la	 région	 du	 chromosome	 10q26,	 sur	 une	 distance	 de	

100kb.	 Ces	 gènes	 sont	:	 pleckstrin	 homology	 domain-containing	 family	 A	 member	 1	

(PLEKHA1,	aussi	appelé	TAPP1),	age-related	maculopathy	susceptibility-2	 (ARMS2,	aussi	

appelé	 LOC387715),	 and	 high	 temperature	 requirement	 A	 serine	 peptidase	 1	 (HTRA1,	
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aussi	 appelé	 PRSS11)	 (Jakobsdottir	 et	 al.	 2005;	 Rivera	 et	 al.	 2005).	 Il	 y	 a	 une	 région	

intergénique	d’environ	22kb	entre	PLEKHA1	et	ARMS2	et	d’environ	5kb	entre	ARMS2	et	

HTRA1	(Liao	et	al.	2017).	

On	retrouve	au	sein	de	ce	 locus	une	série	de	34	SNPs.	Un	de	ces	SNPs,	 le	rs10490929,	

modifie	 la	 séquence	codante	de	ARMS2	 (G	au	 lieu	d’un	T,	Ala69Ser).	Neuf	autres	SNPs	

sont	 en	 fort	 déséquilibre	 de	 liaison	 avec	 le	 rs10490929.	 Certains	 sont	 localisés	 dans	

l’intron	de	ARMS2,	dans	la	région	promoteur	de	HTRA1	ou	dans	son	premier	intron	(Liao	

et	al.	2017).	Le	déséquilibre	de	liaison	entre	les	différents	SNPs	de	l’haplotype	à	risque	

fait	qu’il	est	difficile	de	déterminer	lequel	de	ces	SNPs	et	de	ces	trois	gène	a	un	rôle	dans	

la	pathogenèse	de	la	DMLA.		

	

	

Figure	11:	Région	10q26	et	polymorphismes	associés	à	la	dégénerescence	maculaire	liée	à	l’âge.		
(modifié	d’après	Liao	et	al.,	2017	et	Wang	et	al.,	2013)	
	

Les	individus	homozygotes	pour	l’haplotype	à	risque	du	locus	10q26	ont	environ	10	fois	

plus	 de	 risque	 de	 développer	 une	DMLA	 en	 comparaison	 aux	 individus	 ne	 présentant	

pas	l’haplotype	à	risque	(DeWan	et	al.	2006).		

A	 ce	 jour,	 on	 ne	 sait	 pas	 comment	 ces	 SNPs	 affectent	 l’expression	 ou	 la	 fonction	 des	

gènes	de	 ce	 locus,	 et	 quel	 est	 leur	 rôle	dans	 la	pathogénèse	de	 la	DMLA	 (Wang	2014;	

Friedrich	 et	 al.	 2011).	 En	 2005,	 l’équipe	 de	 Jakobsdottir	 a	 analysé	 différents	 variants	

codants	 du	 locus	 et	 a	 reporté	 que	 PLEKHA1	 et	 ARMS2	 pourraient	 contribuer	

majoritairement	 au	 risque	de	développer	 la	DMLA	 (Jakobsdottir	 et	 al.	 2005).	D’autres	

études	ont	mis	en	évidence	une	forte	association	entre	la	DMLA	et	le	SNP	rs10490924,	
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suggérant	 que	 ARMS2	 semble	 être	 le	 principal	 acteur	 de	 cet	 haplotype	 (Rivera	 et	 al.	

2005;	 Schmidt	 et	 al.	 2006).	 Enfin,	 d’autres	 équipes	 ont	 trouvé	 un	 lien	 entre	 la	

pathogenèse	 de	 la	maladie	 et	 le	 gène	HTRA1,	 et	 particulièrement	 le	 SNP	 rs11200638	

(Yang	et	al.	2006)	;	et	les	premières	études	fonctionnelles	ont	démontré	un	effet	du	SNP	

sur	 l’expression	 de	 HTRA1	 ainsi	 que	 la	 présence	 de	 la	 protéine	 dans	 les	 drusen	 de	

patients	DMLA.	

i. Pleckstrin	homology	domain	containing,	family	A	

PLEKHA1	 fait	 parti	 de	 la	 famille	 des	 PLEKHA,	 contenant	 sept	 isoformes	 (1-7),	 et	

caractérisé	par	la	présence	d’un	domaine	d’homologie	à	la	pleckstrine	(PH)	(Eisele	et	al.	

2015).	 Le	 domaine	 PH	 pourrait	 être	 un	 régulateur	 des	 propriétés	 de	 liaison	 au	

phosphoinositide,	 et	 a	 été	 associé	 à	 quelques	 fonctions	 intracellulaires,	 comme	 le	

métabolisme	 du	 phosphoinositide,	 la	 phosphorylation	 de	 protéines	 ou	 encore	

l’organisation	du	cytosquelette	(Lemmon	2004;	Cozier	et	al.	2004).	

Le	 gène	PLEKHA1	 mesure	 environ	 60kb	 et	 son	 codon	 terminal	 (du	 côté	 télomère)	 se	

trouve	à	environ	12kb	du		centre	de	l’haplotype	à	risque	(Liao	et	al.	2017).	

A	ce	jour,	très	peu	d’informations	sont	connues	à	propos	de	la	protéine	codée	par	le	gène	

PLEKHA1.	Elle	est	 localisée	à	 la	membrane	plasmique	où	elle	va	spécifiquement	se	 lier	

au	 phosphatidylinositol	 3,4-bisphosphate	 (Landego	 et	 al.	 2012).	 Une	 autre	 équipe	 a	

montré	 que	 dans	 les	 cellules	 B,	 PLEKHA1	 migre	 vers	 la	 membrane	 plasmique,	 en	

réponse	 à	 une	 stimulation	 à	 un	 antigène	;	 ceci	 serait	 corrélé	 à	 la	 formation	 de	

phosphatidylinositol	3,4-bisphosphate	(Marshall	et	al.	2002).	

Dans	une	étude	très	récente,	Liao	et	ses	collègues	ont	analysé	l’expression	de	PLEKHA1	

dans	la	base	de	données	Genome	Tissue	Expression	(GTEx)	dans	une	multitude	de	tissus	

de	 patients	 porteurs	 de	 l’haplotype	 à	 risque	 comparé	 aux	 mêmes	 tissus	 de	 patients	

porteurs	de	l’haplotype	normal.	Ils	ont	trouvé	que	dans	une	majorité	de	tissus	(32	tissus	

sur	53	testés),	l’expression	de	PLEKHA1	semble	légèrement	diminuée	chez	les	patients	à	

risque.	 Par	 contre,	 le	 gène	 PLEKHA1	 contient	 un	 très	 grand	 nombre	 de	 SNPs	 qui	

diminuent	son	expression	mais	qui	ne	sont	pas	associés	à	la	DMLA,	ce	qui	suggère	que	

PLEKHA1	n’est	pas	impliqué	dans	la	pathogenèse	de	la	maladie	(Liao	et	al.	2017).		
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ii. Age-related	maculopathy	susceptibility-2		

Le	 gène	 ARMS2,	 seulement	 constitué	 de	 deux	 exons,	 code	 pour	 une	 petite	 protéine	

secrétée	 de	 107	 acides	 aminés	 et	 de	 12kDa.	 La	 séquence	 codante	 de	 ARMS2	 est	

entièrement	comprise	au	sein	de	l’haplotype	à	risque.	La	protéine	ARMS2	contient	neuf	

sites	 de	 phosphorylation	 (Tong	 et	 al.	 2010).	ARMS2	 est	 un	 gène	 présent	 uniquement	

chez	 l’humain	 et	 chez	 quelques	 primates	 supérieurs	 (Francis	 et	 al.	 2008;	 Pahl	 et	 al.	

2012).	Le	manque	de	gènes	homologues	dans	les	modèles	non-primates,	et	notamment	

chez	la	souris,	rend	l’étude	fonctionnelle	de	ce	gène	difficile.	Les	fonctions	biologiques	de	

base	de	ARMS2	sont	très	peu	connues	à	ce	jour.	Il	semble	que	soit	un	des	composants	de	

la	matrice	extracellulaire	de	l’œil	(Kortvely	et	al.	2010).	

Un	des	SNPs	présents	dans	l’haplotype	à	risque	entraîne	la	modification	de	la	séquence	

codante	de	ARMS2	(G	au	lieu	de	T,	Ala69Ser)	:	il	s’agit	du	rs10490929.	Ce	SNP	est	le	plus	

cité	 dans	 toutes	 les	 études	 portant	 sur	 cet	 haplotype	 à	 risque	 (The	 AMD	 Gene	

Consortium	 2013;	 Micklisch	 et	 al.	 2017;	 Liao	 et	 al.	 2017).	 Il	 semblerait	 que	 cette	

protéine	colocalise	avec	des	protéines	mitochondriales	 (Kanda	et	al.	2007)	et	pourrait	

être	 associée	 à	 la	 membrane	 externe	 de	 la	 mitochondrie,	 qui	 est	 un	 organite	 très	

impliqué	dans	les	processus	apoptotiques	et	oxydatifs	(Lin	et	Beal	2006).	

Pourtant,	dans	 leur	étude,	Liao	et	ses	collègues	ont	évalué	 les	niveaux	d’expression	de	

ARMS2	 dans	 la	 série	 d’échantillons	 humains	 précédemment	 citée.	 Les	 niveaux	

d’expression	de	ARMS2	sont	très	faibles,	voir	indétectables	dans	un	grand	nombre	de	ces	

tissus.	Dans	 les	tissus	où	ARMS2	est	détecté,	 il	semblerait	que	 les	tissus	provenant	des	

patients	homozygotes	à	risque	expriment	moins	de	ARMS2	que	les	patients	contrôles,	ce	

qui	pourrait	expliquer	le	potentiel	rôle	de	ARMS2	dans	les	mécanismes	de	pathogenèse	

de	la	maladie	(Liao	et	al.	2017).	Il	existe	pourtant	de	très	nombreux	SNPs	au	sein	de	ce	

gène	qui	ne	sont	pas	associés	à	la	DMLA	(Liao	et	al.	2017).	

Une	autre	équipe	a	récemment	montré	que	ARMS2	était	exprimé	par	 les	monocytes	et	

les	 microglies	 chez	 l’humain.	 Micklisch	 et	 ses	 collègues	 montrent	 également	 une	

diminution	 de	 l’expression	 de	 ARMS2	 par	 les	 monocytes	 de	 patients	 porteurs	 de	

l’haplotype	à	risque.	Ils	montrent	enfin	que	ARMS2	serait	capable	de	se	lier	à	la	surface	

des	cellules	mortes	;	cette	liaison	induirait	l’activation	du	complément	afin	de	faciliter	la	

phagocytose	et	d’éviter	l’accumulation	de	débris	cellulaires	(Micklisch	et	al.	2017).	Dans	

cette	 publication,	 ARMS2	 semble	 avoir	 un	 rôle	 majeur	 dans	 la	 maintenance	 de	
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l’homéostasie	 rétinienne.	 Cependant,	 nous	 avons	 essayé	 de	 reproduire	 ce	 résultat	 en	

utilisant	les	mêmes	primers	et	conditions	décrites	dans	cet	article	;	mais	nous	avons	été	

incapables	de	détecter	le	transcrit	de	ARMS2	dans	les	monocytes	humains.	

iii. High	temperature	requirement	A	serine	peptidase	1		

HTRA1	 est	 le	 troisième	 gène	 touché	 par	 l’haplotype	 à	 risque	 du	 chromosome	 10q26.	

Nous	développerons	sa	structure	et	ses	potentielles	fonctions	dans	la	pathogenèse	de	la	

DMLA	dans	le	chapitre	5	de	ce	manuscrit.	

E. TRAITEMENTS	DE	LA	DMLA	
A	ce	jour,	aucun	traitement	n’existe	pour	la	DMLA	atrophique.	La	prévention	est	donc	la	

première	approche	pour	limiter	la	perte	de	la	vision.	Le	contrôle	des	facteurs	de	risque	

comme	le	tabac	et	l’obésité	pourrait	réduire	le	risque	de	développer	une	DMLA	(Tomany	

et	 al.	 2004).	 Des	 suppléments	 nutritionnels	 en	 antioxydants	 et	 vitamines	 (vitamine	 C,	

vitamine	 E	 et	β-carotène)	 pourraient	 également	 retarder	 l’apparition	 de	 la	maladie	;	

mais	 cette	 formulation	 n’est	 pas	 recommandée	 pour	 les	 fumeurs	 car	 le	β-carotène	

augmente	 le	 risque	 de	 développer	 des	 cancers	 du	 poumon	 (Age-Related	 Eye	 Disease	

Study	Research	Group	2001).	

Concernant	 la	DMLA	 exsudative,	 plusieurs	moyens	 thérapeutiques	 ont	 été	 développés	

depuis	les	années	1960	afin	de	limiter	la	perte	de	vision	liée	à	la	pousse	de	néovaisseaux	

anomaux.	Cependant,	aucun	de	ces	traitements	ne	permet	une	guérison	définitive	de	la	

DMLA.	La	photocoagulation	par	 laser	et	 la	thérapie	photodynamique	sont	 les	premiers	

traitements	à	avoir	été	développés.	Ils	ne	sont	plus	utilisés	aujourd’hui.	

Depuis	une	dizaine	d’années,	 les	traitements	pour	 la	 forme	exsudative	de	 la	DMLA	ont	

énormément	progressé	avec	le	développement	de	thérapies	anti-angiogéniques.	Suite	à	

la	découverte	du	vascular	endothelial	growth	factor	A	(VEGF-A),	un	puissant	facteur	de	

croissance	pro-angiogénique	et	un	inducteur	de	la	perméabilité	vasculaire	(Leung	et	al.	

1989;	Ferrara	et	al.	1991),	 les	 recherches	sur	 les	 thérapies	anti-angiogéniques	se	sont	

développées.	Grâce	à	la	création	de	molécules	spécifiques,	les	chercheurs	ont	pu	cibler	le	

VEGF-A	afin	de	 le	bloquer	 (Chen	et	 al.	1999;	Ruckman	et	 al.	1998;	Ferrara	2005).	Ces	

molécules	 diminuent	 la	 perméabilité	 des	 néovaisseaux	 et	 inhibent	 leur	 formation	;	 ce	

qui	permet	donc	de	diminuer	les	changements	dégénératifs	qui	leur	sont	associés	(Aiello	
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et	 al.	 1994;	 Adamis	 et	 al.	 1994).	 Les	 injections	 d’anti-VEGF	 sont	 aujourd’hui	 le	

traitement	de	référence	pour	la	DMLA	exsudative.	

En	2006,	 le	 ranibizumab	 (commercialisé	 sous	 le	nom	de	Lucentis	par	Novartis)	 reçoit	

son	autorisation	de	mise	sur	le	marché.	Il	s’agit	d’un	anticorps	monoclonal	humanisé	qui	

neutralise	toutes	les	formes	actives	de	VEGF-A	(Rosenfeld	et	al.,	2006).	Les	résultats	de	

Rosenfeld	 montrent	 que	 l’administration	 intra-vitréenne	 de	 ranibizumab	 sur	 une	

période	de	deux	ans	prévient	la	perte	de	vision	et	peut	même	améliorer	l’acuité	visuelle	

chez	 les	patients	atteints	de	DMLA.	Au	même	moment,	 le	bevacizumab	(commercialisé	

sous	le	nom	d’Avastin	par	Genentech)	est	développé.	Il	s’agit	d’un	anticorps	monoclonal	

qui	lie	et	bloque	tous	les	isoformes	de	VEGF.	Cette	molécule	a	obtenu	sont	autorisation	

de	 mise	 sur	 le	 marché	 pour	 le	 traitement	 de	 cancers	 colorectaux	 et	 du	 glioblastome	

multiforme	(Gordon	et	Cunningham	2005).	En	2010,	l’efficacité	du	bevacizumab	dans	le	

traitement	 de	 la	 DMLA	 exsudative	 a	 été	 démontrée	 (Tufail	 et	 al.	 2010).	 L’étude	 qui	 a	

comparé	les	effets	du	bevacizumab	du	ranibizumab	a	montré	que	les	deux	molécules	ont	

une	efficacité	équivalente.	En	revanche,	une	dose	de	ranibizumab	coûte	près	de	40	fois	

plus	 cher	 qu’une	 dose	 de	 bevacizumab	 (CATT	 research	 group	 2011).	 Depuis	 2015,	 le	

bevacizumab	bénéficie	d’une	recommandation	temporaire	d’utilisation	en	France,	pour	

son	 utilisation	 dans	 le	 traitement	 de	 la	 DMLA	 exsudative	 (décision	 n°	

2015.0178/DC/SEM	de	la	haute	autorité	de	santé).	

Ces	 thérapies	 permettent	 d’inhiber	 la	 croissance	 des	 néovaisseaux	 anormaux.	 En	

revanche,	 elles	 n'interrompent	 pas	 les	 processus	 dégénératifs	 indépendants	 des	

vaisseaux,	 et	 le	 déclin	 des	 fonctions	 visuelles	 persiste	 chez	 30%	 des	 patients	 à	 long	

terme	(Rofagha	et	al.	2013).	

Il	 faut	 également	 noter	 que	 de	 plus	 en	 plus	 de	 patients	 semblent	 développer	 une	

résistance	 aux	 traitements	 actuels.	 Ces	 résistances	 aux	 thérapies	 se	 caractérisent	 par	

une	recrudescence	de	néovascularisation	accompagnée	par	une	baisse	d’acuité	visuelle	

(Keane	et	al.	2008).	Le	développement	de	nouveaux	traitements	pour	améliorer	la	prise	

en	 charge	 des	 patients	 atteints	 de	 DMLA	 exsudative	 et	 pour	 traiter	 les	 patients	

atrophiques	est	en	plein	essor.	
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III. L’INFLAMMATION	 ET	 LE	 SYSTEME	 DES	 PHAGOCYTES	

MONONUCLEES		
Ces	dernières	années,	les	recherches	sur	la	pathogenèse	de	la	DMLA	s’orientent	de	plus	

en	plus	sur	le	rôle	de	l’inflammation.	En	effet,	 la	survenue	de	la	DMLA	a	été	associée	à	

une	 rupture	 de	 l’immunosuppressivité	 de	 l’espace	 sous-rétinien,	 ainsi	 qu’à	 une	

infiltration	 de	 cellules	 inflammatoires	 dans	 cet	 espace	 (Sennlaub	 et	 al.	 2013).	 Ces	

mécanismes	 pourraient	 représenter	 une	 des	 clés	 des	 mécanismes	 pathologiques	 qui	

conduisent	à	la	maladie.		

A. L’INFLAMMATION	
L’inflammation	est	définie	comme	étant	une	réponse	adaptative	à	un	stimulus	ou	à	des	

conditions	nocives,	comme	le	sont	 l’infection	ou	 la	 lésion	d’un	tissu	(Medzhitov	2008).	

La	 réponse	 inflammatoire	 contrôlée	 est	 généralement	 bénéfique	 puisqu’elle	 permet	 à	

l’organisme	de	se	protéger,	mais	elle	peut	devenir	délétère	 lorsqu’elle	est	dérégulée	et	

conduit	à	un	état	d’inflammation	pathologique.	

La	réaction	inflammatoire	se	déroule	en	plusieurs	étapes.	La	première	étape	consiste	en	

la	 reconnaissance	d’un	 agent	 pathogène	par	 les	macrophages	 résidents	 (rMΦs)	 et	 les	

mastocytes	;	 ce	 qui	 va	 déclencher	 la	 production	 d’une	 multitude	 de	 régulateurs	

inflammatoires	 	comme	les	chimiokines,	 les	cytokines,	des	composés	vaso-actifs,	…	Ces	

composés	vont	 former	un	exsudat	 inflammatoire	 local	 et	permettre	 le	 recrutement	de	

protéines	plasmatiques	et	de	leucocytes,	principalement	des	neutrophiles,	sur	le	site	de	

l’infection.	Les	neutrophiles	vont	alors	s’activer,	soit	par	contact	direct	avec	le	pathogène	

ou	via	l’action	des	cytokines	secrétées	par	les	rMΦs,	et	neutraliser	l’agent	pathogène	en	

libérant	le	contenu	toxique	de	leurs	granules	(Nathan	2006).	La	réponse	inflammatoire	

est	complète	lorsque	l’agent	pathogène	est	éliminé,	et	que	le	tissu	est	réparé.	Cette	étape	

de	 réparation	 se	 fait	 grâce	 aux	 rMΦs	 et	 aux	 macrophages	 recrutés	 de	 la	 circulation	

sanguine	(Serhan	et	Savill	2005)	(d’après	Medzhitov	et	al.,	2006).		

Ces	 réactions	 inflammatoires	 font	 intervenir	 de	 nombreux	 acteurs	 et	 notamment	 les	

cellules	du	système	des	PMs.	
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B. LE	SYSTEME	DES	PHAGOCYTES	MONONUCLEES		
La	 famille	 des	 PMs	 est	 un	 lignage	 myéloïde	 dérivant	 de	 progéniteurs	 de	 la	 moelle	

osseuse	et	 comprenant	plusieurs	 types	cellulaires.	Parmi	ces	cellules,	on	peut	citer	 les	

monocytes	 (Mos),	 les	macrophages	 inflammatoires	dérivés	des	monocytes	 (iMΦs),	 les	

cellules	dendritiques	et	les	macrophages	tissulaires	résidents	(rMΦs),	comme	le	sont	les	

cellules	 microgliales	 spécifiques	 du	 cerveau	 (Chow	 et	 al.	 2011;	 Gautier	 et	 al.	 2013;	

Ransohoff	et	Cardona	2010;	Wynn	et	al.	2013).	Les	PMs	sont	essentiels	au	maintien	de	

l’homéostasie	de	l’organisme	via	leur	activité	de	régulation	de	la	réponse	inflammatoire	

et	immune.	

Ces	 cellules	 forment	 des	 populations	 très	 hétérogènes	 qui	 peuvent	 se	 différencier	 en	

plusieurs	 sous-populations.	 Bien	 que	 ces	 différentes	 sous-populations	 aient	 été	

identifiées,	 un	 grand	 nombre	 de	 questions	 subsiste	 encore	 concernant	 leurs	

développements,	 leurs	homéostasies	et	 leurs	 fonctions.	Nous	ne	nous	 intéresserons	 ici	

qu’aux	Mos	ainsi	qu’aux	rMΦs	et	iMΦs.	

1) LES	MONOCYTES		
Les	Mos	sont	une	sous-population	de	leucocytes	circulants,	qui	représentent	5	à	10%	de	

la	totalité	des	leucocytes	chez	l’humain,	et	environ	2	à	3%	chez	la	souris	(Nichols	et	al.	

1971).	 Les	Mos	 circulant	 dérivent	 de	progéniteurs	de	 la	moelle	 osseuse	 (van	Furth	 et	

Cohn	 1968)	 et	 ont	 la	 capacité	 de	 se	 différencier	 en	MΦs	 ou	 en	 cellules	 dendritiques	

(Auffray	et	al.	2009).		

Depuis	les	années	1980,	plusieurs	populations	de	Mos	ont	été	observées	(notamment	en	

fonction	 des	 différences	 de	 tailles	 ou	 de	 densités)	;	mais	 c’est	 le	 développement	 de	 la	

cytométrie	en	flux	qui	a	permis	d’identifier	ces	sous-populations	(Passlick	et	al.	1989).	

Chez	l’humain,	on	distingue	trois	sous-populations	de	Mos	;	chez	la	souris,	deux	types	de	

Mos	sont	actuellement	connus.	

a) Les	monocytes	humains	

Les	Mos	humains	 sont	 actuellement	divisés	 en	 trois	 sous-populations,	 en	 fonction	des	

différences	 d’expression	 de	 leurs	 marqueurs	 de	 surface	 spécifiques	CD14	 et	 CD16	

(Ziegler-Heitbrock	2007).	 Ces	 sous-populations	de	Mos	 expriment	 chacune	différentes	

chimiokines,	 immunoglobulines,	 et	 récepteurs	 (Gordon	 et	 Taylor	 2005).	 Elles	 se	
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différencient	aussi	par	leur	activité	phagocytique	ainsi	que	par	leur	distribution	au	sein	

des	tissus	lors	des	phases	d’inflammation	(Wong	et	al.	2011).	

i. Les	monocytes	classiques	:	CD14++CD16-	

Les	Mos	appartenant	à	cette	catégorie	sont	qualifiés	de	«	classiques	»	(Ziegler-Heitbrock	

et	al.	2010).	Ils	sont	le	sous-type	majoritaire	dans	le	sang	et	représentent	80	à	90%	des	

Mos	totaux	circulants	(Soehnlein	et	Lindbom	2010;	Strauss-Ayali	et	al.	2007).	Ces	Mos	

expriment	 fortement	 CD14,	 mais	 pas	 CD16	;	 ils	 expriment	 aussi	 à	 leur	 surface	

préférentiellement	CCR2,	et	très	peu	de	CX3CR1	(Passlick	et	al.	1989).	Ils	ont	une	forte	

activité	 de	 phagocytose,	 produisent	 une	 grande	 quantité	 d’espèces	 réactives	 de	

l’oxygène	et	développent	une	réponse	cytotoxique	dépendante	des	anticorps	(Connor	et	

al.	1990).	

Ces	Mos	sont	induits	lors	d’infections	(Fingerle	et	al.	1993;	Thieblemont	et	al.	1995)	et	

assurent	 en	première	 ligne	 la	défense	de	 l’organisme	 contre	 les	pathogènes.	Plusieurs	

études	 ont	montré	 la	 présence	 précoce	 de	 ces	Mos	 dans	 les	maladies	 inflammatoires	

(Chuluundorj	et	al.	2014;	Reed-Geaghan	et	al.	2010).	

ii. Les	monocytes	non-classiques	:	CD14+CD16++		

Ce	sous-type	de	Mos	représente	environ	10%	de	la	population	de	Mos	(Strauss-Ayali	et	

al.	2007).	Ce	sont	des	cellules	qui	expriment	 fortement	CD16,	et	plus	 faiblement	CD14	

(Passlick	 et	 al.	 1989).	 A	 la	 différence	 des	 Mos	 classiques,	 les	 Mos	 non-classiques	

expriment	très	peu	de	CCR2,	mais	beaucoup	de	CX3CR1	(Weber	et	al.	2000;	Ancuta	et	al.	

2003).	Ces	Mos	n’ont	pas	d’activité	de	phagocytose,	et	après	stimulation	au	LPS,	 ils	ne	

secrètent	 pas	 de	 cytokines	 pro-inflammatoires.	 Les	 travaux	 de	 l’équipe	 de	 Geissmann	

ont	 montré	 que	 ces	 Mos	 patrouillent	 le	 long	 des	 vaisseaux	 sanguins,	 de	 façon	

dépendante	 de	 CX3CR1,	 afin	 de	 favoriser	 le	 recrutement	 de	 neutrophiles	 en	 cas	

d’inflammation	,	de	la	même	façon	que	pour	les	Mos	murins	(Auffray	et	al.	2009).	

iii. Les	monocytes	intermédiaires	:	CD14++CD16+	

Enfin,	une	troisième	catégorie	de	Mos	a	été	mise	à	jour	en	2000	(Grage-Griebenow	et	al.	

2000;	Grage-Griebenow	et	al.	2001):	les	Mos	intermédiaires,	dont	les	caractéristiques	se	

situent	 entre	 celles	 des	 Mos	 classiques	 et	 des	 Mos	 non-classiques.	 En	 effet,	 ces	 Mos	

expriment	à	 la	 fois	CD14,	mais	également	CD16.	 Ils	 représentent	environ	5%	des	Mos	

totaux	circulants	et	sont	des	producteurs	importants	de	IL-10	(Auffray	et	al.	2009).	Les	

fonctions	biologiques	de	cette	troisième	catégorie	de	Mos	restent	encore	peu	connues.	
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L’étude	 des	 Mos	 humains	 se	 révèle	 assez	 compliquée	 in	 vitro,	 en	 effet,	 les	 Mos	 se	

différencient	 au	 moindre	 stimulus	 et	 s’activent	 très	 facilement.	 C’est	 l’étude	 des	 Mos	

murins	a	permis	de	mieux	caractériser	cette	population	de	cellules.	

2) Les	monocytes	murins	

Chez	la	souris,	on	distingue	actuellement	deux	sous-populations	de	Mos.	Les	Mos	murins	

sont	une	population	de	cellules	assez	rares	en	comparaison	aves	 les	Mos	humains	 ;	en	

effet,	ils	ne	représentent	que	2%	de	la	population	totale	des	leucocytes.	Les	différentes	

sous-populations	 de	 Mos	 murins	 sont	 actuellement	 classées	 en	 fonction	 de	 leurs	

expressions	en	Ly6C,	CCR2	et	CX3CR1	(Palframan	et	al.	2001;	Geissmann	et	al.	2003).	

i. Les	monocytes	inflammatoires	:	Ly6ChighCCR2+/CX3CR1low	

Ces	 Mos	 inflammatoires	 sont	 les	 analogues	 des	 Mos	 classiques	 (CD14++CD16-)	 chez	

l’humain.	 Ils	 représentent	 entre	 2	 et	 5%	des	 leucocytes	 circulants	 dans	 une	 souris	 en	

conditions	 physiologiques.	 Ils	 sont	 rapidement	 recrutés	 au	 niveau	 du	 site	

d’inflammation	lors	d’une	infection	(Geissmann	et	al.	2003).	La	délétion	en	CCR2		réduit	

de	façon	importante	la	migration	de	ces	Mos	au	niveau	du	site	de	l’inflammation,	ce	qui	

indique	un	rôle	déterminant	du	récepteur	à	 cette	chimiokine	dans	 la	migration	de	ces	

Mos	 (Kurihara	 et	 al.	 1997;	 Kuziel	 et	 al.	 1997).	 Ce	 sont	 les	 principaux	 acteurs	 de	 la	

réponse	inflammatoire,	 ils	sont	capables	de	secréter	une	grande	diversité	de	cytokines	

pro-inflammatoires	:	on	retrouve	une	 forte	expression	de	Toll	Like	Receptor	4	(TLR4),	

récepteur	au	lipopolysaccharide	(LPS)	à	leur	membrane	(Cros	et	al.	2010).		

ii. Les	Monocytes	résidents	:	Ly6ClowCCR2-/CX3CR1high	

Ce	 sous-type	 de	 Mos	 est	 l’analogue	 des	 Mos	 non-classiques	 (CD14+CD16++)	 chez	

l’humain.	 Bien	 qu’ils	 ne	 fassent	 pas	 partie	 des	Mos	 rapidement	mobilisables,	 les	Mos	

résidents	 sont	 néanmoins	 importants	 à	 la	 réponse	 à	 l’inflammation	 (Geissmann	 et	 al.	

2010).	En	effet,	il	a	été	montré	que	les	Mos	résidents	patrouillent	le	long	des	vaisseaux	

sanguins	 de	 façon	 CX3CR1	 dépendante	 et	 favorisent	 le	 recrutement	 rapide	 des	

neutrophiles	puis	des	Mos	 inflammatoires	 en	 cas	d’agression	 (Auffray	et	 al.	 2007).	De	

plus,	 la	 capacité	 importante	 des	 Mos	 résidents	 pour	 la	 phagocytose	 leur	 confère	 un	

grand	rôle	dans	la	clairance	des	tissus	endommagés.	
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3) LES	MACROPHAGES	
	Lors	de	la	phase	inflammatoire,	 les	Mos	circulants,	à	courte	durée	de	vie	et	exprimant	

très	fortement	le	récepteur	à	la	chimiokine	CCR2,	sont	recrutés	sur	le	site	inflammatoire	

où	ils	vont	se	différencier	en	MΦs.		

Les	 MΦs	 participent	 à	 de	 nombreux	 processus	 biologiques	comme	 le	 maintien	 de	

l’homéostasie	 du	 tissu	 via	 l’élimination	 de	 cellules	 apoptotiques	;	 la	 production	 de	

facteurs	de	croissance,	le	remodelage	tissulaire	ou	encore	la	réparation	et	la	résolution	

de	 la	réponse	 inflammatoire	(Lawrence	et	Natoli	2011;	Gordon	2007).	Afin	de	réaliser	

ces	 fonctions,	 les	MΦs	possèdent	une	machinerie	cellulaire	beaucoup	plus	développée	

que	 celle	 des	 Mos,	 avec	 notamment	 les	 constituants	 suivants	:	 des	 lysosomes,	 des	

vacuoles	de	phagocytoses	ou	encore	l’appareil	de	golgi.	Ces	organites	permettent	aux	M

Φs	 d’être	 plus	 performants	 dans	 la	 migration,	 la	 phagocytose	 et	 la	 production	 de	

cytokines.	Les	MΦs	sont	également	des	cellules	présentatrices	d’antigènes	(Lawrence	et	

al.	2002;	Gordon	2002).	

Ce	 sont	 des	 cellules	 qui	 présentent	 une	 grande	 hétérogénéité	 autant	 sur	 le	 plan	

fonctionnel	 que	 sur	 le	 plan	 morphologique	 (Mantovani	 et	 al.	 2002;	 Geissmann	 et	 al.	

2010).	 Une	 nomenclature	 a	 été	 établie	 en	 analogie	 avec	 le	 système	 immunitaire	

adaptatif	afin	de	classer	les	MΦs	en	deux	catégories.	On	distingue	les	MΦs	de	type	M1,	

qui	ont	été	identifiés	comme	«	pro-inflammatoires	»	(Allavena	et	Mantovani	2012),	et	les	

MΦs	 de	 type	M2	 associés	 à	 des	 phénomènes	 plutôt	 «	anti-inflammatoires	 »	 et	 plutôt	

associés	à	des	phénomènes	de	réparation	tissulaire	(Martinez	et	al.	2008).	

Classiquement,	des	MΦs	cultivés	in	vitro	et	activés	par	du	LPS	par	exemple	sont	classé	

comme	 des	 MΦ s	 de	 type	 M1.	 Ils	 sont	 inflammatoires,	 antimicrobiens,	 anti-

angiogéniques	 et	 sécrètent	 des	 facteurs	 comme	 IL-1β,	 TNF-α,	 IL-6	 ou	 CCL2.	 De	 la	

même	 façon,	 l’activation	 des	 MΦs	 de	 type	 M2	 est	 induite	 par	 IL-4	 et	 IL-13,	 ce	 qui	

polarise	 les	MΦs	 dans	 un	 phénotype	 plutôt	 anti-inflammatoire.	 Ils	 favorisent	 alors	 la	

phagocytose,	 la	 néovascularisation	 ou	 encore	 la	 réparation	 tissulaire.	 Mais	 dans	 les	

modèles	in	vivo,	les	PMs	sous-rétiniens	expriment	à	la	fois	des	marqueurs	de	type	M1	et	

de	 type	 M2	 (Camelo	 et	 al.	 2012;	 Horie	 et	 al.	 2013;	 Liu	 et	 al.	 2013);	 tout	 comme	 ils	

peuvent	être	à	la	fois	pro-inflammatoires	et	promouvoir	l’angiogenèse.	
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Dans	les	modèles	d’inflammation	sous-rétinienne,	il	semble	donc	que	cette	classification	

ne	 soit	 pas	 appropriée,	 elle	 ne	 reflète	 en	 tous	 cas	 pas	 la	 diversité	 des	 réponses	 aux	

différents	types	d’activation.	(D’après	Guillonneau	et	al.,	2017).	

Il	existe	une	autre	catégorie	de	MΦs	:	 il	s’agit	des	macrophages	résidents	(rMΦs),	qui	

infiltrent	 les	 organes	 pendant	 l’embryogenèse.	 En	 conditions	 physiologiques,	 ils	 sont	

capables	 de	 s’auto-renouveler	 de	 façon	 indépendante	 du	 recrutement	 monocytaire	

(Tarling	et	al.	1987;	Jenkins	et	al.	2011).	On	peut	notamment	citer	les	ostéoclastes,	rMΦ

s	 spécifiques	 des	 tissus	 osseux	(Udagawa	 et	 al.	 1990)	 ;	 les	 cellules	 de	 Kupffer,	

spécifiques	du	foie	(Crofton	et	al.	1978)	ou	encore	les	cellules	microgliales,	spécifiques	

du	système	nerveux	central	(Saijo	et	Glass	2011).		

4) LES	CELLULES	MICROGLIALES	:	MACROPHAGES	RESIDENTS		DU	SYSTEME	NERVEUX	

CENTRAL	

Les	rMΦs,	ont	un	rôle	aussi	bien	trophique	que	de	sentinelle,	et	sont	présents	dans	tous	

les	 organes	 du	 corps	 humain.	 Ils	 se	 développent	 pendant	 les	 premiers	 stades	 de	

l’embryogénèse	à	partir	des	macrophages	embryonnaires,	retrouvés	dans	le	sac	vitellin,	

ou	à	partir	des	monocytes	embryonnaires	du	foie	(Gautier	et	al.	2014).		

Dans	la	rétine,	les	rMΦs	sont	appelés	microglies	et	sont	spécifiques	du	SNC.	Les	cellules	

microgliales	 représentent	 entre	 5	 et	 20%	 des	 cellules	 totales	 du	 SNC	 (Ransohoff	 et	

Cardona	 2010).	 Ces	 cellules	 sont	 impliquées	 dans	 la	 clairance	 des	 neurones	

apoptotiques	 ainsi	 que	 dans	 la	 genèse	 des	 synapses	 rétiniennes	 au	 cours	 du	

développement	 (Bessis	 et	 al.	 2007).	 Physiologiquement,	 elles	 sont	 nécessaires	 à	 la	

maintenance	des	structures	synaptiques	dans	 la	rétine	adulte	et	participent	également	

aux	transmissions	synaptiques	qui	ont	lieu	pendant	le	cycle	visuel	normal	(Wang	et	al.	

2016).	 Les	 microglies	 sont	 caractérisées	 par	 le	 fait	 qu’elles	 n’expriment	 pas	 CCR2	

(Mizutani	et	al.	2012;	Saederup	et	al.	2010),	mais	elles	expriment	très	fortement	CX3CR1		

Checchin	et	al.	2006;	Combadière	et	al.	2007;	Jung	et	al.	2000).	Les	neurones	exprimant	

la	forme	membranaire	et	soluble	de	CX3CL1,	permettent	de	contrôler	l’état	d’activation	

des	microglies	(Harrison	et	al.	1998;	Ransohoff	2007;	Raoul	et	al.	2010).	

Les	cellules	microgliales	sont	activées	par	une	grande	variété	de	signaux	;	il	peut	s’agir	

de	 cytokines,	 de	 facteurs	 du	 complément,	 de	 protéines	 plasmatiques	 ou	 de	molécules	

pathogènes	 comme	 les	 composants	 bactériens	 ou	 viraux.	 Les	 neurones	 endommagés	
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sont	également	capables	d’activer	les	microglies	via	une	libération	d’ATP	;	afin	d’activer	

leur	 phagocytose.	 Lorsqu’elles	 sont	 activées,	 les	 microglies	 ont	 un	 rôle	 dans	

l’amplification	de	la	réponse	immunitaire,	mais	également	à	la	réparation	tissulaire	et	à	

la	dégénérescence	neuronale	(González-Scarano	et	Baltuch	1999).	

Les	 conditions	 inflammatoires	 vont	 permettre	 à	 des	 MΦ	 de	 différentes	 origines	 de	

cohabiter.	 Mais	 très	 peu	 de	 choses	 sont	 connues	 quant	 à	 leurs	 spécificités	 ou	 leurs	

modes	 d’action.	 A	 la	 fin	 de	 la	 réponse	 inflammatoire,	 les	 iMΦs	 disparaissent	 du	 site,	

contrairement	 aux	 rMΦs	 qui	 vont	 permettre	 au	 tissu	 lésé	 de	 retrouver	 son	 état	

physiologique.		

Pour	 résumer,	 différents	 types	 de	 PMs,	 résidents	 ou	 infiltrant,	 possèdent	 différentes	

fonctions	 pendant	 le	 développement,	 l’inflammation	 et	 l’homéostasie	 d’un	 tissu.	 A	 ce	

jour,	 il	est	difficile	d’évaluer	 les	rôles	de	chaque	sous-population	de	cellules,	ceci	étant	

du	aux	limites	des	outils	immunohistochimiques	disponible	:	ces	populations	de	cellules	

expriment	ou	induisent	des	marqueurs	très	similaires	(Gautier	et	al.	2012;	Ransohoff	et	

Cardona	2010).		

C. LA	RETINE	:	ZONE	DE	PRIVILEGE	IMMUN	
Quelques	 organes	 du	 corps	 humain	 (œil,	 cerveau,	 testicule,	 ovaire)	 sont	 considérés	

comme	des	zones	de	privilège	immun,	c’est	à	dire	que	les	réponses	immunitaires	innées	

et	 adaptatives	 sont	 atténuées	 ou	 supprimées	 dans	 ces	 tissus.	 Le	 fait	 que	 ces	 organes	

soient	 particulièrement	 vulnérables	 aux	 dommages	 collatéraux	 induits	 par	

l’inflammation	(Streilein	2003)	;	et	que	ces	dommages	mettent	en	péril	les	aptitudes	de	

l’individu	(survie	ou	capacité	de	reproduction)	ont	possiblement	poussé	l’évolution	dans	

ce	 sens.	Tous	 les	 tissus	peuvent	potentiellement	 être	 attaqués	par	des	pathogènes.	 La	

réponse	 immunitaire	 consiste	 donc	 à	 établir	 une	 balance	 entre	 la	 neutralisation	 et	

l’élimination	rapide	et	efficace	des	pathogènes,	et	éviter	les	dommages	collatéraux	pour	

le	tissu,	qui	pourraient	interférer	avec	ses	fonctions	vitales	pour	l’organisme.		

La	 rétine	 et	 le	 cerveau	 sont	 particulièrement	 vulnérables	 aux	 dommages	 immuno-

pathogéniques.	Ceci	est	du	au	fait	que	ces	deux	tissus	ont	des	capacité	de	régénération	

extrêmement	 limitées.	 Ces	 tissus	 sont	 dotés	 de	 structures	 qui	 les	 protègent	

remarquablement	 bien	 de	 l’infection	 directe	 (crâne,	 sclère,	 paupière),	mais	 également	

des	 invasions	microbiennes	 provenant	 du	 sang	 (barrières	 sang-tissu).	 De	 plus,	 il	 faut	
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souligner	qu’étant	des	zones	de	privilèges	 immuns,	ces	 tissus	sont	davantage	protégés	

des	dommages	liés	aux	réactions	inflammatoires.	

D’après	sa	définition,	 le	terme	privilège	immun	décrit	tout	d’abord	les	observations	de	

Medawar	en	1948	qui	a	montré	que	les	allogreffes	cutanées	introduites	dans	un	site	de	

privilège	immun	(comme	le	cerveau	ou	la	chambre	antérieure	de	l’œil)	n’entraînent	pas	

de	réponse	immunitaire	et	ne	sont	pas	non	plus	rejetées,	sauf	si	l’animal	utilisé	a	déjà	été	

immunisé	contre	la	greffe	(Medawar	1948).	A	ce	 jour,	 le	terme	de	privilège	immun	est	

souvent	 utilisé	 plus	 largement	 pour	 décrire	 les	 organes	 ou	 les	 sites	 où	 la	 réaction	

immunitaire	innée	ou	adaptative	est	diminuée	et	l’inflammation	réduite.		

Les	 facteurs	 qui	 déterminent	 le	 privilège	 immun	 incluent	 l’absence	 de	 PMs,	 l’absence	

d’un	système	de	drainage	lymphatique	(par	exemple	dans	l’œil	ou	le	cerveau)	par	lequel	

les	 cellules	 présentatrices	 d’antigène	 vont	 migrer	 jusqu’aux	 ganglions	lymphatiques	 ;	

l’absence	de	 vaisseaux	 sanguins	par	 lesquels	 les	 cellules	 effectrices	 s’infiltrent	dans	 le	

tissu	(par	exemple	dans	la	cornée	ou	l’espace	sous-rétinien),	ainsi	que	par	la	production	

locale	de	facteurs	qui	vont	induire	une	tolérance	immunitaire.		

Dans	la	rétine,	cette	zone	de	privilège	est	également	régulée	par	des	signaux	inhibiteurs	

toniques	qui	fixent	le	seuil	d’activation	élevé	et	la	clairance	des	cellules	inflammatoires	

infiltrantes	 particulièrement	 efficace	 (Streilein	 et	 al.	 2002).	 Ainsi,	 les	 potentielles	

cellules	 présentatrices	 d’antigènes	 et	 les	 cellules	 effectrices	 (lymphocytes,	 MΦ s)	

peuvent	être	neutralisées	avant	qu’elles	ne	développent	leur	cytotoxicité.	

1) LES	SIGNAUX	INHIBITEURS	DE	LA	RETINE	
A	 l’état	 physiologique,	 les	 neurones	 expriment	 un	 grand	 nombre	 de	 facteurs	 qui	 vont	

continuellement	réprimer	l’activation	des	cellules	microgliales,	on	peut	notamment	citer	

Cx3cl1,	CD200L,	SIRP1α,	CD22	(Galea	et	al.	2007),	ainsi	que	la	protéine	translocatrice	

(Karlstetter	et	al.	2014;	Wang	et	al.	2014).	

Dans	l’œil,	la	forme	transmembranaire	de	CX3XL1	est	constitutivement	exprimée	par	les	

neurones	 rétiniens	 internes	 (Zieger	 et	 al.	 2014).	 Plusieurs	 équipes	 dont	 la	 notre	 ont	

montré	 que	 la	 délétion	 génétique	 de	 CX3CR1,	 récepteur	 unique	 de	 CX3CL1,	 chez	 la	

souris	induit	une	accumulation	accélérée	et	dépendante	de	l’âge	des	PMs	sous-rétinien	

dans	les	animaux	pigmentés	Cx3cr1-/-	knockout	(Combadière	et	al.	2007)	ainsi	que	chez	

les	souris	 	Cx3cr1GFP/GFP	knockin	(Chinnery	et	al.	2012;	Combadière	et	al.	2007;	Levy	et	
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al.	2015;	Sennlaub	et	al.	2013),	en	comparaison	aux	animaux	sauvages	élevés	dans	 les	

mêmes	conditions	conventionnelles	de	lumière	(~250lux).	La	délétion	de	CX3CR1	induit	

aussi	une	augmentation	de	l’accumulation	des	PMs	dans	les	yeux	de	jeunes	souris	albino	

(Chinnery	et	al.	2012;	Combadière	et	al.	2007)	et	dans	les	souris	pigmentées	exposées	à	

une	 lumière	non	 toxique	qui	n’induit	 pas	de	dégénérescence	 chez	 les	 souris	 contrôles	

(Levy	et	al.	2015;	Sennlaub	et	al.	2013).	L’accumulation	des	PMs	sous-rétiniens	chez	les	

souris	 déficientes	 en	 CX3CR1	 n’est	 en	 revanche	 pas	 associée	 au	 développement	 de	

drusen	ou	à	l’atrophie	de	l’EPR.	Mais	cette	accumulation,	combinée	à	la	dégénérescence	

des	 bâtonnets	 et	 des	 cônes	 observée	 chez	 ces	 souris	 est	 très	 similaire	 aux	 zones	 de	

transition	chez	les	patients	atteints	de	la	forme	GA	de	DMLA	(Eandi	et	al.	2016).	

Pour	 résumer,	 la	 répression	 constitutive	 de	 l’activation	 des	 PMs	 par	 des	 signaux	

neuronaux	inhibiteurs	est	essentielle	pour	l’homéostasie	de	la	rétine.	La	perte	de	l’un	de	

ces	 signaux,	 comme	 observé	 chez	 les	 souris	 déficientes	 pour	 CX3CR1,	 peut	 être	

suffisante	pour	déclencher	un	cercle	vicieux	d’inflammation	chronique	et	ses	dommages	

collatéraux	 sous	 des	 conditions	 de	 vieillissement	 normales	 (qui	 ne	 causent	 pas	 de	

dégénérescence	significative	chez	les	souris	âgées).		

2) L’EPR	IMMUNOSUPPRESSEUR	
En	 plus	 des	 signaux	 toniques	 inhibiteurs	 de	 la	 rétine	 interne,	 qui	 restreignent	

l’activation	 des	 cellules	 microgliales	 rétiniennes,	 l’espace	 sous-rétinien	 constitue	 un	

environnement	 très	 immunosuppresseur.	 L’espace	 sous-rétinien	 abrite	 les	 segments	

externes	 des	 photorécepteurs	 et	 est	 protégé	 du	 tissu	 environnant	 par	 les	 jonctions	

serrées	de	l’EPR	et	de	la	zonula	adherens	entre	les	photorécepteurs	et	les	cellules	gliales	

de	Müller	qui	forment	la	membrane	limitante	externe	(van	de	Pavert	et	al.	2004).		

Cet	 espace	 est	 dépourvu	 de	 vaisseaux	 sanguins	 et	 lymphatiques	 qui	 facilitent	

l’infiltration	des	 leucocytes	et	 leur	 relargage	dans	d’autres	 tissus.	Enfin,	 l’EPR	exprime	

des	 signaux	 immunosuppresseurs	 qui	 vont	 induire	 la	 mort	 des	 cellules	 immunitaires	

infiltrantes.	 Parmi	 ces	 signaux	 immunosuppresseurs,	 on	 retrouve	 la	 signalisation	

FasL/Fas	;	ainsi	que	l’interaction	entre	la	Thrombospondine-1	et	son	récepteur	CD47.	
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a) La	signalisation	FasL/Fas	

La	capacité	immunosuppressive	de	l’EPR	est	dépendante	de	son	expression	de	FasL.	En	

effet,	des	expériences	ont	permis	de	montrer	que	les	allogreffes	d’EPR	sont	capable	de	

survivre	 dans	 des	 hôtes	 non-immunosupprimés	 pendant	 des	 périodes	 de	 temps	

prolongées	;	 même	 si	 elles	 sont	 greffées	 sur	 des	 sites	 qui	 ne	 sont	 pas	 des	 privilèges	

immuns,	 comme	 les	 capsules	 rénales	 par	 exemple.	 En	 revanche,	 l’allogreffe	 d’EPR	

déficient	en	FasL	(obtenu	à	partir	des	souris	FasLgld/gld	chez	lesquelles	FasL	est	inactif)	

est	 rapidement	 détruit	 dans	 les	 mêmes	 conditions	 (Wenkel	 et	 Streilein	 2000).	

L’expression	de	FasL	par	 les	 allogreffes	d’EPR	 semble	 être	un	 facteur	nécessaire	mais	

pas	 suffisant	 pour	 échapper	 au	 rejet	 immun	(Kang	 et	 al.	 1997)	;	 et	 d’autres	 facteurs	

exprimés	par	l’EPR	ou	les	PMs	doivent	donc	être	impliqués.	

En	 accord	 avec	 les	 expériences	 de	 transplantations	 décrites	 ci-dessus,	 notre	 équipe	 a	

montré	 que	 les	 souris	 déficientes	 en	 FasL	 (FasLgld/gld)	 et	 celles	 déficientes	 en	 Fas	

(Faslpr/lpr)	 développent	 une	 accumulation	 de	 PMs	 sous-rétiniens	 significative	 après	

stimulation	lumineuse	(créée	pour	induire	une	petite	inflammation	et	pas	de	dommages	

chez	 les	 souris	 sauvages)	 (Levy	 et	 al.	 2015).	 Cette	 augmentation	 du	 nombre	 de	 PMs	

sous-rétiniens	est	principalement	le	résultat	d’un	défaut	d’élimination	:	les	PMs	injectés	

dans	 l’espace	 sous-rétinien	 survivent	 mieux	 lorsque	 la	 signalisation	 FasL/Fas	 est	

déficiente	(Levy	et	al.	2015).		

De	façon	intéressante,	lors	de	la	phase	de	résolution	après	une	lésion	pulmonaire	in	vivo,	

FasL	 élimine	 préférentiellement	 les	 iMΦs	 et	 pas	 les	 rMΦs	 (Janssen	 et	 al.	 2011)	 ;	 un	

agoniste	 de	 Fas	 induit	 l’apoptose	 des	 Mos	 mais	 pas	 des	 MΦs	 in	 vitro	 dans	 nos	

laboratoires	 (Levy	et	al.	2015).	Au	contraire,	nos	expériences	ont	montré	que	 les	Mos,	

les	 MΦs	 et	 les	 cellules	 microgliales	 entrent	 tous	 en	 apoptose	 lorsqu’ils	 subissent	 un	

transfert	 adoptif	 dans	 l’espace	 sous-rétinien	;	 ce	 qui	 suggère	 qu’une	 synergie	 de	

différents	 facteurs	 est	 nécessaire	 pour	 éliminer	 physiologiquement	 tous	 les	 types	 de	

PMs	en	contact	avec	l’EPR	(Levy	et	al.	2015).	

b) La	signalisation	Thrombospondine-1/CD47	

De	 façon	 similaire	 aux	 souris	 FasLgld/gld	 et	 Faslpr/lpr,	 les	 souris	 déficientes	 en	

Thrombonspondine-1	 (TSP-1)	présentent	une	 inflammation	sous-rétinienne	prolongée	

avec	l’âge,	et	après	lésion	induite	par	stimulation	lumineuse	ou	par	laser	(Ng	et	Streilein	

2001;	Wang	et	al.	2012).	Ces	souris	présentent	aussi	des	uvéites	plus	sévères	(Chen	et	al.	
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2012)	et	elles	développent	également	une	inflammation	plus	importante	dans	plusieurs	

maladies	 périphériques	 (pneumonie	 aigue	 extensive,	 leucocytose,	 pancréatite,	 et	

infiltrats	enflammés	dans	les	glandes	lacrymales)	(Lopez-Dee	et	al.	2011).	

Cette	voie	de	signalisation	sera	développée	en	détails	dans	le	chapitre	suivant.	

C. INFLAMMATION	ET	DMLA	
Le	 segment	 postérieur	 de	 l’œil	 contient	 plusieurs	 types	 de	 PMs	 en	 conditions	

physiologiques.	En	effet,	un	grand	nombre	de	rMΦs	sont	retrouvés	dans	la	choroïde,	des	

cellules	microgliales	forment	un	réseau	dans	les	couches	internes	de	la	rétine	et	des	rM

Φs	 périvasculaires	 sont	 localisés	 le	 long	 des	 vaisseaux	 rétiniens	 et	 choroïdiens.	 En	

revanche,	les	cellules	dendritiques	sont	plus	rares	au	niveau	de	la	rétine	(Forrester	et	al.	

2010;	Kumar	et	al.	2014;	Streilein	2003).	

C’est	en	1916	que	la	première	association	entre	la	présence	de	leucocytes	sous-rétiniens	

et	 la	 DMLA	 exsudative	 a	 été	 décrite	 après	 des	 observations	 histologiques	 (Hegner,	

1916).	Depuis,	 de	nombreuses	publications	 ont	 validé	 cette	 association	 (Penfold	 et	 al.	

2001):	 des	 cellules	 inflammatoires,	 notamment	 des	 PMs,	mais	 aussi	 des	 lymphocytes,	

sont	observés	sur	des	membranes	néovasculaires	prélevées	sur	des	patients	atteints	de	

DMLA	exsudative	 (Gehrs	et	 al.	 1992;	Lopez	et	 al.	 1991;	Oh	et	 al.	 1999;	Seregard	et	 al.	

1994).		

Il	 est	 maintenant	 admis	 que	 la	 DMLA	 s’accompagne	 d’une	 rupture	 de	

l’immunosuppressivité	 de	 l’espace	 sous-rétinien	 ainsi	 que	 d’une	 infiltration	 et	

accumulation	de	PMs	dans	cet	espace.	Ces	cellules	infiltrantes	peuvent	provenir	soit	des	

cellules	microgliales	rétiniennes,	des	Mos	circulants	ou	des	rMΦs	de	la	choroïde	ou	des	

corps	 ciliaires.	 Des	 lymphocytes	 infiltrant	 ont	 également	 été	 observés	 dans	 des	

membranes	néovasculaires	de	patients	atteints	de	DMLA	(Ezzat	et	al.	2008;	Lopez	et	al.	

1991;	 Penfold	 et	 al.	 1984;	 Penfold	 et	 al.	 1985).	 Des	 prélèvements	 sur	 des	 patients	

atteints	 d’AG	 ont	 aussi	 montré	 la	 présence	 de	 mastocytes	 choroïdaux	 dégranulés	

(Bhutto	et	al.	2016).	

La	 plupart	 des	 études	 portant	 sur	 l’accumulation	 des	 PMs	 chez	 les	 patients	 DMLA	 et	

dans	 les	 modèles	 animaux	 ne	 permettent	 pas	 de	 différencier	 les	 différents	 types	 et	

origines	 des	 PMs,	 étant	 donné	 qu’ils	 expriment	 ou	 induisent	 des	 marqueurs	 très	

similaires	 (Gautier	 et	 al.	 2012;	 Ransohoff	 et	 Cardona	 2010).	 Il	 n’est	 également	 pas	
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possible	 actuellement	 de	 différencier	 les	 PMs	 dérivés	 des	 Mos	 ou	 des	 cellules	

microgliales	sur	des	critères	morphologiques	(Chen	et	al.	2012).	La	distinction	entre	les	

rMΦs	 ou	 les	 iMΦs	 dérivés	 des	 Mos	 pourrait	 être	 très	 importante.	 En	 effet,	 il	 a	 été	

montré	que	la	présence	des	iMΦs,	dont	le	rôle	est	de	neutraliser	les	pathogènes,	pouvait	

également	avoir	un	rôle	dans	les	processus	neurodégénératifs,	comme	dans	la	sclérose	

en	plaque	ou	encore	dans	 les	 accidents	vasculaires	 cérébraux	 (Conductier	 et	 al.	 2010;	

Ransohoff	2009).		

Un	 marqueur	 moléculaire	 permet	 de	 différencier	 les	 Mos	 inflammatoires	 des	 iMΦs	

dérivés	des	cellules	microgliales.	Il	s’agit	de	CCR2,	le	récepteur	de	la	chimiokine	majeure	

CCL2	 (Geissmann	 et	 al.	 2010).	 A	 la	 différence	 des	 cellules	 microgliales,	 les	 Mos	

inflammatoires	 expriment	 des	 taux	 très	 importants	 de	 CCR2	 (Geissmann	 et	 al.	 2010;	

Mizutani	 et	 al.	 2012;	 Sennlaub	 et	 al.	 2013)	 ;	 et	 CCR2	ne	peut	 pas	 être	 induit	 dans	 les	

cellules	microgliales	(Saederup	et	al.	2010;	Sennlaub	et	al.	2013).	CCR2	n’est	également	

pas	constitutivement	exprimé	ou	induit	(après	stimulation	lumineuse)	dans	les	cellules	

de	 l’EPR,	 ceci	 a	 été	 clairement	démontré	par	 l’absence	de	protéine	 rouge	 fluorescente	

(RFP)	 dans	 l’EPR	 de	 souris	 Ccr2RFP/RFP	 (Sennlaub	 et	 al.	 2013).	 CCR2	 est	 donc	 un	 bon	

marqueur	 pour	 identifier	 les	 MΦs	 sous-rétiniens	 dérivés	 des	 Mos,	 mais	 sous-estime	

probablement	 cette	 population	 car	 la	 transcription	 de	 Ccr2	 est	 rapidement	 dérégulée	

lorsqu’un	Mo	se	différencie	en	MΦ	(Sennlaub	et	al.	2013;	Wong	1997).	

En	ce	qui	concerne	l’AG,	un	certain	nombre	d’équipes	ont	observé	la	présence	de	PMs	au	

niveau	des	zones	atrophiques	sur	 les	cellules	de	 l’EPR	des	zones	de	transition	et	sur	 les	

drusen	 (Combadiere	et	al.,	2007;	Eandi	et	al.,	2016;	Gupta	et	al.,	2003;	Lad	et	al.,	2015;	

Levy	 et	 al.,	 2015;	 Penfold	 et	 al.,	 2001).	 Le	 nombre	 de	 PMs	 présents	 sur	 les	 choroïdes	

prélevées	sur	des	patients	atteints	d’AG	est	augmenté	par	rapport	à	ceux	présents	sur	les	

choroïdes	des	patients	 contrôles	 (McLeod	et	 al.	 2016).	Dans	 toutes	 ces	 expériences,	 les	

PMs	ont	été	identifiés	grâce	au	ciblage	de	plusieurs	marqueurs	comme	Ricinus	communis	

agglutinin-I	(Gupta	et	al.	2003),	CX3CR1	(Combadière	et	al.	2007),	CD18	(Combadière	et	

al.	 2007;	 Levy	 et	 al.	 2015;	 Sennlaub	 et	 al.	 2013),	 IBA1	 (Sennlaub	 et	 al.	 2013),	 CCR2	

(Sennlaub	et	al.	2013),	CD163	(Lad	et	al.	2015)	ou	encore	CD14	(Eandi	et	al.	2016).	Dans	

notre	équipe,	nous	avons	utilisé	le	marqueur	IBA-1	pour	visualiser	les	PMs	sous-rétiniens	

sur	 des	 sections	 centrales	 d’EPR	 humains.	 Ces	 marquages	 ont	 révélé	 que	 chez	 les	

donneurs	sains	et	chez	les	donneurs	présentant	des	drusen	qui	ne	sont	pas	associés	à	la	
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DMLA,	la	présence	des	cellules	positives	à	IBA-1	est	très	rare	(Eandi	et	al.	2016;	Levy	et	al.	

2015).	En	revanche,	des	PMs	ont	été	observé	dans	toutes	les	sections	d’EPR	provenant	de	

donneurs	 atteints	 d’AG	 et	 qui	 présentent	 de	 larges	 drusen,	 	 notamment	 au	 niveau	 des	

zones	atrophiques	ainsi	que	sur	 la	 face	apicale	de	 l’EPR	et	dans	 les	zones	de	transitions	

adjacentes	aux	lésions	de	l’AG	(Levy,	Calippe,	et	al.	2015)	(Figure	11).		

	
Figure	 12	:	 Les	 phagocytes	mononucléés	 s’accumulent	 sur	 l’épithélium	 pigmentaire	 rétinient	 de	
patients	atteints	d’atrophie	géographique.	
(d’après	Guillonneau	et	al.,	2017).	Images	de	microscopie	confocale	;	immunohistochimie	de	IBA-1	(vert)	
sur	des	montages	à	plat	d’EPR	 (l’auto-fluorescence	de	 l’EPR	est	orange	 car	 l’EPR	auto-fluoresce	dans	 le	
rouge	et	dans	le	vert).	A	:	EPR	d’un	donneur	sain	;	B	:	EPR	d’un	donneur	présentant	des	petits	drusen	qui	
ne	sont	pas	associés	à	la	DMLA	;	C	:	EPR	d’un	donneur	présentant	des	gros	drusen	associé	à	la	DMLA	;	D	:	
EPR	d’un	donneur	atteint	d’AG	et	présentant	des	lésions	atrophiques.	AZ	:	zone	atrophique,	TZ	:	zone	de	
transition.	
	

Toutes	ces	observations	nous	indiquent	que	les	PMs	sont	retrouvés	dans	l’espace	sous-

rétinien	en	association	avec	les	lésions	induites	par	la	DMLA.		

De	plus,	la	concentration	intraoculaire	de	CCL2,	chimiokine	qui	attire	les	Mos	au	niveau	

du	tissu	lésé,	est	augmentée	chez	les	patients	atteints	de	DMLA	exsudative	(Fauser	et	al.	

2015;	Jonas	et	al.	2010;	Kramer	et	al.	2012;	Rezar-Dreindl	et	al.	2016),	mais	aussi	chez	

les	patients	atteints	d’AG	(Newman	et	al.	2012;	Sennlaub	et	al.	2013).	Dans	un	contexte	

plus	général,	il	a	été	montré	que	les	patients	dont	les	Mos	expriment	des	taux	importants	

de	TNF-α	ont	plus	de	risques	de	développer	une	DMLA	exsudative	(Cousins	et	al.	2004).	

De	plus,	les	Mos	des	patients	malades	expriment	fortement	CCL2,	IL-8	et	VEGF	(Lechner	

et	al.	2017);	les	Mos	de	patients	atteints	de	DMLA	exsudative	présentent	des	niveaux	de	

IL-6	augmentés	(Lechner	et	al.	2017),	et	leur	signature	de	transcription	immunitaire	est	

généralement	 altérée	 (Grunin	 et	 al.	 2016).	 Enfin,	 plusieurs	 équipes	 ont	 révélé	 que	 les	

niveaux	d’expression	de	IL-6	sont	corrélés	à	l’incidence	de	la	MLA	(Klein	et	al.	2014)	et	

de	la	DMLA	tardive	(Klein	et	al.	2014;	Seddon	et	al.	2005).	
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En	 résumé,	 les	 populations	 de	 PMs	 qui	 infiltrent	 la	 couche	 des	 photorécepteurs	 et	

l’espace	sous-rétinien	sont	préférentiellement	constitués	de	MΦs	résidents	comme	les	

cellules	microgliales	et	possiblement	les	rMΦs	choroïdiens	;	mais	également	des	iMΦs	

dérivés	de	la	circulation	sanguine,	comme	cela	a	été	observé	dans	les	modèles	animaux	

de	 la	 maladie	 (Sennlaub	 et	 al.	 2013).	 Les	 données	 expérimentales	 d’un	 nombre	 de	

modèles	 «	secondaires	»	 d’inflammation	 sous-rétinienne,	 où	 l’inflammation	 apparaît	

après	 lésion	 de	 l’EPR	 ou	 des	 photorécepteurs,	 démontrent	 que	 la	 présence	 chronique	

des	iMΦs	dérivés	des	Mos	aggrave	la	dégénérescence	des	photorécepteurs,	en	plus	de	

promouvoir	la	NVC.	

Pour	résumer,	 la	DMLA	semble	être	associée	à	une	pré-activation	systémique	des	Mos	

circulants	ainsi	qu’à	une	infiltration	locale	de	PMs	dans	l’espace	sous-rétinien	autour	des	

drusen	 de	 grande	 taille	;	 dans	 et	 autour	 des	 lésions	 d’AG	 ainsi	 qu’aux	 alentours	 des	

zones	de	néovascularisation	choroïdienne.	Cette	présence	les	place	au	bon	moment	et	au	

bon	endroit	pour	éventuellement	prendre	part	 aux	 changements	pathogènes	précoces	

de	 la	 DMLA,	 à	 la	 croissance	 de	 la	 lésion	 de	 l’AG	 et	 finalement	 à	 la	 formation	 de	

néovaisseaux.	(D’après	Guillonneau	et	al.,	2017).	

	

Figure	 13	:	 Représentation	 schématique	 de	 l’évolution	 de	 l’accumulation	 des	 phagocytes	
mononucléés	dans	l’espace	sous-rétinien.	
(modifié	d’après	Guillonneau	et	al.,	2017).	En	conditions	physiologiques,	la	couche	des	photorécepteurs	et	
l’espace	sous-rétinien	sont	dépourvus	de	PMs.	La	DMLA	s’accompagne	de	 l’infiltration	et	 l’accumulation	
de	 PMs	 dans	 l’espace	 sous-rétinien,	 autour	 des	 zones	 de	 néovascularisation	 et	 des	 zones	 d’atrophies.	
Parmi	 les	 PMs	 infiltrant,	 on	 compte	 les	 Mos	 circulants,	 les	 macrophages	 résidents	 et	 les	 cellules	
microgliales.	
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IV. LA	SIGNALISATION	THROMBOSPONDINE-1/CD47	
Comme	 nous	 l’avons	 évoqué	 dans	 le	 chapitre	 précédent,	 la	 TSP-1,	 notamment	 via	

l’interaction	avec	son	récepteur	CD47,	semble	avoir	un	rôle	majeur	dans	la	maintenance	

de	 l’homéostasie	 de	 l’espace	 sous-rétinien.	 A	 ce	 jour,	 son	 mécanisme	 d’action	 reste	

inconnu.	

A. LA	THROMBOSPONDINE-1	
TSP-1	a	été	décrite	pour	la	première	fois	en	1971	(Baenziger	et	al.	1971)	comme	étant	

une	 glycoprotéine	 plaquettaire	 sensible	 à	 la	 thrombine	 et	 participant	 à	 la	 coagulation	

dépendante	de	 la	 thrombine.	Des	études	 complémentaires	ont	 révélé	que	TSP-1	est	 le	

principal	constituant	des	granules	α	des	plaquettes	(Lawler	et	al.	1978).	Depuis,	 il	est	

admis	qu’elle	est	synthétisée	par	une	grande	variété	de	types	cellulaires	(Lahav	1993),	

notamment	par	l’EPR	(Miyajima–Uchida	et	al.	2000),		les	iMΦs	(Fordham	et	al.	2012)	et	

les	 rMΦs	 (Gautier	 et	 al.	 2013)	 ;	 et	 qu’elle	 participe	 à	 de	 nombreux	 processus	

biologiques,	comme	la	phagocytose,	l’angiogenèse,	la	progression	tumorale	ou	encore	la	

régulation	 immunitaire	 (Bornstein	 2009;	 Housset	 et	 Sennlaub	 2015;	 Lopez-Dee	 et	 al.	

2011).	

1) ASPECTS	STRUCTURELS		
Les	 TSPs	 sont	 des	 glycoprotéines	multimériques	 secrétées,	 localisées	 à	 la	 surface	 des	

cellules	 et	 dans	 la	 matrice	 extracellulaire	 (MEC)	 chez	 les	 vertébrés.	 Cette	 famille	 est	

constituée	de	cinq	membres	chez	l’humain	:	TSP-1,	TSP-2,	TSP-3,	TSP-4	et	TSP-5,		et	est	

sous	divisée	en	deux	groupes,	basés	sur	leurs	domaines	d’oligomérisation	et	leurs	tailles	

(Adams	et	Lawler	1993).		

TSP-1	et	TSP-2	 forment	 le	groupe	A	et	sont	constituées	de	trois	chaînes	protéiques	de	

145kDa,	qui	s’associent	via	leur	extrémité	N-ter	globulaire	en	homotrimères	reliés	entre	

eux	 via	 les	 ponts	 disulfure	 du	 côté	 C-terminal	 de	 la	 protéine	 (Lawler	 et	 Hynes	 1986;	

Bornstein	 1992)	 (Figure	 14).	 Le	 groupe	B	 est	 composé	 de	TSP-3,	 TSP-4	 et	 TSP-5.	 Ces	

protéines	 sont	 comparativement	 plus	 courtes	 et	 s’associent	 en	 homopentamère	 ou	

hétéropentamère	 (Bornstein	et	al.	1993).	Contrairement	à	TSP-1	et	TSP-2	qui	ont	une	

expression	plutôt	ubiquitaire	(Iruela-Arispe	et	al.	1993;	Wight	et	al.	1985),	les	TSPs	du	

groupe	 B	 (TSP-3,	 TSP-4	 et	 TSP-5)	 ont	 des	 distributions	 tissulaires	 beaucoup	 plus	
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spécifiques.	 En	 effet,	 TSP-3	 est	 très	 exprimée	 par	 la	 peau	 et	 les	 poumons	 (Vos	 et	 al.	

1992)	;	TSP-4	par	les	muscles	squelettiques	cardiaques	(JAdams	et	Lawler	1993)	alors	

que	 TSP-5	 est	 particulièrement	 présente	 au	 niveau	 des	 cartilages	 et	 des	 tendons	

(DiCesare	et	al.	1994).	

Nous	ne	développerons	dans	 cette	 étude	que	TSP-1,	 qui	 semble	 avoir	un	 rôle	 critique	

dans	la	pathogenèse	de	la	DMLA.		

Le	 domaine	 N-terminal	 de	 TSP-1	 peut	 se	 lier	 aux	 protéoglycanes	 de	 type	 héparane	

sulfate	(Lawler	et	Slayter	1981;	Dixit	et	al.	1984),	mais	aussi	à	 la	protéine	 low	density	

lipoprotein	receptor-related	protein	1.	TSP-1	contient	un	domaine	Willebrand	de	type	C	

(cWC),	nécessaire	pour	sa	trimérisation	(Pimanda	et	al.	2002).	Ce	domaine	est	suivi	par	

3	motifs	répétés	properdin-like	(TSRs),	qui	incluent	les	régions	de	liaison	au	CD36	et	au	

peptide	de	 latence	associé	à	 la	protéine	de	 liaison	au	TGF-β	 latent	 (LAP).	TSP-1	peut	

donc	 se	 lier	 au	 CD36	 (Asch	 et	 al.	 1993)	 et	 au	 LAP	 afin	 de	 libérer	 le	 TGF-β	 actif	

(Bornstein	2001;	J.	Lawler	et	Hynes	1986).	On	retrouve	ensuite	trois	domaines	de	motifs	

répétés	de	 type	2	 (ou	EGF)	puis	 sept	domaines	 répétés	de	 type	3	 capables	de	 fixer	 le	

calcium	;	 et	 finalement	 le	 domaine	 de	 liaison	 cellulaire	 en	 C-terminal	 de	 TSP-1.	 Ce	

domaine	C-terminal	contient	2	séquences	valine-valine-méthionine	(VVM)	qui	peuvent	

chacune	interagir	avec	un	récepteur	CD47	(Bornstein	2001;	Lawler	et	Hynes	1986;	Gao	

et	al.	1996)	(Figure	14).	TSP-1	peut	aussi	se	lier	à	diverses	intégrines	(α4β1,	α6β1,	

α9β1,	α2Bβ3	et	α5β3),	à	des	facteurs	de	croissance	(FGFs	et	VEGFs),	ainsi	qu’à	des	

enzymes	comme	 les	métalloprotéinases	 (MMP-2	et	9)	 (Frazier	1991;	Adams	et	Lawler	

1993).	

	

Figure	8:	Représentations	schématiques	de	TSP-1	et	localisation	de	ses	sites	de	liaison.	
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A	:	 représentation	 schématique	 d’un	 monomère	 de	 TSP-1.	 Les	 motifs	 répétés	 de	 type	 1	 se	 lient	 à	
l’intégrine	β1,	au	récepteur	CD36	et	au	Latency	Associated	Peptide	(LAP)	:	peptide	de	latence	associé	au	
TGF-	β.	Les	motifs	répétés	de	type	3	peuvent	se	lier	aux	ions	calcium	et	à	l’intégrine	αvβ3.	Le	domaine	
C-terminal	peut	interagir	avec	deux	récepteurs	CD47	(modifié	d’après	Beguier	et	al,	manuscrit	soumis).	B	:	
représentation	schématique	de	l’assemblage	en	trimère	de	TSP-1	(modifié	d’après	Kerrigan,	2008).	

2) LIGANDS	ET	FONCTIONS	BIOLOGIQUES	DE	TSP-1	
La	glycoprotéine	TSP-1	est	capable	de	se	 lier	à	de	nombreux	 ligands	ou	récepteurs.	La	

diversité	 de	 ses	 interactions	 est	 à	 l’origine	 de	 ses	 fonctions	 multiples.	 En	 effet,	 cette	

protéine	 a	 un	 rôle	 dans	 l’aggrégation	 des	 plaquettes,	 possède	 des	 propriétés	 anti-

angiogéniques,	 pro-apoptotiques	 ou	 encore	 immunorégulatrices.	 TSP-1	 est	 également	

un	activateur	endogène	du	facteur	TGF-β.	

a) Le	TGF-β 	et	peptide	de	latence	associé	au	TGF-β		

TSP-1	est	un	activateur	endogène	des	 trois	 isoformes	du	TGF-β	 (Schultz-Cherry	et	al.	

1993;	 Souchelnitskiy	 et	 al.	 1995;	 Crawford	 et	 al.	 1998).	 Le	 TGF-β	 est	 sécrété	 par	 les	

cellules	 sous	 la	 forme	 de	 pro-TGF-β ,	 associé	 à	 un	 peptide	 latent	 (LAP	:	 Latency	

Associated	Peptide)	qui	 contient	une	 séquence	LSKL,	 lié	 de	manière	non	 covalente	 au	

peptide	contenant	le	domaine	actif	du	TGF-β	(Gentry	et	al.	1987;	Böttinger	et	al.	1996;	

McMahon	 et	 al.	 1996).	 Cette	 association	maintient	 le	 TGF-β	 dans	 une	 forme	 latente,	

incapable	d’interagir	avec	ses	récepteurs	(Young	et	Murphy-Ullrich	2004).	TSP-1,	en	se	

reconnaissant	 le	 peptide	 KRFK	 via	 ses	motifs	WxxW,	 riches	 en	 tryptophane	 et	 situés	

dans	le	TSR1,	forme	un	trimère	avec	le	TGF-β1	mature	et	 le	LAP.	Cette	fixation	induit	

un	 changement	 de	 conformation,	 qui	 va	 libérer	 l’accès	 de	 TGF-β	 à	 ses	 récepteurs	

(Schultz-Cherry	et	al.	1995;	Murphy-Ullrich	et	al.	2000).	

	

Figure	9:	Activation	du	TGF-β 	latent	par	la	Thrombospondine-1.	
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(modifié	d’après	Murphy-Ullrich	et	al.,	2017).	
	
	
	
	

b) Le	récepteur	CD36	

TSP-1	 est	 l’un	 des	 premiers	 inhibiteurs	 endogènes	 de	 l’angiogenèse	 découvert:	 TSP-1	

inhibe	 la	migration	des	 cellules	 endothéliales	 et	 leur	 prolifération	 in	vitro	;	elle	 inhibe	

également	le	processus	de	néovascularisation	cornéenne	induite	par	le	basic	fibroblast	

growth	 factor	 (bFGF)	 et	 le	 vascular	 endothelium	 growth	 factor	 (VEGF)	 (Good	 et	 al.	

1990).	 Pour	 réguler	 l’angiogenèse,	 TSP-1	 peut	 agir	 soit	 directement	 en	 inhibant	 la	

migration	 des	 cellules	 endothéliales	 et	 en	 induisant	 leur	 apoptose	;	 soit	 de	 manière	

indirecte	 en	 agissant	 sur	 diverses	 facteurs	 de	 croissance,	 cytokines	 et	 protéases	 qui	

régulent	l’angiogenèse	(Zhang	et	Lawler	2007).	

C’est	 l’interaction	de	TSP-1	avec	son	récepteur	CD36	(Simantov	et	Silverstein	2003)	et	

avec	 les	 intégrines	 (Short	 et	 al.	 2005)	 qui	 inhibent	 la	 migration	 des	 cellules	

endothéliales.	 CD36	est	une	glycoprotéine	 transmembranaire	 exprimé	par	une	grande	

diversité	 de	 cellules	 ou	 de	 tissus.	 On	 peut	 citer	 par	 exemple	 l’endothélium	

microvasculaire,	 les	 cellules	 dendritiques,	 les	 Mos/MΦs,	 les	 précurseurs	 érythroïdes,	

ainsi	que	les	épithéliums	spécialisés	de	la	rétine	et	du	sein	(Albert	et	al.	1998;	Ryeom	et	

al.	1996;	Swerlick	et	al.	1992).	

CD36	 se	 lie	 à	 TSP-1	 au	 niveau	 du	 troisième	 motif	 répété	 de	 type	 1	 ce	 qui	 induit	 la	

régulation	négative	du	récepteur	2		du	VEGF	(VEGFR2)	via	la	régulation	de	cascades	de	

transduction	parmi	lesquelles	on	retrouve	les	protéines	kinases	p38,	c-Jun	et	la	caspase	

3	 (Jiménez	 et	 al.	 2000),	 induites	 par	 VEGFA.	 In	 vitro,	 cette	 interaction	 inhibe	 la	

prolifération,	 la	 migration	 des	 cellules	 endothéliales	 en	 induisant	 leur	 apoptose	

(Dawson	 et	 al.	 1997;	 Jiménez	 et	 al.	 2000).	 Il	 a	 été	 montré	 que	 ces	 interactions	

antagonisent	la	fonction	du	VEGF	(Primo	et	al.	2005).	

Un	lien	a	été	établi	entre	l’interaction	TSP-1/CD36	et	l’apoptose	dépendante	du	système	

FasL/Fas	des	cellules	endothéliales	(Rege	et	al.	2009;	Volpert	et	al.	2002).	Ces	données	

confirment	 que	 la	 liaison	 de	 TSP-1	 sur	 son	 récepteur	 CD36	 est	 un	 régulateur	 négatif	

majeur	de	l’angiogenèse,	jouant	un	rôle	dans	les	processus	biologiques	qui	impliquent	la	

néovascularisation	(Silverstein	et	al.	2009).	
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Grâce	 à	 sa	 liaison	 au	 récepteur	 CD36,	 TSP-1	 promeut	 la	 phagocytose	 des	 cellules	

endommagées	 (Ortiz-Masià	 et	 al.	 2012).	 En	 effet,	 le	 récepteur	 CD36	 peut	 reconnaître,	

lier	et	 internaliser	 les	neutrophiles	apoptotiques	(Febbraio	et	al.	2001;	Baranova	et	al.	

2008).	En	conditions	hypoxiques,	l’expression	de	TSP-1	est	augmentée	par	les	MΦs.	Il	a	

été	décrit	que	CD36,	 via	 sa	 liaison	à	TSP-1,	 forme	un	 complexe	phagocytaire	 actif,	 qui	

régule	la	phagocytose	des	neutrophiles	(Savill	et	al.	1992).	Les	résultats	des	études	sur	

CD36	et	hypoxie	sont	à	ce	jour	assez	contradictoires	(Oda	et	al.	2006;	Fang	et	al.	2009).	

TSP-1	peut	également	se	lier	au	récepteur	CD47,	que	nous	allons	traiter	plus	en	détails.	

B. LE	RECEPTEUR	CD47	
Le	 récepteur	 CD47	 a	 été	 identifié	 pour	 la	 première	 fois	 en	 1990	 comme	 étant	 une	

protéine	de	 la	membrane	des	 leucocytes	et	du	placenta,	et	associé	à	 l’intégrine	αvβ3	

(Brown	1990).	C’est	la	raison	pour	laquelle,	il	a	d’abord	été	nommé	integrin	associated	

protein	 (IAP).	Des	études	plus	 récentes	ont	montré	que	son	expression	est	 finalement	

ubiquitaire	dans	l’organisme	(Reinhold	et	al.	1995).	

1. ASPECTS	STRUCTURELS	

Il	 s’agit	 d’une	 glycoprotéine	 membranaire	 de	 50kDa.	 Structurellement,	 le	 récepteur	

CD47	 est	 une	 protéine	 extrêmement	 bien	 conservée,	 et	 est	 composé	 d’un	 domaine	

extracellulaire	 N-terminal	 unique	 immunoglobuline-like,	 rattaché	 à	 cinq	 domaines	

transmembranaires	 ainsi	 qu’à	 une	 courte	 extrémité	 cytoplasmique,	 qui	 peut	 être	

composée	 de	 3	 à	 36	 acides	 aminés,	 et	 qui	 est	 le	 lieu	 d’épissage	 alternatif	 (Lindberg	

1993).	 En	 effet,	 il	 existe	 quatre	 isoformes	 différents	 de	 CD47	 très	 conservés	 chez	

l’humain	et	la	souris,	et	dont	la	distribution	varie	en	fonction	de	la	localisation	cellulaire	

(Reinhold	et	al.	1995).	L’isoforme	numéro	2	étant	 le	plus	prédominant,	et	est	exprimé	

aussi	 bien	 par	 les	 cellules	 d’origine	 hématopoïétique	 que	 les	 cellules	 épithéliales	 ou	

endohéliales.	Quand	à	 l’isoforme	4	(le	plus	 long),	 il	est	principalement	exprimé	par	 les	

neurones,	les	cellules	intestinales	ou	encore	les	testicules	(Figure	16).	

Le	 domaine	 extracellulaire	 de	 CD47	 est	 indispensable	 pour	 les	 interactions	 avec	 ses	

différents	ligands.	
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Figure	10:	Représentation	schématique	de	la	structure	de	CD47	et	de	ses	différents	isoformes.		
(modifié	d’après	Brown	et	al.,	2001)	
	

a) LIGANDS	ET	ACTIVITES	BIOLOGIQUES	
Les	interactions	de	CD47	avec	ses	partenaires	ont	un	rôle	dans	de	nombreux	processus	

biologiques.	 On	 peut	 notamment	 citer	 l’activation,	 la	 migration,	 la	 prolifération,	

l’adhésion	ou	encore	l’apoptose	cellulaire.		

i. Signal	regulatory	protein	(SIRP)	α 	et	γ 	

Le	récepteur	CD47	peut	se	lier	aux	isoformes	de	SIRPα	(aussi	appelé	SHPS1	(Fujioka	et	

al.	1996),	p84	ou	encore	CD172a)	(Jiang	et	al.	1999)	et	SIRPγ	(aussi	appelé	CD172g	ou	

SIRPβ2).	 Ces	 protéines	 font	 parti	 de	 la	 superfamille	 des	 imunoglobulines	 et	 diffèrent	

par	leurs	domaines	cytoplasmiques.		

La	 liaison	 de	 SIRPα	 au	 CD47	 semble	 réguler	 une	multitude	 d’interactions	 cellulaires,	

comme	 par	 exemple	 dans	 le	 système	 immunitaire	 où	 elle	 régule	 l’homéostasie	 des	

lymphocytes	 (Legrand	 et	 al.	 2011;	 Sato-Hashimoto	 et	 al.	 2011),	 la	 maturation	 et	

l’activation	 des	 cellules	 dendritiques	 (Latour	 et	 al.	 2001),	 ainsi	 que	 la	 transmigration	

cellulaire	(de	Vries	et	al.	2002;	Y.	Liu	et	al.	2002).	Cette	 liaison	a	aussi	un	rôle	dans	 le	

remodelage	osseux	(Lundberg	et	al.	2007;	Maile	et	al.	2011).	

CD47	 fonctionne	 comme	un	marqueur	du	 soi,	 et	 sa	délétion	entraîne	 l’inhibition	de	 la	

signalisation	de	différents	facteurs	de	croissance	(Kharitonenkov	et	al.	1997).	En	effet,	il	

a	 été	 montré	 que	 chez	 les	 souris	 déficientes	 en	 CD47,	 les	 cellules	 circulantes	 sont	

rapidement	 éliminées	 par	 les	MΦs	 de	 la	 rate	 car	 il	manque	 le	 signal	 inhibiteur	 de	 la	
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liaison	entre	CD47	et	SIRPα	;	et	la	liaison	des	cellules	sanguines	avec	les	MΦs	semble	

suffisante	pour	induire	un	signal	pro-phagocytique	(Oldenborg	et	al.	2000).		

En	revanche,	le	rôle	de	l’interaction	CD47/SIRPγ	est	très	peu	connu	:	in	vitro,	elle	induit	

la	migration	transendothéliale	des	lymphocytes	T	(Stefanidakis	et	al.	2008).	

ii. Les	intégrines	

CD47	a	été	pour	la	première	fois	découvert	associé	à	l’intégrine	αvβ3	(Brown	1990).	Il	

a	 été	 montré	 que	 cette	 liaison	 induit	 l’activation	 des	 neutrophiles	 par	 la	 MEC.	 Les	

neutrophiles	déficients	en	CD47	ne	s’activent	pas	en	réponse	aux	ligands	de	l’intégrine	

de	la	MEC	(Lindberg	et	al.	1996).	Il	a	également	été	montré	que	CD47	peut	interagir	et	

réguler	 l’adhésion	et	 la	 réponse	à	 la	MEC	avec	 les	 intégrines	α2β1	et	α2β3	sur	 les	

plaquettes	 (Chung	 et	 al.	 1997;	 Chung	 et	 al.	 1999)	 ;	 l’intégrine	α2β1	 sur	 les	muscles	

lisses	 (Wang	 et	 al.	 1998)	 ;	 l’intégrine	 α4β1	 sur	 les	 globules	 rouges	 et	 sur	 les	

lymphocytes	 (Brittain	 et	 al.	 2004;	 Yoshida	 et	 al.	 2000);	 l’intégrine	 α6β1	 sur	 la	

microglie	 (Koenigsknecht	 et	 Landreth	 2004);	 et	 l’intégrine	α5	 sur	 les	 chondrocytes	

(Orazizadeh	 et	 al.	 2008).	 Très	 récemment,	 notre	 équipe	 a	 montré	 que	 CD47	 forme	

également	un	cluster	de	récepteurs	avec	l’intégrine	Cd11b/CD18	exprimée	à	la	surface	

des	PMs	notamment	(Calippe	et	al.	2017).	

iii. TSP-1		

Un	second	mécanisme	important	dans	la	régulation	de	l’angiogenèse	a		été	découvert	via	

l’interaction	 entre	 TSP-1	 et	 son	 récepteur	 CD47.	 Cette	 liaison	 induit	 l’inhibition	 de	 la	

réponse	des	cellules	vasculaires	au	monoxyde	d’azote	(NO)	(Isenberg	et	al.	2006).	Le	NO	

est	 une	 molécule	 produite	 par	 les	 cellules	 endothéliales	 et	 est	 impliqué	 dans	 une	

multitude	 de	 processus	 vasculaires.	 Il	 inhibe	 notamment	 l’apoptose	 et	 favorise	 la	

prolifération	des	cellules	endothéliales	(Dimmeler	et	al.	1999),	ainsi	que	leur	migration	

(Ziche	 et	 al.	 1994;	Murohara	 et	 al.	 1999).	 C’est	 la	 liaison	du	 facteur	 pro-angiogénique	

VEGF-A	 sur	 son	 récepteur	 VEGFR2	 qui	 induit	 la	 production	 de	NO	 après	 une	 cascade	

d’activations	 (Papapetropoulos	 et	 al.	 1997;	 Fulton	 et	 al.	 1999;	 Dimmeler	 et	 al.	 1999).	

Une	 fois	 secrété,	 le	 NO	 a	 la	 propriété	 d’activer	 la	 synthèse	 de	 GMP	 cyclique	 (Roy	 et	

Garthwaite	2006)	 ;	 une	 cascade	d’activation	dépendant	de	GMP	 cyclique	va	 induire	 la	

perméabilité	et	la	prolifération	des	cellules	endothéliales	in	vitro	(Hood	et	al.	1998)	;	et	

l’angiogenèse	 in	vivo	 (Fulton	et	al.	2001).	Le	NO	semble	également	capable	d’activer	 la	
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transcription	de	VEGF	grâce	à	l’induction	de	la	synthèse	de	HIF-1α	(Kasuno	et	al.	2004).	

TSP-1	est	un	antagoniste	très	important	de	la	voie	de	signalisation	du	NO,	et	inhibe	ses	

propriétés	pro-inflammatoires,	notamment	par	l’activation	du	récepteur	CD47	(Isenberg	

et	al.	2009).	La	liaison	de	TSP-1	au	CD47	induit	la	production	de	signaux	régulateurs,	qui	

vont	 inhiber	 la	synthèse	de	GMP	cyclique	(Suchard	et	Mansfield	1996),	et	 interrompre	

l’activité	pro-angiogénique	de	la	voie	de	signalisation	du	NO.	

Il	 semblerait	 que	 TSP-1	 induit	 également	 la	 transmigration	 des	 neutrophiles	 via	 sa	

liaison	 au	 récepteur	 CD47	 (Y.	 Liu	 et	 al.	 2001)	 et	 favorise	 l’inflammation.	 En	 effet,	 en	

conditions	inflammatoires,	 les	neutrophiles	migrent	à	travers	l’endothélium	vasculaire,	

la	matrice	cellulaire	et	les	surfaces	des	muqueuses	en	réponse	à	des	signaux	chimiques.	

Dans	 ces	 conditions,	 les	 neutrophiles	 libèrent	 des	 espèces	 réactives	 de	 l’oxygène,	 des	

enzymes	 protéolytiques	 et	 des	 médiateurs	 inflammatoires	 qui	 induisent	 la	 lésion	 du	

tissu	infiltré	(Stockley	1995).	

	

Figure	 11:	 Représenation	 schématique	 des	 interactions	 entre	 la	 Thrombospondine-1	 et	 ses	
différents	ligands.		
(illustration	de	F.	Sennlaub)	
	

C. LE	PEPTIDE	4N1K	:	ACTIVATEUR	DE	CD47	
Comme	 développé	 précédemment,	 le	 domaine	 C-terminal	 de	 TSP-1,	 et	 plus	

particulièrement	entre	les	acides	aminés	964	et	1170,	a	été	identifié	comme	étant	le	site	

d’interaction	 avec	 TSP-1	 (Kosfeld	 et	 al.	 1993;	 Gao	 et	 al.	 1994;	 Gao	 et	 al.	 1996).	 Les	

séquences	VVM	de	TSP-1	nécessaires	à	l’activation	de	CD47	peuvent	être	mimées	par	le	

peptide	 4N1K	 dérivé	 de	 TSP-1	 (Martinez-Torres	 et	 al.	 2015).	 4N1K	 est	 un	 fragment	

peptidique,	mis	au	point	dans	les	années	1990	(Kosfeld	et	al.	1993;	Gao	et	al.	1994),	qui	

mime	le	domaine	globulaire	C-terminal	de	TSP-1.	Ce	peptide	est	composé	de	dix	acides	
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aminés	 :	 KRFYVVMWKK,	 et	 fonctionne	 à	 des	 concentrations	 molaires	 100	 fois	 plus	

importantes	que	TSP-1	(McDonald	et	al.	2003).		

	

	

Figure	12:	Structure	du	peptide	4N1K,	activateur	de	CD47	
	

Plusieurs	 études	 ont	 montré	 que	 le	 peptide	 4N1K	 régule	 les	 fonctions	 d’adhésion	

relatives	 aux	 intégrines	 dans	 plusieurs	 systèmes	 cellulaires.	 On	 peut	 notamment	

citer	 les	 études	 dans	 lesquelles	 4N1K	 diminue	 l’adhésion	 cellulaire	 aux	 TSP	

immobilisées	 (Anilkumar	 et	 al.	 2002;	 Rock	 et	 al.	 2010),	 aux	 monocouches	

d’endothélium	(Ticchioni	et	al.	2001),	ainsi	qu’aux	substrats	se	 liant	aux	 intégrines	

comme	la	laminine	(Kosfeld	et	al.	1993)	et	le	collagène	(Wang	et	al.	1999).	En	revanche,	

d’autres	travaux	ont	montré	que	4N1K	pouvait	augmenter	l’adhésion	de	certains	de	

ces	mêmes	ligands	(Brittain	et	al.	2001,	2004;	Barazi	et	al.	2002).	

D. LA	SIGNALISATION	TSP-1/CD47	ET	DMLA	
TSP-1	et	ses	trois	récepteurs,	CD36,	CD47	et	LRP1,	sont	tous	exprimés	par	l‘endothélium	

vasculaire	(Bornstein	2001),	l’EPR	(Miyajima–Uchida	et	al.	2000;	Uno	et	al.	2006)	et	les	

MΦs	(Fordham	et	al.	2012;	Gautier	et	al.	2013),	les	trois	types	cellulaires	qui	semblent	

jouer	 un	 rôle	 dans	 la	 survenue	 de	 la	 DMLA.	 Leurs	 interactions	 régulent	 différentes	

fonctions	dépendantes	de	la	cellule	et	de	la	présence	d’autres	ligands	et	co-récepteurs.	

Dans	les	tissus	adultes	sains,	TSP-1	est	faiblement	exprimée	;	mais	elle	figure	parmi	les	

5%	 des	 protéines	 les	 plus	 exprimées	 par	 l’EPR	 (Strunnikova	 et	 al.	 2010).	 Grâce	 à	

l’immunohistochimie,	Uno	et	ses	collègues	ont	observé	un	marquage	de	TSP-1	important	

dans	 la	 membrane	 de	 Bruch	 mais	 également	 dans	 la	 membrane	 basale	 de	 l’EPR,	 la	

choriocapillaire	 et	 sur	 les	parois	des	vaisseaux	 choroïdiens.	 Ils	 ont	 également	observé	



	 63	

que	cette	expression	était	plus	forte	dans	 la	rétine	centrale	en	comparaison	à	 la	rétine	

périphérique	(Uno	et	al.	2006).	

Dans	 les	 yeux	 DMLA	 CNV,	 l’expression	 de	 TSP-1	 est	 fortement	 réduite	 dans	 la	 rétine	

centrale	et	dans	la	plupart	des	localisations,	à	l’exception	de	la	membrane	des	cellules	de	

l’EPR	(Uno	et	al.	2006).	Il	n’est	pour	l’heure	pas	clair	si	l’expression	de	TSP-1	est	affectée	

dès	les	premiers	stades	de	la	DMLA.	Dans	les	yeux	GA,	l’expression	semble	diminuée	au	

sein	des	 lésions,	 ce	qui	 semble	 logique	car	 les	 cellules	de	 l’EPR	(qui	expriment	TSP-1)	

ont	 disparu.	 Toujours	 grâce	 aux	 fonctions	 anti-angiogéniques	 de	 TSP-1,	 les	 souris		

Thbs1-/-,	déficientes	en	TSP-1,	développent	des	CNV	plus	 importantes	après	uvéites	ou	

après	inflammation	laser.		

Notre	 équipe	 a	 récemment	 confirmé	 que	 les	 souris	 Thbs1-/-	 développent	 une	

accumulation	sous-rétinienne	de	PMs	avec	l’âge	et	après	stimulus	lumineux	ou	par	laser.	

De	façon	intéressante,	ce	phénotype	est	partagé	avec	les	souris	CD47-/-	mais	pas	avec	les	

souris	CD36-/-	(Calippe	et	al.	2017).	Les	cellules	microgliales	issues	de	souris	Thbs1-/-	et	

CD47-/-	 transférées	 dans	 l’espace	 sous-rétinien	 de	 receveurs	 sauvages	 résistent	

significativement	 à	 l’élimination	 observée	 dans	 les	 cellules	 microgliales	 normales.	

L’ajout	de	TSP-1	 recombinant	 accélère	 très	 significativement	 l’élimination	des	 cellules	

microgliales,	réverse	le	phénotype	des	cellules	microgliales		Thbs1-/-	mais	n’a	pas	d’effet	

sur	 les	 cellules	 microgliales	 CD47-/-.	 Ces	 observations	 suggèrent	 que	 les	 interactions	

entre	TSP-1	et	CD47	régulent	 l’élimination	des	macrophages	sous-rétiniens	(Calippe	et	

al.	2017).	
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V. LA	SERINE	PROTEASE	HTRA1	(OU	PRSS11)	
Comme	nous	l’avons	vu	dans	le	chapitre	2,	le	gène	de	la	protéase	HTRA1,	fait	parti	des	

trois	gènes	affectés	par	l’haplotype	à	risque	du	chromosome	10q26	prédisposant	pour	la	

DMLA.	 Dans	 cette	 partie,	 nous	 allons	 détailler	 HTRA1	 et	 son	 possible	 rôle	 dans	 les	

mécanismes	de	pathogenèse	de	la	DMLA.	

La	 famille	 des	 protéines	 Htra	 est	 composée	 de	 sérines	 protéases,	 indépendantes	 de	

l’ATP	 et	 très	 conservées	 entre	 les	 espèces.	 Elles	 sont	 exprimées	 très	 largement,	 des	

organismes	 procaryotes	 aux	 organismes	 eucaryotes,	 des	 bactéries	 aux	mammifères,	 y	

compris	par	l’humain.	Ce	sont	des	homologues	à	la	protéase	Htra/DegP	induite	par	choc	

thermique	de	la	bactérie	Escherichia	coli,	découverte	à	la	fin	des	années	1980	(Lipinska	

et	al.	1988).		

La	fonction	principale	des	protéines	HtrA	est	de	reconnaître	les	protéines	mal	formées	

ou	mal	localisées,	qui	présentent	des	domaines	hydrophobes	exposés,	et	de	les	dégrader	

(Strauch	 et	 Beckwith	 1988).	 En	 ce	 sens,	 ces	 protéases	 sont	 très	 importante	 pour	

l’homéostasie	:	 elles	 empêchent	 l’accumulation	 de	 protéines	 mal	 conformées,	 mal	

formées	 ou	 endommagées.	 Certaines	 Htra	 ont	 également	 un	 rôle	 de	 chaperonne	 et	

favorisent	le	repliement	des	protéines.	

A. ASPECTS	STRUCTURELS	
Chez	 l’humain,	 il	 existe	 quatre	 protéines	 homologues	 HtrA	:	 HtrA1,	 HtrA2,	 HtrA3	 et	

HtrA4.	 Zumbrunn	 et	 ses	 collègues	 ont	 décrit	 pour	 la	 première	 fois	 HtrA1	 en	 1996	

(Zumbrunn	et	Trueb	1996).	La	caractéristique	principale	des	membres	de	la	famille	des	

HtrA	 est	 la	 présence	 d’un	 domaine	 protéase	 et	 d’un	 ou	 deux	 domaines	 PDZ	

(postsynaptic	density	of	95	kDa,	Discs	 large	and	zonula	occludens	1)	en	C-terminal.	La	

région	 N-terminale	 est	 plus	 variable	 et	 contient	 des	 motifs	 régulateur	 et	 signal.	 Au	

niveau	 tridimensionnel,	 les	 protéines	 HtrA	 forment	 des	 homotrimères	 de	 forme	

pyramidale	lors	de	leur	activation	(Krojer	et	al.	2008).	

Les	 deux	 isoformes	 les	 plus	 documentés	 sont	 HtrA1	 et	 HtrA2.	 Ces	 deux	 isoformes	

possèdent	 plusieurs	 similarités	 comme	 le	 domaine	 protéase	 et	 le	 domaine	 PDZ.	 En	

revanche,	 HtrA2	 n’existe	 que	 sous	 la	 forme	 de	 protéine	 intracellulaire	 alors	 qu’HtrA1	

peut	aussi	être	secrétée	grâce	à	son	peptide	signal.		
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Nous	ne	nous	intéresserons	dans	la	suite	de	ce	manuscrit	qu’à	l’isoforme	HTRA1,	qui	est	

affecté	par	l’haplotype	à	risque	du	chromodome	10q26	et	qui	pourrait	avoir	un	potentiel	

rôle	dans	la	pathogenèse	de	la	DMLA.	En	effet,	HTRA1	est	fortement	exprimé	par	l’EPR	

et	 les	 PMs,	 les	 deux	 types	 cellulaires	 impliqués	 dans	 la	 rupture	 de	

l’immunosuppressivité	de	l’espace	sous-rétinien.	De	plus,	de	nombreuses	études	ont	fait	

le	lien	entre	HTRA1	et	DMLA.	

B. FONCTIONS	BIOLOGIQUES	
HTRA1	est	une	sérine	protéase	:	c’est	une	enzyme	qui	hydrolyse	les	liaisons	peptidiques	

en	utilisant	les	sites	actifs	des	résidus	sérine	comme	nucléophile	(Hedstrom	2002).	Elle	

est	exprimée	de	façon	ubiquitaire	(De	Luca	et	al.	2003),	mais	ses	fonctions	biologiques	

précises	sont	encore	largement	inconnues.	

A	ce	jour,	nous	savons	que	HTRA1	est	présente	dans	deux	localisations	cellulaires	

- dans	 le	 milieu	 extra-cellulaire,	 HTRA1	 est	 notamment	 impliquée	 dans	

l’homéostasie	de	la	MEC	(Canfield	et	al.	2007)	

- au	sein	de	la	cellule,	HTRA1	a	été	localisée	dans	le	cytoplasme	où	elle	joue	un	rôle	

dans	la	dégradation	de	protéines	qui	vont	réguler	entre	autres	la	prolifération	et	

la	 croissance	 cellulaire	 (Campioni	 et	 al.	 2010)	 ainsi	 que	 dans	 les	microtubules	

(Chien	et	al.	2009)	et	le	noyau	(Clawson	et	al.	2008)	

De	plus,	HTRA1	régule	la	signalisation	des	protéines	de	la	famille	du	TGF-β	(Oka	et	al.	

2004),	ainsi	que	des	facteurs	de	croissance	des	fibroblastes	(Kim	et	al.	2012;	Zhang	et	al.	

2012),	le	plus	souvent	via	des	interactions	physiques	protéine-protéine.	

1) SUBSTRATS	
Un	grand	nombre	de	protéines	ont	été	identifiées	comme	étant	des	substrats	de	HTRA1.	

La	liaison	d’un	substrat	à	HTRA1	induit	un	changement	de	conformation	de	la	protéase,	

de	 son	 état	 au	 repos	 à	 son	 état	 activé	 (Truebestein	 et	 al.	 2011).	 Le	 tableau	 suivant	

présente	une	liste	des	différents	substrats	de	HTRA1	connus	à	ce	jour	:	

Substrats	de	HTRA1	 Rôles	 Références	

Décorine	 Protéoglycane	 de	 la	 matrice	
cellulaire	

(Hadfield	 et	 al.	 2008;	 Tsuchiya	 et	
al.	2005)	
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Vitronectine	 Glycoprotéine	plasmatique	 (An	et	al.	2010)	

Fibronectine	 Glycoprotéine	 de	 la	 matrice	
extracellulaire	

(Hadfield	 et	 al.	 2008;	 Vierkotten,	
Muether,	et	Fauser	2011)	

Clusterine	 Protéine	chaperonne	 (Hadfield	et	al.	2008)	

Protéine	de	matrice	Gla	 Inhibiteur	 de	 la	 calcification	
vasculaire	

(Hadfield	et	al.	2008)	

α2-macroglobuline	 Glycoprotéine	plasmatique	 (An	et	al.	2010)	

Collagène	de	type	II	 Composant	 de	 la	 matrice	
extracellulaire	

(Tsuchiya	et	al.	2005)	

Aggrécane	 Protéoglycane	 du	 cartilage	
articulaire	

(Tsuchiya	 et	 al.	 2005;	
Chamberland	et	al.	2009)	

Fibromoduline	 Protéoglycane	 de	 la	 matrice	
extracellulaire	hépatique	

(Tsuchiya	 et	 al.	 2005;	 An	 et	 al.	
2010)	

Elastine	 Protéine	 structurale	 de	 la	 matrice	
extracellulaire	

(S.	Kumar	et	al.	2017)	

Nidogène	 Protéine	 de	 la	 matrice	
extracellulaire	

(Vierkotten,	 Muether,	 et	 Fauser	
2011)	

Fibuline	 Glycoprotéine	 de	 la	 matrice	
extracellulaire	

(Vierkotten,	 Muether,	 et	 Fauser	
2011)	

ADAM9	 Protéine	 membranaire,	 rôle	 dans	
les	interactions	cellulaires	

(An	et	al.	2010)	

Taline	 Protéine	du	cytosquelette	 (An	et	al.	2010)	

Fascine	 Protéine	du	cytosquelette	 (An	et	al.	2010)	

Sialo-protéine	osseuse	 Protéine	 matricellulaire	 de	 la	
minéralisation	osseuse	

(Tiaden	et	al.	2012)	

Protéine	Tau	 Protéine	associée	aux	microtubules	 (Tennstaedt	et	al.	2012)	

APOE4	 Transporteur	de	lipides	

	

(Chu	et	al.	2016)	
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IGFBP5	 Facteur	de	croissance	de	l’insuline	 (J.	 Hou,	 Clemmons,	 et	 Smeekens	
2005)	

	

2)	IMPLICATIONS	PATHOLOGIQUES	

Du	fait	du	rôle	de	HTRA1	dans	de	très	nombreux	processus	biologiques	différents,	cette	

protéase	 est	 impliquée	 dans	 de	 diverses	 pathologies	 sévères,	 comme	 le	 cancer,	 la	

maladie	 d’Alzheimer,	 la	 dystrophie	 musculaire	 de	 Duchenne,	 l’arthrose	 ou	 encore	 la	

maladie	 ischémique	 héréditaire	 des	 petits	 vaisseaux	 cérébraux	 (CARASIL).	 Dans	 la	

plupart	 de	 ces	 maladies,	 des	 fragments	 de	 protéines	 ou	 des	 agrégats	 produits	 ou	

dégradés	 par	 HTRA1,	 sont	 soit	 une	 des	 causes	 de	 la	 maladie,	 soit	 un	 des	 facteurs	

prédisposant	pour	 la	maladie.	De	plus	HTRA1	fait	parti	des	 trois	gènes	qui	composent	

l’haplotype	à	risque	du	chromosome	10q26	associé	à	la	DMLA.	

A	ce	jour,	pour	chacune	de	ces	pathologies,	les	fonctions	biologiques	précises	de	HTRA1	

restent	à	établir.		

a) Maladies	due	à	un	déficit	de	HTRA1	

i. Cerebral	Autosomal	Recessive	Arteriopathy	with	Subcortical	Infarcts	and	

Leukoencephalopathy	(CARASIL)	

CARASIL	est	une	maladie	héréditaire	qui	touche	les	petits	vaisseaux	cérébraux.	Elle	est	

caractérisée	par	des	troubles	de	la	marche	qui	apparaissent	précocement,	une	alopécie	

prématurée	du	 cuir	 chevelu,	 des	 épisodes	 ischémiques,	 des	douleurs	 lombaires	 et	 des	

troubles	cognitifs	progressifs	entrainant	une	démence	sévère	(Fukutake	2011).		

HTRA1	 est	 a	 ce	 jour	 le	 seul	 gène	 impliqué	dans	 la	 survenue	de	 la	maladie	 (Hara	et	 al.	

2009).	Les	mutations	du	gène	retrouvées	chez	les	patients	malades	conduisent	toutes	à	

une	 protéine	 ayant	 une	 activité	 protéase	 extrêmement	 réduite	 et	 qui	 ne	 serait	 plus	

capable	 de	 réprimer	 la	 signalisation	 du	 TGF-β	 (Hara	 et	 al.	 2009).	 Les	 hypothèses	

actuelles	se	fondent	donc	sur	le	fait	que,	HTRA1	ne	pouvant	plus	cliver	les	membres	de	

la	 famille	 TGF-β,	 TGF-β	 s’accumule	 au	 niveau	 des	 petites	 artères	 cérébrales	 des	

patients	(Hara	et	al.	2009).	Il	a	également	été	retrouvé	une	accumulation	de	fibronectine	

et	 de	 versicane	 (Yanagawa	 et	 al.,	 2002),	 protéines	 induites	 par	 TGF-β.	 Toutes	 ces	

protéines	de	la	MEC	favorisent	le	processus	de	fibrose.	Il	est	a	noter	que	la	fibronectine	

est	également	un	substrat	de	HTRA1	en	conditions	physiologiques	(Grau	et	al.	2005).	
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Mais	 l’étude	 de	 cette	 maladie	 est	 particulièrement	 compliquée,	 du	 fait	 du	 très	 faible	

nombre	de	patients	concernés	:	seulement	60	à	70	ont	été	diagnostiqués	à	ce	jour	dans	

le	monde,	et	presque	exclusivement	au	Japon	(Bianchi	et	al.	2014).	

ii. Cancers	

De	 nombreux	 éléments	 prouvent	 que	 HTRA1	 fonctionne	 en	 tant	 que	 suppresseur	 de	

tumeur,	 et	 donc	 promeut	 la	 mort	 des	 cellules	 cancéreuses	 (Baldi	 et	 al.	 2002).	 La	

diminution	de	 l’expression	de	HTRA1	 contribue	à	 la	survie	des	cellules	cancéreuses,	et	

donc	facilite	la	croissance	de	la	tumeur,	et	l’apparition	de	métastases.	

L’expression	 de	 HTRA1	 est	 fréquemment	 diminuée,	 notamment	 dans	 les	 tumeurs	

ovariennes	 (Chien	 et	 al.	 2004),	 dans	 les	mélanomes	métastatiques	 (Baldi	 et	 al.	 2002),	

dans	les	cancers	de	l’endomètre	(Mullany	et	al.	2011)	ou	encore	du	poumon	(Esposito	et	

al.	2006).		

Une	équipe	a	 suggéré	que	 le	 traitement	prolongé	aux	estrogènes	pourrait	 induire	une	

délétion	 d’un	 fragment	 du	 gène	 de	 HTRA1	 (Zurawa-Janicka	 et	 al.	 2008)(Zurawa-

Janickaet	 al.,	 2008)	;	 une	 autre	 équipe	 que	 le	 locus	 de	 HTRA1	 était	 sujet	 à	 une	

inactivation	épigénétique	(Chien	et	al.	2004).	L’hyperméthylation	de	l’ADN	ainsi	qu’une	

exposition	prolongée	aux	estrogènes	pourrait	être	un	des	mécanismes	de	l’extinction	du	

gène	 HTRA1.	 Lorsque	 des	 lignées	 cellulaires	 de	mélanome	métastatique	 sont	 traitées	

avec	HTRA1,	la	prolifération		cellulaire	est	inhibée	 in	vitro	et	 in	vivo	pour	la	croissance	

tumorale	sur	des	souris	nu/nu	(Baldi	et	al.	2002).	

Le	 mécanisme	 moléculaire	 du	 fonctionnement	 de	 HTRA1	 comme	 suppresseur	 de	

tumeur	n’est	pas	encore	élucidé.	Cependant,	il	est	clair	que	HTRA1	promeut	la	mort	des	

cellules	cancéreuses	via	une	signalisation	pro-apoptotique.	

iii. La	maladie	d’Alzheimer	

Il	a	été	suggéré	que	HTRA1	pourrait	être	impliqué	dans	le	développement	de	la	maladie	

d’Alzheimer.	 En	 effet,	 in	 vitro,	 HTRA1	 dégrade	 divers	 fragments	 de	 protéines	

précurseurs	 de	 l’amyloïde	 (Ab),	 qui	 sont	 les	 composants	 majeurs	 des	 plaques	

neurotoxiques	séniles	dans	le	cerveau	de	patients	atteints	(Grau	et	al.	2005;	Campioni	et	

al.	 2010).	 L’inhibition	 de	 l’activité	 protéase	 de	 HTRA1	 résulte	 en	 l’accumulation	

d’amyloïde	Ab	dans	le	surnageant		de	lignées	cellulaires	d’astrocytes	humains	U373.	Des	

analyses	immunohistochimiques	ont	révélé	que	les	astrocytes	et	les	neurones	corticaux	
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expriment	fortement	HTRA1	;	et	que	HTRA1	colocalise	avec	les	dépôts	d’amyloïde	dans	

les	 cerveaux	de	patients.	Toutes	 ces	observations	 suggèrent	que	HTRA1	est	 impliquée	

dans	 le	 métabolisme	 de	 l’amyloïde	β	 et	 prévient	 la	 formation	 de	 dépôts	 Ab	 dans	 le	

cerveau,	et	donc	le	protège	contre	le	développement	de	la	maladie	d’Alzheimer	(Grau	et	

al.	2005).		

Une	étude	d’association	génétique	a	montré	une	association	entre	 l’haplotype	à	risque	

du	 chromosome	 10q26	 et	 la	 maladie	 d’Alzheimer	 (Gatta	 et	 al.	 2008)	 ;	 cependant,	

l’association	entre	HTRA1	et		maladie	d’Alzheimer	reste	controversée,	un	autre	étude	n’a	

retrouvé	 aucun	 lien	 entre	 la	 protéine	 et	 la	maladie	 (Turunen	 et	 al.	 2011).	 Des	 études	

complémentaires	sont	donc	nécessaires	afin	de	déterminer	si	l’expression	de	HTRA1	est	

associée	à	la	maladie	d’Alzheimer.	

b) Rôles	délétères	de	HTRA1	

i. Arthrose	

L’arthrose	est	caractérisée	par	une	perte	de	cartilage	articulaire	qui	s’accompagne	de	la	

dégénérescence	des	tissus	jointifs,	comme	la	synovie	ou	l’os	sous-chondral.		

Ces	 dernières	 années,	 l’étude	 de	 la	 part	 inflammatoire	 dans	 les	 mécanismes	 de	

pathogenèse	de	la	maladie	est	devenue	de	plus	en	plus	importante,	et	plusieurs	études	

ont	noté	une	augmentation	de	cytokines	pro-inflammatoires	et	de	MMP	(Lohmander	et	

al.	 1993;	 Szekanecz	 et	 al.	 2010),	 par	 les	 fibroblastes	 synoviaux	 dans	 le	 cartilage	 des	

patients	 atteints	 (Murphy	 et	 al.	 2002;	 Troeberg	 et	 al.	 2012).	 En	 1998,	 la	 première	

association	entre	HTRA1	et	arthrose	a	été	faite	:	l’expression	de	HTRA1	(en	ARNm	et	en	

protéine)	est	augmentée	dans	des	explants	de	cartilages	de	patients	malades	(Hu	et	al.	

1998).	Cette	observation	a	depuis	été	largement	confirmée.	

A	ce	jour,	plusieurs	hypothèses	sont	faites	concernant	le	rôle	de	HTRA1	dans	la	maladie.	

Les	 protéines	 TGF-β	 sont	 physiologiquement	 impliquées	 dans	 la	 maintenance	 des	

cartilages,	 principalement	 en	 empêchant	 la	 différenciation	 hypertrophique	 des	

chondrocytes	en	cellules	osseuses	(Serra	et	al.	1997).	HTRA1	inhibe	la	signalisation	de	

TGF-β	;	ce	qui	permet	la	différenciation	des	chondrocytes	et	donc	le	remplacement	de	

cartilage	 articulaire	 en	 os	 (Tsuchiya	 et	 al.	 2005).	 De	 plus,	 HTRA1	 pourrait	 également	

contribuer	 à	 la	 dégénérescence	 du	 cartilage	 via	 la	 protéolyse	 d’une	 multitude	 de	

protéines	de	la	MEC,	qui	sont	les	constituants	majeurs	du	cartilage	;	on	peut	notamment	
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citer	l’aggrécane,	la	décorine,	la	fibromoduline,	la	fibronectine,	le	collagène	de	type	II	ou	

encore	la	protéine	de	matrice	Gla	(Grau	et	al.	2005;	Hadfield	et	al.	2008).	Enfin,	HTRA1	

facilite	la	destruction	de	la	MEC	en	activant	les	MMP1	et	3	(Grau	et	al.	2005).	Les	hauts	

niveaux	de	HTRA1	détectés	dans	les	cartilages	et	le	fluide	synovial	des	patients	atteints	

d’arthrose	pourraient	donc	être	la	cause	de	l’aggravation	de	la	maladie.	

ii. Dystrophie	musculaire	de	Duchenne	

La	dystrophie	musculaire	de	Duchenne	est	une	maladie	neuromusculaire	causée	par	une	

mutation	 du	 gène	 de	 la	 dystrophine	 qui	 conduit	 à	 une	 dégénérescence	 des	 muscles	

lisses,	squelettiques	et	cardiaques.	Dans	cette	maladie,	les	fibres	musculaires	sont	peu	à	

peu	remplacées	par	du	tissu	adipeux	et	fibreux.	

Une	 étude	 a	 fait	 l’observation	 de	 niveaux	 de	 HTRA1	 augmentés	 4	 à	 5	 fois	 dans	 les	

muscles	 des	 patients	 atteints	 comparé	 aux	muscles	 de	 patients	 contrôle	 (Bakay	 et	 al.	

2002).	Bien	qu’aucune	étude	fonctionnelle	n’ait	été	réalisée	à	ce	jour,	il	est	spéculé	que	

des	 hauts	 niveaux	 de	 HTRA1	 chez	 les	 patients	 malades	 pourraient	 contribuer	

indirectement	à	la	dégénérescence	musculaire	via	l’inactivation	de	l’IGFBP5,	un	substrat	

de	 HTRA1.	 En	 effet,	 IGFBP5	 est	 considéré	 comme	 étant	 un	 régulateur	 positif	 de	 la	

régénération	 musculaire,	 notamment	 grâce	 à	 sa	 capacité	 d’activer	 la	 signalisation	 de	

l’IGF-1	(Kuemmerle	et	al.	2002).		

C. HTRA1	ET	DMLA	
De	nombreuses	études	d’association	génétiques	on	fait	le	lien	entre	HTRA1	et	la	DMLA	

(Fritsche	 et	 al.	 2014;	 Swaroop	 et	 al.	 2007;	 Yang	 et	 al.	 2006).	 Comme	 nous	 l’avons	 vu	

précédemment,	l’haplotype	à	risque	du	chromosome	10q26	est	également	situé	sur	les	

gènes	PLEKHA1	 et	ARMS2.	 A	 ce	 jour,	 aucune	 étude	 fonctionnelle	 n’a	 pu	 déterminer	 le	

rôle	de	ces	trois	gènes	dans	les	mécanismes	de	pathogenèse	de	la	DMLA.	

Plusieurs	 études	 semblent	 montrer	 que	 HTRA1	 serait	 l’acteur	 majeur	 au	 sein	 de	

l’haplotype	à	risque	dans	la	survenue	de	la	DMLA.	

En	effet,	Yang	et	ses	collègues	ont	montré	que	le	SNP	au	sein	du	promoteur	de	HTRA1	

est	associé	à	une	augmentation	de	l’expression	du	gène	HTRA1	dans	les	lymphocytes	et	

l’EPR	 de	 patients	 atteints	 de	DMLA	 (Yang	 et	 al.	 2006).	 Cependant,	 cette	 étude	 n’a	 été	

réalisée	que	sur	3	patients	porteurs	de	 l’haplotype	à	risque.	Une	autre	étude	a	montré	
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que	le	variant	sur	le	promoteur	de	HTRA1	est	associé	à	une	activation	de	la	transcription	

de	HTRA1	dans	les	cellules	en	culture	(DeWan	et	al.	2006).		

Ces	résultats	n’ont	pas	fait	l’unanimité	dans	la	communauté	scientifique,	et	Kanda	et	ses	

collègues	ont	montré	que	le	variant	sur	le	promoteur	de	HTRA1	n’affectait	l’expression	

de	HTRA1	ni	dans	les	cellules	en	culture,	ni	dans	la	rétine	de	patients	DMLA	(Kanda	et	al.	

2007).	De	la	même	façon,	aucune	association	entre	le	SNP	affectant	HTRA1	et	son	niveau	

d’ARNm	n’a	été	retrouvée	dans	les	lymphocytes	de	patients	atteints	de	DMLA	dans	une	

autre	étude	(Chowers	et	al.,	2008).	

Finalement,	une	équipe	a	suggéré	que	ce	serait	la	diminution	de	l’expression	de	ARMS2	

associée	 à	 l’augmentation	 d’expression	 de	 HTRA1	 qui	 pourrait	 être	 à	 l’origine	 de	 la	

maladie	 (Yang	 et	 al.	 2010).	 Il	 a	 été	 suggéré	que	 cette	 augmentation	observée	 chez	 les	

porteurs	de	 l’haplotype	à	 risque	était	principalement	due	au	SNP	rs11200638	 localisé	

sur	 le	promoteur	de	HTRA1.	 Ce	 SNP	affecte	un	motif	 CG	 au	 sein	d’un	 ilot	 CpG	 (région	

riche	en	GC	qui	 chevauchent	 les	 régions	promotrices	et	 le	premier	exon	de	nombreux	

gènes	;	site	de	méthylation	de	l’ADN)	du	promoteur	du	gène	HTRA1	(Wang	2014).	Mais	

la	 différence	 d’expression	 de	 HTRA1	 observée	 pourrait	 également	 être	 due	 aux	

interférences	liées	aux	nombreux	SNPs	de	cet	haplotype.		

Indépendamment	 du	 génotype,	 la	 concentration	 de	 HTRA1	 est	 significativement	

augmentée	 dans	 l’humeur	 aqueuse	 de	 patients	 atteints	 de	 DMLA	 (Tosi	 et	 al.	 2017),	

HTRA1	est	fortement	présent	dans	les	drusen	(Yang	et	al.	2006;	Tuo	et	al.	2008),	et	les	

souris	qui	sur-expriment	HTRA1	développent	un	phénotype	similaire	à	la	DMLA	(Iejima	

et	al.	2015;	Jones	et	al.	2011).	In	vitro,	le	traitement	des	PMs	avec	du	lipopolysaccharide	

(LPS)	induit	l’augmentation	d’expression	de	HTRA1	(Y.	Hou	et	al.	2013).		

Enfin,	 la	 dernière	 étude	 publiée	 très	 récemment	 de	 Liao	 et	 ses	 collègues	montre	 que	

l’ARNm	de	HTRA1	est	exprimé	ubiquitairement	et	près	de	400	fois	plus	que	l’est	ARMS2,	

et	8,5	fois	plus	que	PLEKHA1	dans	la	moyenne	des	tissus	évalués.	Dans	plus	de	la	moitié	

des	tissus	testés,	 l’expression	de	HTRA1	est	plus	forte	chez	 les	patients	homozygotes	à	

risque.	 Ils	 ajoutent	 également	que,	 grâce	à	 l’étude	de	 la	base	de	données	ENCODE,	 les	

cellules	de	l’EPR	des	patients	homozygotes	à	risque	présentent	des	sites	d’ouverture	de	

la	 chromatine	 au	 niveau	 des	 SNP	 affectant	 le	 promoteur	 de	 HTRA1	;	 ce	 qui	 favorise	

l’accès	des	 facteurs	de	 transcription	au	gène	HTRA1.	De	plus,	contrairement	aux	gènes	
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PLEKHA1	et	ARMS2,	assez	peu	de	SNPs	sont	présents	au	niveau	du	gène	HTRA1	;	et	ces	

SNPs	sont	pour	la	plupart	très	associés	à	la	DMLA	(Liao	et	al.	2017)	

Toutes	 ces	 données	 suggèrent	 que	 HTRA1	 pourrait	 avoir	 un	 rôle	 majeur	 dans	 la	

pathogenèse	de	la	DMLA.	
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La	 couche	 des	 photorécepteurs	 et	 l’espace	 sous-rétinien,	 localisé	 entre	 l’épithélium	

pigmentaire	rétinien	(EPR)	et	les	segments	externes	des	photorécepteurs,	est	une	zone	

immunosuppressive	qui	fait	partie	d’un	privilège	immun.	Cette	zone	est	caractérisée	par	

l’absence	de	vaisseaux	lymphatiques	et	sanguins,	mais	aussi	de	phagocytes	mononucléés	

(PMs,	famille	de	cellules	qui	comprend	les	monocytes	(Mos),	les	MΦ	résidents	(rMΦs)	

et	 inflammatoires	 (iMΦs)	 et	 les	 cellules	 dendritiques).	 L’immunosuppressivité	 de	 cet	

espace	 est	maintenue	par	 des	 signaux	 exprimés	 par	 l’EPR	qui	 induisent	 l’apoptose	 de	

cellules	 infiltrantes	 (PMs,	 leucocytes	 et	 cellules	 vasculaires).	 Parmi	 ces	 signaux,	 on	

retrouve	 la	voie	de	 signalisation	FasL/Fas	mais	 également	 l’interaction	entre	TSP-1	et	

CD47.	 La	DMLA	 est	 associée	 à	 une	 rupture	 de	 l’immunosuppression	 de	 l’espace	 sous-

rétinien	 et	 à	 une	 infiltration	 de	 PMs	dans	 cet	 espace	 (Sennlaub	 et	 al.,	 2003).	 Les	 PMs	

contribuent	en	effet	à	la	néovascularisation	choroïdienne	(DMLA	exsudative)	ainsi	qu’à	

la	 dégénérescence	 des	 photorécepteurs	 (DMLA	 atrophique)	 (Sennlaub	 et	 al.,	 2003	;	

Combadiere	et	al.,	2007).	Nous	avons	récemment	montré	que	 l’activation	de	CD47	par	

TSP-1	était	nécessaire	à	 l’élimination	des	PMs	infiltrant	 l’espace	sous-rétinien	(Calippe	

et	al.,	2017).	

Des	études	d’associations	génétiques	ont	montré	qu’un	variant	du	CFH,	le	Y402H,	et	un	

haplotype	de	 la	 région	du	chromosome	10q26	représentent	 la	majeure	part	du	risque	

génétique	pour	la	DMLA	(Fritsche	et	al.,	2014;	Swaroop	et	al.,	2007;	Yang	et	al.,	2006).	

L’haplotype	à	risque	(minor	Haplotype,	mH)	du	chromosome	10q26	est	caractérisé	par	

un	groupe	de	SNPs	qui	sont	en	fort	déséquilibre	de	liaison.	On	peut	notamment	citer	le	

rs1120063812,	 le	 rs1049331,	 le	 rs2293870,	 le	 rs3793917,	 le	 rs10490924	 et	 le	

rs3750846.	 Ces	 SNPs	 se	 situent	 à	 proximité	 des	 régions	 codantes	 de	 trois	 gènes	 :	

PLEKHA1,	 ARMS2	 et	 HTRA1	 (Liao	 et	 al.,	 2017).	 Les	 individus	 homozygotes	 pour	 cet	

haplotype	(mH/mH)	présentent	environ	10	fois	plus	de	risques	de	développer	une	MLA	

ou	 une	 forme	 tardive	 de	 DMLA	 comparé	 aux	 porteurs	 homozygote	 de	 l’haplotype	

commun	 (common	 Haplotype	:	 cH/cH).	 Il	 a	 été	 suggéré	 que	 le	 génotype	 à	 risque	

augmente	les	niveaux	d’ARNm	de	HTRA1	dans	les	lymphocytes	et	l’EPR	dans	des	études	

de	 très	 petite	 taille	 (3	 porteurs	 homozygotes)	 (Chan	 et	 al.,	 2007)	 et	 plus	 récemment	

dans	une	étude	utilisant	la	banque	de	donnée	Genotype	tissue	expression	project	(GTEx)	

(Liao	et	al.,	2017).	
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Indépendamment	 du	 génotype,	 la	 concentration	 de	 HTRA1	 est	 significativement	

augmentée	 dans	 l’humeur	 aqueuse	 de	 patients	 atteints	 de	 DMLA	 (Tosi	 et	 al.,	 2017),		

HTRA1	est	fortement	présent	dans	les	drusen	(Yang	et	al.,	2006	;	Tuo	et	al.,	2008),	et	les	

souris	qui	sur-expriment	HTRA1	développent	un	phénotype	similaire	à	la	DMLA	(Iejima	

et	al.,	2015	;	Jones	et	al.,	2011).	Toutes	ces	données	suggèrent	que	HTRA1	pourrait	avoir	

un	rôle	majeur	dans	la	pathogenèse	de	la	DMLA.		

HTRA1	est	une	sérine	protéase	fortement	exprimée	par	l’EPR	(Yang	et	al.,	2006)	et	 les	

PMs	activés	(Hou	et	al.,	2013).	Cette	protéase	peut	notamment	dégrader	des	protéines	

de	la	matrice	extracellulaire	(Hollander	et	al.,	1995	;	Grau	et	al.,	2005	;	An	et	al.,	2010),	

mais	aussi	le	TGF-β	(Launay	et	al.,	2008),	molécule	capable	d’induire	l’apoptose	des	PMs	

(Singhal	et	al.,	2000)	et	d’inhiber	l’expression	d’IL-6	dans	les	Mos	humains	en	conditions	

physiologiques	(Musso	et	al.,	1990).		

L’objectif	 de	 ma	 thèse	 était	 (i)	 d’évaluer	 l’influence	 de	 l’haplotype	 de	 10q26	 sur	

l’expression	de	PLEKHA1,	ARMS2	et	HTRA1	dans	les	lymphocytes	et	les	monocytes	de	18	

sujets	à	risque	mH/mH	et	18	individus	porteurs	de	l’haplotype	commun	cH/cH,	;	ce	qui	

représente	 la	 plus	 grande	 étude	 de	 ce	 type	 à	 ce	 jour	;	 (ii)	 d’évaluer	 l’expression	 de	

HTRA1	dans	des	tissus	de	donneurs	sains	et	atteints	de	DMLA	;	(iii)	d’étudier	l’influence	

de	HTRA1	sur	l’environnement	immunosuppresseur	de	l’espace	sous-rétinien.	

Dans	 une	 première	 partie,	 l’étude	 des	 sujets	 mH/mH	 et	 cH/cH,	 dont	 les	 génotypes	

étaient	 connus	 suite	 à	 leur	 participation	 à	 l’étude	 GWAS	 du	 Centre	 National	

d’Ophtalmologie	 des	 Quinze-Vingts,	 nous	 indique	 que	 les	 Mos	 des	 individus	 mH/mH	

expriment	 significativement	 plus	 de	HTRA1	 que	 les	 individus	 porteurs	 de	 l’haplotype	

commun.	La	 transcription	de	HTRA1	dans	 les	Mos	est	100	 fois	 supérieure	aux	 taux	de	

HTRA1	 exprimés	 par	 les	 lymphocytes.	 PLEKHA1	 est	 exprimé	 d’une	manière	 similaire	

chez	tous	les	sujets	et	ARMS2	n’était	pas	détectable.	Par	la	suite,	nous	montrons	que	les	

PMs	retrouvés	dans	l’espace	sous-rétinien	et	dans	la	rétine	interne	de	donneurs	atteints	

de	 formes	 tardives	 de	 DMLA	 expriment	 fortement	 HTRA1,	 indépendamment	 de	 leur	

génotype.		

D’un	point	 de	 vue	mécanique,	 nous	montrons	 pour	 la	 première	 fois	 que	TSP-1	 est	 un	

substrat	 de	 la	 protéase	 HTRA1	;	 HTRA1	 clive	 TSP-1	 en	 deux	 fragments	 majeurs	 et	

plusieurs	 autres	 fragments	 mineurs.	 Parmi	 ces	 sites	 de	 clivages,	 les	 deux	 coupures	

responsables	de	la	formation	des	deux	fragments	majeurs	sont	retrouvées	entre	les	deux	
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séquences	VVM	du	domaine	C-terminal	de	TSP-1,	qui	sont	nécessaires	à	la	dimérisation	

et	 à	 l’activation	 efficace	de	CD47.	Grâce	 à	 un	modèle	 in	vitro	 de	 co-culture	de	 cellules	

primaires	 d’EPR	 et	 de	 Mos,	 et	 à	 un	 modèle	 in	 vivo	 d’inflammation	 sous-rétinienne	

induite	par	 traitement	 laser,	nous	montrons	que	TSP-1	perd	sa	capacité	à	éliminer	 les	

PMs	lorsqu’elle	est	digérée	par	HTRA1.	De	plus,	le	fait	qu’en	l’absence	de	TSP-1,	HTRA1	

n’influe	 plus	 sur	 l’élimination	 de	 PMs	 démontre	 l’importance	 pathogénique	 de	 ce	

mécanisme.	 Enfin,	 l’utilisation	 d’agonistes	 du	 récepteur	 	 CD47,	 contenant	 un	 seul	 ou	

deux	 sites	 VVM	 similaires	 à	 la	 TSP-1	 native,	 nous	 a	 permis	 d’annuler	 les	 effets	 pro-

inflammatoires	de	la	protéase	HTRA1,	à	la	fois	dans	le	modèle	in	vitro,	mais	également	in	

vivo,	 sur	 le	 modèle	 murin.	 Ces	 expériences	 démontrent	 la	 perte	 d’efficacité	 d’une	

molécule	 comportant	 un	 seul	 site	 VVM	 comparé	 à	 une	molécule	 à	 deux	 sites	 VVM,	 et	

expliquent	la	perte	d’efficacité	de	TSP-1	après	hydrolyse	par	HTRA1		

Cette	 étude	 confirme,	 dans	 un	 groupe	 de	 patients	 plus	 important,	 que	 l’haplotype	 à	

risque	du	10q26	est	associé	à	une	augmentation	de	l’expression	de	HTRA1,	mais	pas	de	

PLEKHA1,	 ni	 de	 ARMS2.	 Elle	 révèle	 l’expression	 importante	 de	 HTRA1	 dans	 les	 PMs	

circulant	et	dans	les	tissue	atteints.	Nous	montrons	pour	la	première	fois	que	TSP-1	est	

un	substrat	de	HTRA1	et	comment	les	coupures	de	TSP-1	interfèrent	avec	sa	capacité	à	

activer	 le	CD47	et	à	éliminer	 les	PMs.	 	L’activation	thérapeutique	de	CD47	semble	être	

une	 voie	 particulièrement	 intéressante	 pour	 restaurer	 l’immunosuppression	 dans	

l’espace	sous-rétinien,	et	inhiber	l’inflammation	pathogène.	

Les	 résultats	 détaillés	 de	 cette	 étude	 sont	 présentés	 dans	 le	 paragraphe	 suivant,	 dans	

l’article	que	je	signe	en	premier	co-auteur.	
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Les	travaux	présentés	ci-dessus	révèlent	que	les	PMs	et	les	Mos	circulant,	qui	infiltrent	

l’espace	sous-rétinien	dans	 les	yeux	de	donneurs	atteints	de	 formes	tardives	de	DMLA	

expriment	fortement	la	protéase	HTRA1.	Cette	observation	est	en	accord	avec	les	sites	

d’ouverture	de	la	chromatine	au	niveau	du	promoteur	de	HTRA1	retrouvés	dans	les	Mos	

(sites	d’hypersensibilité	à	 la	DNase	 I	;	 retrouvés	sur	 la	base	de	données	ENCODE)	:	 les	

individus	 porteurs	 de	 l’haplotype	 à	 risque	 présentent	 plus	 de	 sites	 d’ouverture	 de	 la	

chromatine,	ce	qui	facilite	l’accès	des	facteurs	de	transcription	au	promoteur	du	gène.	Ce	

résultat	est	également	en	accord	avec	 les	 résultats	obtenus	sur	 l’expression	de	HTRA1	

par	les	iMΦ	dans	le	contexte	de	l’arthrose	(Milner	et	al.	2008	;	Hou	et	al.	2013	;	Hou	et	al.	

2014).	

Grâce	à	la	précédente	participation	du	Centre	Hospitalier	National	d’Ophtalmologie	des	

Quinze-Vingts	 (Paris,	 France)	 à	 l’étude	 GWAS-DMLA,	 nous	 avons	 eu	 la	 chance	 d’avoir	

accès	à	une	cohorte	comportant	1129	individus,	parmi	 lesquels	107	sont	homozygotes	

pour	 l’haplotype	 à	 risque	 du	 chromosome	 10q26	 (mH/mH),	 412	 individus	 sont	

hétérozygotes	(mH/cH)	et	610	individus	sont	porteurs	de	l’haplotype	commun	(cH/cH)	

(Fritsche	et	 al.,	 2013).	Dans	 le	 cadre	de	notre	 étude,	nous	avons	 réinvité	18	 individus	

mH/mH	pour	un	nouvel	examen	ophtalmologique	et	effectué	un	prélèvement	sanguin.	

Seuls	18	patients	mH/mH	ont	pu	être	convoqués	de	nouveau	;	en	effet,	l’âge	moyen	des	

participants	à	l’étude	initiale	GWAS-DMLA	était	déjà	avancé	en	2013,	certains	sont	donc	

décédés	et	d’autres	vivaient	trop	loin	du	centre	d’étude	pour	se	déplacer.	Ce	groupe	est	

composé	de	9	sujets	contrôles	et	de	9	patients	atteints	de	DMLA	exsudative.	Un	groupe	

de	 composition	 similaire	 de	 18	 individus	 cH/cH	 a	 également	 été	 recruté	 en	 parallèle	

pour	 notre	 étude.	 L’haplotype	 à	 risque	 du	 chromosome	 10q26	 représente	 le	 risque	

majeur	de	prédisposition	pour	la	DMLA	(Fritsche	et	al.,	2014),	 les	patients	porteurs	de	

l’haplotype	mH/mH	ont	environ	10	fois	plus	de	risques	de	développer	une	forme	de	la	

maladie	 (Tong	 et	 al.,	 2010	;	 Chong	 et	 al.,	 2015	;	 Chen	 et	 al.,	 2009	;	 Jakobsdottir	 et	 al.,	

2005).	 Cet	 haplotype	 est	 défini	 par	 dix	 	 SNPs,	 qui	 incluent	 rs10490924,	 rs3750846,	

rs3750847,	rs3750848,	rs11200638,	rs3793917,	rs1049331,	rs2293870,	rs2284665,	et	

rs932275	(Liao	et	al.,	2017).	Tous	ces	SNP	sont	en	 fort	déséquilibre	de	 liaison	et	 sont	

situés	 	 à	proximité	des	promoteurs	de	 trois	gènes	:	PLEKHA1,	ARMS2	 et	HTRA1.	Notre	

analyse	 de	 l’expression	 des	 trois	 gènes	 cibles	 de	 l’haplotype	 à	 risque	 a	 révélé	 que	

l’expression	 de	HTRA1	 par	 les	Mos	 circulant	 est	 significativement	 augmentée	 chez	 les	

patients	 mH/mH	 par	 rapport	 aux	 patients	 cH/cH.	 Nous	 avons	 également	 mesuré	 la	
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quantité	 de	 HTRA1	 secrétée	 par	 les	 Mos	 dans	 le	 milieu	 de	 culture,	 qui	 est	 aussi	

significativement	plus	importante	chez	les	patients	mH/mH.	En	revanche,	l’haplotype	à	

risque	n’a	pas	eu	d’effet	sur	 l’expression	de	PLEKHA1	par	 les	Mos	de	notre	cohorte,	et	

l’expression	 de	 ARMS2	 par	 les	 Mos	 circulant	 n’a	 pas	 été	 	 détectée	 en	 PCR,	 ce	 qui	

correspond	à	l’absence	de	sites	d’ouverture	de	la	chromatine	dans	les	régions	de	ARMS2	

des	 Mos.	 Ensemble,	 ces	 résultats	 nous	 indiquent	 que	 l’haplotype	 à	 risque	 du	

chromosome	 10q26,	 augmente	 l’expression	 de	 HTRA1	 par	 les	 Mos	;	 HTRA1	 pourrait	

avoir	un	rôle	dans	 la	pathogenèse	de	 la	DMLA.	Suite	à	ces	premiers	résultats,	nous	ne	

nous	sommes	intéressés	qu’à	l’étude	de	la	protéase	HTRA1.		

Mécaniquement,	 nous	 montrons	 dans	 cet	 article	 que	 HTRA1	 hydrolyse	 TSP-1,	 une	

protéine	de	 la	matrice	extracellulaire	ayant	des	propriétés	anti-inflammatoires	et	anti-

angiogéniques	 très	 importantes.	A	 l’état	 physiologique,	 TSP-1	 empêche	 l’accumulation	

excessive	et	dépendante	de	l’âge	des	PMs	sous-rétiniens,	et	inhibe	aussi	les	processus	de	

néovascularisation	 (Calippe	 et	 al.	 2017	;	 Wang	 et	 al.	 2012	;	 Ng	 et	 al.	 2009),	 deux	

phénomènes	caractéristiques	des	formes	tardives	de	la	DMLA.	L’analyse	des	fragments	

de	TSP-1	clivée	a	été	réalisée	par	chromatographie	liquide	couplée	à	la	spectrométrie	de	

masse	en	tandem	(LC-MS/MS)	des	peptides	semi-tryptiques.	Cette	étude	nous	a	permis	

de	mettre	à	jour	deux	sites	de	clivage	majeurs	entre	les	deux	motifs	VVM	en	C-terminal	

de	 TSP-1,	 motifs	 essentiels	 pour	 la	 liaison	 de	 TSP-1	 à	 son	 récepteur	 CD47.	 Les	

expériences	 de	 western	 blot	 sur	 la	 TSP-1	 recombinante	 entière	 et	 sur	 la	 protéine	

recombinante	de	son	domaine	C-terminal	ont	confirmé	ces	résultats	:	 les	deux	sites	de	

coupure	majeurs	entre	les	motifs	VVM	sont	responsables	de	l’apparition	des	fragments	

de	TSP-1	clivée	prédominants.	Des	tests	précédemment	réalisés	sur	l’activation	de	CD47	

par	une	protéine	TSP-1	recombinante	à	laquelle	il	manque	un	motif	VVM	ont	montré	que	

l’activation	 de	 CD47	 était	 fortement	 (50	 fois)	 diminuée	 (McDonald	 et	 al.	 2003).	 On	

retrouve	cette	activation	moins	efficace	de	CD47	avec	TSP-2,	isoforme	de	TSP-1,	qui	ne	

contient	 qu’un	motif	VVM	dans	 sa	 séquence	 (Isenberg	 et	 al.	 2009).	 Ces	 résultats	 nous	

font	penser	que,	dans	notre	étude,	lorsque	TSP-1	est	clivée,	entre	ses	deux	motifs	VVM,	

cela	pourrait	réduire	de	 façon	 importante	sa	capacité	à	activer	son	récepteur	CD47,	et	

donc	diminuer	l’élimination	des	PMs	dans	l’espace	sous-rétinien	(Calippe	et	al.	2017).	

Nous	avons	donc	réalisé	une	étude	fonctionnelle	afin	de	vérifier	cette	hypothèse.	Pour	se	

faire,	 nous	 avons	utilisé	un	modèle	 in	vitro	 de	 co-culture	d’EPR	primaires	de	porc	 sur	

lesquels	nous	cultivons	des	Mos	circulants	primaires	humains	fraichement	 isolés,	ainsi	
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qu’un	 modèle	 d’inflammation	 sous-rétinienne	 induite	 par	 laser	 in	 vivo.	 Nous	 avons	

retrouvé	 dans	 ces	 deux	 modèles	 que	 HTRA1	 supprime	 l’élimination	 immunitaire	

physiologique	de	 l’EPR	 sur	 les	 PMs.	 Cet	 effet	 n’a	 été	 retrouvé	que	 lorsque	TSP-1	 était	

initialement	 présente.	 En	 effet,	 l’injection	 intra-vitréenne	 de	 HTRA1	 sur	 des	 souris	

déficientes	 en	 TSP-1	 après	 traitement	 laser	 n’augmente	 pas	 l’inflammation	 sous-

rétinienne.	 Ces	 effets	 pro-inflammatoires	 de	 HTRA1	 se	 sont	 également	 révélés	 être	

similaires	à	la	délétion	de	TSP-1	ou	de	CD47	:	le	traitement	par	des	anticorps	bloquants	

spécifiques	de	TSP-1	ou	CD47	induit	la	survie	des	Mos	sur	l’EPR	dans	notre	modèle	de	

co-culture,	de	façon	similaire	à	l’ajout	de	HTRA1.		

Il	est	également	intéressant	de	noter	que	l’inhibition	de	la	voie	de	signalisation	du	TGF-β	

par	HTRA1	ne	semble	pas	jouer	un	rôle	dans	l’accumulation	des	PMs	dans	l’espace	sous-

rétinien,	 bien	 que	 cette	 signalisation	 ait	 été	 précédemment	 décrite	 comme	 étant	 un	

régulateur	 important	 des	 effets	 pro-inflammatoires	 de	 HTRA1	 (Clausen	 et	 al.,	 2011).	

Nous	 avons	 utilisé	 un	 anticorps	 bloquant	 du	 récepteur	 CD36	 dans	 nos	 co-cultures,	

l’activation	de	CD36	étant	nécessaire	pour	la	séparation	de	LAP	(dépendant	de	TSP-1)	et	

permettre	 l’activation	 du	 TGF-β	 (Yehualaeshet	 et	 al.,	 1999)	;	 ainsi	 qu’un	 antagoniste	

pharmacologique	du	 récepteur	 au	TGF-β.	Aucun	de	 ces	 deux	 inhibiteurs	n’a	 eu	d’effet	

sur	 l’élimination	 des	 Mos	 in	 vitro	;	 et	 plutôt	 que	 d’inhiber	 les	 phénomènes	 de	

néovascularisation,	il	a	été	montré	que	TGF-β	la	favoriserait	in	vivo	(Wang	et	al.,	2017).	

L’utilisation	d’un	peptide	agoniste	du	récepteur	CD47,	 le	4N1K,	a	permis	de	renverser	

complètement	 les	 effets	 pro-inflammatoires	 de	 HTRA1	 en	 rétablissant	 la	 suppression	

immunitaire	de	l’EPR	in	vitro	et	significativement	in	vivo.		

Toutes	 ces	 expériences	 valident	 le	 fait	 que	 l’élimination	 des	 PMs	 dans	 l’espace	 sou-

rétinien	 est	 dépendante	 de	 l’activation	 de	 CD47	 par	 TSP-1.	 Nous	 montrons	 ici	 que	

HTRA1,	 dont	 l’expression	 est	 augmentée	 chez	 les	 patients	 porteurs	 de	 l’haplotype	 à	

risque	du	chromosome	10q26,	clive	TSP-1,	qui	ne	peut	plus	activer	son	récepteur	CD47	;	

ce	qui	promeut	la	survie	des	PM	dans	l’espace	sous-rétinien,	et	perturbe	l’homéostasie	

sous-rétinienne.	

TSP-1	fait	parti	des	premières	protéines	régulatrices	de	l’angiogenèse	identifiées	(Good	

et	 al.	 1990).	 L’interaction	 avec	 son	 récepteur	 CD36	 sur	 les	 cellules	 endothéliales	

représente	 le	 principal	mécanisme	par	 lequel	 elle	 régule	 l’angiogenèse	 (Dawson	 et	 al.	

1997)	:	 la	 liaison	 de	 TSP-1	 à	 CD36	 induit	 l’apoptose	 des	 cellules	 endothéliales	 et	 des	
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cellules	 adjacentes	 (Jimenez	 et	 al.	 2000).	 Un	 second	 mécanisme	 important	 dans	 la	

régulation	 de	 l’angiogenèse	 a	 	 été	 découvert	 via	 l’interaction	 entre	 TSP-1	 et	 son	

récepteur	CD47.	Cette	liaison	induit	l’inhibition	de	la	réponse	des	cellules	vasculaires	au	

monoxyde	d’azote	(NO)	(Isenberg	et	al.	2006).	Le	NO	est	une	molécule	produite	par	les	

cellules	 endothéliales	 et	 est	 impliqué	 dans	 une	multitude	 de	 processus	 vasculaires.	 Il	

inhibe	 notamment	 l’apoptose	 et	 favorise	 la	 prolifération	 des	 cellules	 endothéliales	

(Dimmeler	et	al.	1999	;	Rossig	et	al.	1999),	ainsi	que	leur	migration	(Ziche	et	al.	1994	;	

Murohara	 et	 al.	 1999).	 C’est	 la	 liaison	 du	 facteur	 pro-angiogénique	 VEGF-A	 sur	 son	

récepteur	 VEGFR2	 qui	 induit	 la	 production	 de	 NO	 après	 une	 cascade	 d’activations	

(Papapetropoulos	 et	 al.	 1997	;	 Fulton	 et	 al.	 1999	;	 Dimmeler	 et	 al.	 1999).	 Une	 fois	

secrété,	le	NO	a	la	propriété	d’activer	la	synthèse	de	GMP	cyclique	(Roy	and	Garthwhaite	

et	 al.	 2006)	;	 une	 cascade	 d’activation	 dépendant	 de	 GMP	 cyclique	 va	 induire	 la	

perméabilité	 et	 la	 prolifération	 des	 cellules	 endothéliales	 in	 vitro	(Hood	 et	 al.	 1998	;	

Meninger	 et	 al.	 2002)	 ;	 et	 l’angiogenèse	 in	 vivo	 (Fulton	 et	 al.	 2001).	 Le	 NO	 semble	

également	capable	d’activer	la	transcription	de	VEGF	grâce	à	l’induction	de	la	synthèse	

de	HIF-1α	 (Kasuno	et	al.	2004).	TSP-1	est	un	antagoniste	 très	 important	de	 la	voie	de	

signalisation	 du	 NO,	 et	 inhibe	 ses	 propriétés	 pro-inflammatoires,	 notamment	 par	

l’activation	 du	 récepteur	 CD47	 (Isenberg	 et	 al.	 2009a).	 La	 liaison	 de	 TSP-1	 au	 CD47	

induit	 la	 production	 de	 signaux	 régulateurs,	 qui	 vont	 inhiber	 la	 synthèse	 de	 GMP	

cyclique	(Suchard	et	al.	1996),	et	 interrompre	l’activité	pro-angiogénique	de	 la	voie	de	

signalisation	du	NO.	

Dans	notre	étude,	nous	montrons	que	TSP-1	est	un	nouveau	substrat	de	HTRA1,	et	que	

TSP-1	est	 clivée	entre	ses	deux	motifs	VVM,	qui	 sont	nécessaires	à	 sa	 liaison	avec	son	

récepteur	CD47.	Nous	pouvons	donc	penser	que,	lorsqu’elle	est	clivée	par	HTRA1,	TSP-1	

perd	 à	 la	 fois	 ses	 propriétés	 anti-inflammatoires	mais	 également	 ses	 propriétés	 anti-

angiogéniques.	En	effet,	TSP-1	clivée	ne	peut	plus	se	lier	au	CD47	;	elle	ne	peut	donc	plus	

inhiber	 l’angiogenèse	 dépendante	 du	 NO,	 comme	 développé	 ci-dessus.	 Ceci	 pourrait	

expliquer	la	raison	pour	laquelle	l’haplotype	à	risque	du	chromosome	10q26	prédispose	

à	la	fois	pour	la	forme	atrophique	de	la	DMLA,	mais	également	pour	la	forme	exsudative.		

HTRA1	 est	 exprimée	 par	 de	 très	 nombreux	 types	 cellulaires	 et	 est	 impliquée	 dans	

diverses	pathologies.	Parmi	ces	pathologies,	on	peut	notamment	citer	l’arthrose,	maladie	

qui	 affecte	 le	 cartilage	 et	pour	 laquelle	 la	part	 inflammatoire	 représente	un	processus	

pathogène	majeur.	En	effet,	plusieurs	équipes	ont	noté	une	augmentation	de	cytokines	
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pro-inflammatoires	 et	 de	 MMP	 (Lohmander	 et	 al.	 1993	 ;	 Kageyama	 et	 al.	 2000),	

sécrétées	par	les	fibroblastes	synoviaux	dans	le	cartilage	des	patients	malades	(Murphy	

et	al.	2002	et	Troeberg	et	al.	2012).	Il	est	aujourd’hui	admis	que	l’expression	de	HTRA1	

est	augmentée	dans	le	cartilage	(Hu	et	al.	1998)	et	le	fluide	synovial	des	patients	atteints	

d’arthrose	 (Grau	 et	 al.	 2005).	 TSP-1	 est	 exprimée	 par	 les	 chondrocytes	 à	 l’état	

physiologique	(Miller	 et	 al.	 1988	;	 DiCesare	 et	 al.	 1994)	 ;	 et	 plusieurs	 équipes	 ont	

observé	 une	 diminution	 significative	 de	 son	 expression	 chez	 les	 patients	 atteints	

d’arthrose	sévère	(Pfander	et	al.	2000).	Jusqu’à	présent,	les	hypothèses	de	pathogenèse	

de	 la	 maladie	 reposent	 sur	 la	 signalisation	 du	 TGF-β.	 En	 effet,	 à	 l’état	 physiologique,	

TGF-β	est	impliqué	dans	la	maintenance	des	cartilages,	principalement	en	empêchant	la	

différenciation	 hypertrophique	 des	 chondrocytes	 en	 cellules	 osseuses	 (Serra	 et	 al.	

1997).	 Comme	 HTRA1	 inhibe	 la	 signalisation	 de	 TGF-β	 ;	 la	 différenciation	 des	

chondrocytes	 et	 donc	 le	 remplacement	 de	 cartilage	 articulaire	 en	 os	 serait	 favorisé	

(Tsuchiya	et	al.	2005).	Or,	grâce	au	mécanisme	moléculaire	que	nous	révélons	dans	cette	

étude,	 nous	 pouvons	 imaginer	 que	 l’augmentation	 de	 HTRA1	 pourrait	 induire	 une	

augmentation	du	clivage	de	TSP-1	;	qui	perd	alors	ses	propriétés	anti-inflammatoires	et	

promeut	la	survie	des	macrophages	synoviaux	au	niveau	des	cartilages.	La	persistance	et	

l’accumulation	 de	 ces	 macrophages	 vont	 augmenter	 la	 sécrétion	 des	 cytokines	 pro-

inflammatoires	et	des	MMP	et		maintenir	un	environnement	inflammatoire	favorisant	le	

développement	 de	 la	maladie.	 Cette	 hypothèse	 doit	 néanmoins	 être	 vérifiée.	 En	 effet,	

d’autres	 équipes	 affirment	 que	 TGF-β	 et	 TSP-1	 seraient	 des	 facteurs	 favorisant	

l’inflammation	 et	 les	 retrouvent	 augmentés	 dans	 le	 plasma	 de	 patients	 atteints	

d’arthrose	 (Rico	 et	 al.	 2008	;	 Pohlers	 et	 al.	 2007).	 Ces	 observations	 restent	

contradictoires	et	doivent	être	vérifiées.	Dans	le	cadre	de	résultats	supplémentaires	de	

l’étude	de	notre	cohorte	de	patients,	nous	avons	pu	quantifier	TSP-1	dans	le	plasma	de	

nos	 patients	 et	 nous	 ne	 retrouvons	 pas	 de	 différences	 de	 concentration	 entre	 nos	

différents	 groupes,	 contrairement	 à	 l’équipe	 de	 Rico	 et	 ses	 collègues,	 qui	montre	 que	

TSP-1	n’est	quasiment	pas	exprimé	dans	le	plasma	de	leurs	patients	contrôles.	

Dans	 un	 tout	 autre	 contexte,	 la	 protéase	 HTRA1	 est	 également	 impliquée	 dans	 une	

pathologie	 rare	 causant	 une	 artériopathie	 cérébrale	 autosomale	 récessive,	 appelée	

CARASIL,	 et	 caractérisée	 par	 une	 dégénérescence	 micro-vasculaire	 et	 des	 ischémies	

(Fukutake	et	al.	2011).	HTRA1	est	a	ce	jour	le	seul	gène	impliqué	dans	la	survenue	de	la	

maladie	(Hara	et	al.	2009).	Les	mutations	du	gène	retrouvées	chez	les	patients	malades	
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conduisent	toutes	à	une	protéine	ayant	une	activité	protéase	extrêmement	réduite	et	qui	

ne	 serait	 plus	 capable	 de	 réprimer	 la	 signalisation	 du	 TGF-β	 (Hara	 et	 al.,	 2009).	 Les	

hypothèses	actuelles	se	 fondent	donc	sur	 le	 fait	que,	HTRA1	ne	pouvant	plus	cliver	 les	

membres	de	la	famille	TGF-β,	TGF-β	s’accumule	au	niveau	des	petites	artères	cérébrales	

des	 patients	 (Hara	 et	 al.	 2009).	 Il	 a	 également	 été	 retrouvé	 une	 accumulation	 de	

fibronectine	 et	 de	 versicane	 (Yanagawa	 et	 al.	 2002),	 protéines	 induites	 par	 TGF-β.	

Toutes	ces	protéines	de	 la	MEC	favorisent	 le	processus	de	fibrose.	 Il	est	a	noter	que	 la	

fibronectine	est	également	un	substrat	de	HTRA1	en	conditions	physiologiques	(Grau	et	

al.	 2005).	 Mais	 grâce	 à	 notre	 étude,	 nous	 pouvons	 également	 imaginer	 que	

l’augmentation	de	TGF-β	retrouvée	au	niveau	des	micro-vaisseaux	cérébraux	ne	serait	

finalement	que	le	résultat	final	de	la	perte	de		TSP-1.	En	effet,	comme	nous	le	montrons,	

à	l’état	physiologique,	HTRA1	clive	TSP-1.	Dans	le	contexte	de	CARASIL,	HTRA1	ne	clive	

plus	TSP-1,	qui	va	s’accumuler	et	activer	en	grande	quantité	TGF-β,	ce	qui	est	retrouvé	

dans	 les	 différentes	 études	 sur	 le	 sujet.	 A	 ce	 jour,	 aucune	 étude	n’a	 encore	 fait	 le	 lien	

entre	 expression	 de	 TSP-1	 et	 CARASIL.	 Il	 serait	 intéressant	 d’étudier	 ce	 point.	 Mais	

l’étude	de	cette	maladie	est	particulièrement	compliquée,	du	fait	du	très	faible	nombre	

de	patients	concernés	:	seulement	60	à	70	ont	été	diagnostiqués	à	ce	jour	dans	le	monde,	

et	presque	exclusivement	au	Japon	(Bianchi	et	al.	2014).	

Grâce	 à	 l’identification	 d’un	 nouveau	 substrat	 de	 HTRA1,	 le	 mécanisme	 que	 nous	

mettons	à	jour	dans	cette	étude	pourrait	donc	possiblement	avoir	un	rôle	dans	plusieurs	

pathologies,	et	notamment	les	pathologies	inflammatoires.	La	signalisation	TSP-1/CD47	

semble	 être	 en	 effet	 au	 centre	de	 très	nombreux	processus	biologiques,	 et	 l’activation	

pharmacologique	 du	 récepteur	 CD47	 pourrait	 permet	 d’inhiber	 les	 effets	 pro-

inflammatoires	 de	HTRA1.	 Plusieurs	 stratégies	 existent	 actuellement	 pour	 développer	

des	agonistes	de	CD47,	que	nous	allons	développer	brièvement.	

L’utilisation	 du	 peptide	 4N1K	 est	 très	 efficace	 dans	 notre	modèle	 in	 vitro,	 mais	 il	 est	

utilisé	à	des	doses	trop	importantes	pour	imaginer	une	application	thérapeutique	de	ce	

peptide.		L’avantage	principal	de	l’utilisation	des	peptides	en	thérapeutique	réside	dans	

le	 fait	qu’ils	ne	sont	composés	que	de	 la	partie	active	de	 la	molécule	qu’ils	miment.	 Ils	

sont	donc	particulièrement	efficaces	et	spécifiques	(Hummel	et	al.	2006	 ;	Ahrens	et	al.	

2012	;	Craik	et	al.	2013).	Les	peptides	ne	sont	également	constitués	que	d’acides	aminé,	

le	plus	souvent	linéaire.	Leur	élimination	par	l’organisme	est	donc	grandement	facilitée,	

et	les	risques	de	toxicité	réduits	en	comparaison	à	d’autres	molécules	chimiques	(Loffet	
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et	 al.	 2002).	 Cette	 caractéristique	 des	 peptides	 non	 modifiés	 à	 être	 très	 facilement	

dégradés	résulte	en	un	temps	de	demi-vie	très	court	(quelques	heures	maximum)	(Di	et	

al.	2014),	ce	qui	fait	qu’ils	ne	s’accumulent	pas	dans	les	tissus	cibles.	Ce	point	représente	

néanmoins	un	aspect	négatif	pour	leur	utilité	en	thérapeutique	:	leur	administration	doit	

être	 réalisée	 plus	 fréquemment.	 Les	 peptides	 thérapeutiques	 doivent	 être	 améliorés,	

afin	de	maximiser	leur	temps	de	demi-vie	dans	l’organisme.	

Dans	la	suite	de	cette	étude,	nous	avons	donc	créé	un	double	peptide	4N1K	:	deux	4N1K	

reliés	entre	eux	par	huit	glycines,	ou	par	du	polyéthylène	glycol.	Etant	donné	que	TSP-1	

possède	deux	séquences	VVM	en	C-terminal,	l’utilisation	d’un	double	peptide	permettra	

de	lier	ces	deux	motifs	simultanément.	Suite	au	traitement	de	co-cultures	d’EPR	de	porc	

et	de	Mos	circulant	humains	par	HTRA1	et	 le	double	peptide,	nous	avons	observé	que	

celui-ci	 était	 50	 fois	 plus	 efficace	 que	 le	 4N1K	 simple	 pour	 antagoniser	 les	 effets	 de	

HTRA1	sur	la	survie	des	Mos.	Cette	expérience	nous	confirme	que	la	séparation	des	deux	

motifs	 VVM	 de	 TSP-1	 par	 HTRA1	 peut	 être	 suffisante	 pour	 diminuer	 très	

significativement	 sa	 capacité	 à	 activer	 son	 récepteur	 CD47,	 et	 promouvoir	

l’accumulation	 des	 PM	 dans	 l’espace	 sous-rétinien.	 TSP-1	 forme	 un	 homo-trimère	

lorsqu’elle	 est	 activée	 à	 l’état	 physiologique	 (Adams	 and	 Lawler	 et	 al.	 1993).	 Trois	

molécules	de	TSP-1	peuvent	donc	 théoriquement	 se	 lier	 simultanément	 à	 six	 de	 leurs	

récepteurs	CD47.	Une	 fois	 la	 fonctionnalité	du	double	peptide	validé	 in	vitro	et	 in	vivo,	

nous	 avons	 développé	 un	 hexapeptide	 4N1K.	 Les	 premiers	 tests	 in	 vitro	 sur	 notre	

modèle	de	 co-culture	 sont	actuellement	en	 cours,	 afin	de	valider	ou	non	son	efficacité	

dans	l’élimination	des	Mos	sur	l’EPR	en	présence	de	HTRA1	recombinant.	Le	but	de	cette	

expérience	étant	d’augmenter	l’efficacité	du	peptide	activateur	de	CD47	au	maximum.	

Une	 multitude	 de	 stratégies	 a	 été	 développée	 pour	 contrer	 les	 limites	 des	 peptides	

thérapeutiques.	 Parmi	 elles,	 on	 trouve	 notamment	 le	 peptibody,	molécule	 chimérique	

constituée	 d’une	 protéine	 fusionnée	 avec	 un	 fragment	 Fc	 d’immunoglobuline	

(Kontermann	 et	 al.	 2009	;	 Roopenian	 et	 al.	 2007).	 Les	 avantages	 principaux	 des	

peptibodies	 	 sont	qu’ils	présentent	une	demi-vie	plus	 longue	d’environ	 trois	 semaines	

(Wang	 et	 al.	 2011)	 que	 les	 peptides	 classiques,	 et	 leur	 solubilité	 est	 augmentée.	 Le	

premier	 prototype	 approuvé	 par	 la	 United-States	 Food	 and	 Drugs	 Administration	 en	

2008	 et	 par	 l’Agence	 Européenne	 des	 Médicaments	 en	 2009	 était	 un	 peptibody	

développé	pour	le	traitement	du	purpura	thrombopénique	immunologique	(Molineux	et	

al.	2010),	maladie	auto-immune	de	la	coagulation.	
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Le	domaine	peptidique	du	peptibody	représente	la	partie	thérapeutique	de	la	molécule.	

Trois	axes	de	modification	sont	envisageables	pour	maximiser	l’efficacité	du	peptibody.	

Dans	 un	 premier	 temps,	 le	 peptide	 peut	 être	 fixé	 directement	 au	 fragment	 Fc,	 mais	

l’introduction	de	«	spaceurs	»	ou	de	séquences	de	liaison	peuvent	améliorer	son	activité	

(Shimamoto	et	 al.	 2012)	;	 l’orientation	de	 la	 séquence	peptidique	peut	 également	 être	

modifiée	(Shimamoto	et	al.	2012),	tout	comme	la	nature	du	domaine	Fc	(Shimamoto	et	

al.	2012)	:	sa	dimérisation	peut	augmenter	le	nombre	de	peptides	disponibles.	Un	autre	

avantage	de	cette	molécule	est	son	faible	poids	moléculaire,	inférieur	à	70kDa	(Cavaco	et	

al.	2017)	comparé	à	450kDa	de	la	TSP-1	trimérique.		

Enfin,	la	dernière	stratégie	d’activation	du	récepteur	CD47	afin	de	contrer	les	effets	pro-

inflammatoires	de	HTRA1	pourrait	être	le	développement	d’une	protéine	recombinante	

TSP-1	modifiée	et	résistante	à	HTRA1.	En	effet,	grâce	aux	expériences	de	spectrométrie	

de	masse	que	nous	avons	réalisées,	nous	connaissons	les	sites	de	clivages	de	HTRA1	sur	

TSP-1.	Nous	avons	 fait	développer	une	 série	de	protéines	 recombinantes	 reprenant	 le	

domaine	C-terminal	de	TSP-1,	domaine	qui	contient	ses	deux	motifs	VVM	:	une	TSP-1	C-

ter	 non	modifiée	;	 une	TSP-1	 C-ter	 où	 les	 acides	 aminés	 reconnus	 par	HTRA1	pour	 le	

clivage	 ont	 été	 retirés	;	 et	 une	 TSP-1	 C-ter	 où	 les	 acides	 aminés	 reconnus	 par	HTRA1	

pour	le	clivage	ont	été	remplacés	par	d’autres	acides	aminés.	La	protéine	recombinante	

TSP-1	C-ter	non	modifiée	a	pu	être	amplifiée	et	secrétée	par	des	cellules	HEK293.	Cette	

protéine	mutant	possède	les	mêmes	caractéristiques	que	la	protéine	TSP-1	entière	:	elle	

est	clivée	par	HTRA1	et	favorise	l’élimination	des	Mos	sur	l’EPR	sur	notre	modèle	de	co-

culture	 in	 vitro.	 Malheureusement,	 les	 deux	 protéines	 mutant	 que	 nous	 avons	

construites	 sont	 exprimées	 dans	 les	 deux	 types	 cellulaires	 que	 nous	 avons	 testé	

(HEK293	et	CHO),	mais	ne	sont	pas	secrétées	par	ces	cellules.	Nous	n’avons	donc	pas	pu	

les	 purifier.	 Suite	 à	 ce	 premier	 essai,	 nous	 avons	développé	de	nouveaux	mutants	 qui	

comportent	 un	 peptide	 signal	 plus	 fort,	 ce	 qui	 pourrait	 favoriser	 leurs	 sécrétions.		

Malgré	ce	nouveau	changement,	 les	protéines	mutant	n’ont	 toujours	pas	été	sécrétées,	

dans	 les	 HEK293	 comme	 dans	 les	 CHO.	 Nous	 pouvons	 penser	 que	 le	 changement	

d’acides	 aminés	 au	 sein	 du	 domaine	 C-terminal	 de	 TSP-1	 modifie	 possiblement	 sa	

structure,	 ce	 qui	 l’empêche	 peut-être	 d’être	 secrétée.	 Ces	 premiers	 résultats	 in	 vitro	

valident	nos	sites	de	clivage	pour	la	protéine	TSP-1	C-ter	non	modifiée,	mais	ne	sont	pas	

encourageants	pour	les	protéines	modifiées.	
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Toutes	ces	différentes	stratégies	sont	actuellement	testées	au	laboratoire	afin	de	valider	

celle	 qui	 présentera	 la	 meilleure	 efficacité	 d’activation	 de	 CD47,	 afin	 de	 restaurer	

l’immunosuppression	de	l’EPR.	
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CONCLUSION	
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Les	 résultats	 de	 cette	 étude	 décrivant	 l’inactivation	 de	 TSP-1	 induite	 par	 HTRA1	

décrivent	 un	mécanisme	 totalement	 nouveau	 sur	 la	 promotion	 de	 l’inflammation	 par	

HTRA1	;	 et	 comment	 TSP-1	 est	 mécaniquement	 inactivé	 durant	 cette	 phase	

inflammatoire.	

L’augmentation	 significative	 de	 l’expression	 de	 HTRA1	 par	 les	 Mos	 des	 individus	

porteurs	 de	 l’haplotype	 à	 risque	 du	 chromosome	 10q26	 favorise	 une	 réaction	

inflammatoire	plus	 importante.	Cette	augmentation	liée	à	 l’haplotype	à	risque	pourrait	

s’expliquer	par	le	fait	qu’elle	favorisait	la	survie	face	à	certaines	maladies	infectieuses	au	

cours	de	l’évolution,	ce	qui	a	conduit	à	sa	fréquence	relativement	importante	observée	

aujourd’hui.	L’inflammation	sous-rétinienne	est	observée	à	la	fois	dans	la	forme	précoce	

de	 la	 maladie,	 mais	 aussi	 dans	 les	 formes	 tardives	 (forme	 atrophique	 et	 exsudative)	

(Guillonneau	et	al.,	2017)	;	ceci	pourrait	expliquer	la	raison	pour	laquelle	cet	haplotype	à	

risque	ne	prédispose	pas	plus	pour	une	forme	en	particulier	(Fritsche	et	al.,	2013).	Ces	

résultats	renforcent	fortement	le	lien	entre	HTRA1	et	pathogenèse	de	la	DMLA.	

Il	 est	 également	 intéressant	 de	 souligner	 que	 la	 variant	 du	 CFH	 associé	 à	 la	 DMLA	

(Y402H),	 l’autre	 principal	 variant	 prédisposant	 à	 la	 maladie,	 inhibe	 également	

l’élimination	 homéostatique	 des	 PM	 infiltrant	 dépendante	 de	 CD47.	 Nous	 avons	

récemment	 montré	 que	 la	 liaison	 du	 CFH	 à	 son	 récepteur	 CD11B/CD18,	 associé	 au	

CD47,	bloquait	stériquement	l’activation	de	CD47	(Calippe	et	al.,	2017).	La	convergence	

des	deux	variants	prédisposant	majoritairement	à	la	DMLA	à	inhiber	une	seule	voie	de	

signalisation	moléculaire	 pourrait	 être	 la	 raison	 pour	 laquelle	 ces	 deux	 variants	 sont	

associés	de	façon	similaires	à	toutes	les	formes	de	la	DMLA.	

L’activation	de	CD47	par	un	agoniste	semble	donc	être	un	axe	très	prometteur	pour	le	

développement	de	potentielles	molécules	thérapeutiques	pour	le	traitement	de	la	DMLA,	

et	particulièrement	pour	la	forme	atrophique	pour	laquelle	il	n’existe	actuellement	pas	

de	traitement.	
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SUMMARY

Variants of the CFH gene, encoding complement
factor H (CFH), show strong association with
age-related macular degeneration (AMD), a major
cause of blindness. Here, we used murine models
of AMD to examine the contribution of CFH to
disease etiology. Cfh deletion protected the mice
from the pathogenic subretinal accumulation of
mononuclear phagocytes (MP) that characterize
AMD and showed accelerated resolution of inflam-
mation. MP persistence arose secondary to bind-
ing of CFH to CD11b, which obstructed the homeo-
static elimination of MPs from the subretinal space
mediated by thrombospsondin-1 (TSP-1) acti-
vation of CD47. The AMD-associated CFH(H402)
variant markedly increased this inhibitory effect
on microglial cells, supporting a causal link to dis-
ease etiology. This mechanism is not restricted to
the eye, as similar results were observed in a
model of acute sterile peritonitis. Pharmacological
activation of CD47 accelerated resolution of both
subretinal and peritoneal inflammation, with impli-
cations for the treatment of chronic inflammatory
disease.

INTRODUCTION

Age-related macular degeneration (AMD) is a heritable neuroin-
flammatory disorder characterized by deposits of lipoprotei-
naceous debris called large drusen (early AMD), choroidal
neovascularization (wet AMD, late form), and an extending lesion
of the retinal pigment epithelium (RPE) and photoreceptors
(geographic atrophy, GA, late form) (Sarks, 1976). Early AMD af-
flicts more than 150 million people worldwide, and 10 million
people suffer from late AMD (Wong et al., 2014). AMD is strongly
associated with common and rare genetic variants of the CFH
gene, encoding complement factor H (CFH), suggesting a causal
role for alterations in CFH expression or function in the patho-
genesis of this disease (Fritsche et al., 2014). However, the
mechanisms through which these alterations may lead to or
contribute to AMD are not well understood.
CFH is an abundant soluble plasma factor composed of 20

short consensus repeat domains (SCR) with important roles in
inflammation (Kopp et al., 2012) and coagulation (Rayes et al.,
2014) and as an antioxidant (Weismann et al., 2011). The SCR7
domain of CFH binds to glycosaminoglycans (GAG) on cell sur-
faces, where it inhibits complement activation (Kopp et al.,
2012). This domain also allows CFH to bind to myeloid cells via
the integrin CD11b (that forms, with CD18, the complement 3 re-
ceptor), supporting myeloid cell adhesion and migration, as well
as the phagocytosis of microbes and cell debris (DiScipio et al.,
1998; Kang et al., 2012; Losse et al., 2010). At inflammatory sites,
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CFH is strongly secreted by mononuclear phagocytes (MP),
such as microglial cells (MC) and macrophages (M4) (Gautier
et al., 2012; Luo et al., 2011; Schlaf et al., 2001), adding to the
exudated plasma CFH and CFH produced by certain stromal
cells such as the retinal pigment epithelium (RPE) in the eye (An-
derson et al., 2010).

A genetic variant that results in the substitution of histidine
402 for tyrosine (Y402H) in the SCR7 domain of CFH is associ-
ated with the highest risk of AMD (Fritsche et al., 2014), as well
as with other conditions such as smoking-associated lung can-
cer (Zhang et al., 2012) and increased mortality after cerebral
hemorrhage (Appelboom et al., 2011). This genetic variant is
associated with both early and advanced forms of AMD (Frit-
sche et al., 2014), suggesting that CFH(H402) may drive dis-
ease onset.

Early and advanced forms of AMD are associated with chronic
accumulation of MPs in the subretinal space located between
the RPE and photoreceptor outer segments (Combadière
et al., 2007; Gupta et al., 2003; Lad et al., 2015; Levy et al.,
2015a; Sennlaub et al., 2013). Functional studies in animal
models suggest that subretinal MP accumulation plays a critical
role in neovascularization and photoreceptor degeneration that
characterizes late AMD (Cruz-Guilloty et al., 2013; Sennlaub
et al., 2013; Tsutsumi et al., 2003). Similarly, non-resolving,
low-grade inflammation and MP persistence contributes signifi-
cantly to the pathogenesis of many chronic, age-related dis-
eases such as metabolic diseases (obesity, atherosclerosis),
neurodegenerative diseases, and cancers (Nathan and Ding,
2010). In these settings, MP persistence is not considered
causal, but rather is associated with considerable collateral
damage to host cells, which fuels further inflammation (Nathan
and Ding, 2010).

Here, we examined the contribution of CFH to the etiology of
AMD. We found a noncanonical role for CFH in the regulation
of MP accumulation in chronic inflammation and in the resolution
of acute inflammation. Our findings shed light on the mecha-
nisms by which CFH(H402) drives sub-retinal inflammation and
further suggest that the role for CFH in resolution of inflammation
may be relevant in various settings.

RESULTS

CFHDeficiency Prevents Chronic Pathogenic Subretinal
Inflammation
Physiologically, the subretinal space is devoid of immune cells,
including resident MCs (Combadière et al., 2007; Levy et al.,
2015a), due to the potent immunosuppressive proapoptotic fac-
tors produced by the RPE that eliminate infiltrating leukocytes
(Griffith et al., 1995; Levy et al., 2015a). We have previously
shown that high levels of Apolipoprotein E, as observed in sub-
retinal MPs of AMD patients,Cx3cr1-deficient mice, and human-
ized transgenic mice expressing the AMD-risk APOE2 isoform
(TRE2-mice), induce chronic, age-related, and pathogenic sub-
retinal MP accumulation (Levy et al., 2015a, 2015b; Sennlaub
et al., 2013). Indeed, Cx3cr1GFP/GFP and TRE2 mice model the
age-dependent subretinal MP accumulation and associated
photoreceptor degeneration observed in human AMD (Comba-
dière et al., 2007; Levy et al., 2015b; Sennlaub et al., 2013). We
therefore sought to determine whether Cfh deficiency would

alter disease onset and progression in Cx3cr1GFP/GFP and
TRE2 mice. Quantification of subretinal IBA-1+ MPs on retinal
and RPE flatmounts of 2- to 3-month- and 12-month-old animals
showed that the age-related increase in subretinal MPs
observed in both models was nearly completely blunted in the
absence of CFH (Figures 1A and 1B). Micrographs revealed
that Cx3cr1GFP/GFP Cfh!/! mice were protected against the thin-
ning of the outer nuclear layer, which hosts photoreceptor nuclei,
usually observed in Cx3cr1GFP/GFP mice (Sennlaub et al., 2013)
(Figure 1C). Photoreceptor nuclei row counts (Figure 1D) and
calculation of the area under the curve showed Cfh deficiency
protected against the photoreceptor cell loss observed in
Cx3cr1GFP/GFP mice (Figure 1E) and TRE2 mice (Levy et al.,
2015b) (Figure 1F), while no difference was observed in Cfh!/!

compared to control mice. Similarly, Cfh deficiency completely
protected against cone loss observed on peanut agglutinin-,
cone arrestin-double-stained labeled retinal flatmounts from
12-month-old Cx3cr1GFP/GFP mice and TRE2-mice (Figures
1G–1J). CFH did not alter the secretion of key pathogenic cyto-
kines by MPs in vitro (Figure S1), confirming that the numerical
decrease ofMPs, rather than an altered ability to produce inflam-
matory mediators, protected Cfh deficient animals against the
degeneration. Thus, we showed that CFH was required for the
chronic, age-related, subretinal MP accumulation and associ-
ated photoreceptor degeneration observed in both mouse
models of AMD. A similar age- and CFH-dependent increase in
MPs was also described in the choroid of Cfh+/! compared to
Cfh!/!mice (Toomey et al., 2015). In humans, ocular CFH immu-
noreactivity is invariably stronger in AMD donor tissues (Hage-
man et al., 2005; Johnson et al., 2006; Weismann et al., 2011)
and CFH autoantibodies are protective in AMD (Dhillon et al.,
2010). Together with these observations, our results strongly
suggest that CFH critically controls subretinal MP accumulation
in AMD.

CFH Inhibits the Resolution of Acute Subretinal
Inflammation
Next, to better understand how CFH controls subretinal inflam-
mation, we evaluated its impact on acute light-induced stress.
The intensity of the light-challenge model used herein was cali-
brated to induce substantial subretinal MP infiltration in AMD-
prone Cx3cr1GFP/GFP and TRE2 mice, but not in controls (Levy
et al., 2015b; Sennlaub et al., 2013). Quantification of subretinal
IBA-1+ MPs revealed similar early subretinal MP accumulation in
TRE2 Cfh!/! (Figure 2A) and Cx3cr1GFP/GFP Cfh!/! mice (Fig-
ure 2B) and their respective controls at the end of the 4-day light
challenge. However, after an additional 10 days under normal
light conditions to allow for MP clearance and inflammation res-
olution (Hu et al., 2015), subretinal MPs were eliminated signifi-
cantly faster in TRE2 Cfh!/! and Cx3cr1GFP/GFP Cfh!/! mice
compared to controls (Figures 2A and 2B). Thus, our data sug-
gest that CFH controlled MP persistence at the inflammatory
site rather than their initial accumulation.
Similar to Cfh!/! mice (Pickering et al., 2002), Cx3cr1GFP/GFP

Cfh!/! and TRE2 Cfh!/!mice have low circulating levels of com-
plement factor C3 (Figure S2), likely due to uninhibited plasma
complement activation and exhaustion. To test whether the sys-
temic lack of C3 would accelerate the elimination of subretinal
MPs as observed in Cx3cr1GFP/GFP Cfh!/! mice, we replaced
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hepatic CFH using hydrodynamic injection of a plasmid encod-
ing Cfh under the albumin promoter. Liver Cfh complementation
restored circulating C3 concentrations in Cx3cr1GFP/GFP Cfh!/!

mice to 40%–60% of the Cx3cr1GFP/GFP levels over the
14 days of the experimental protocol (Figure 2C). However, the
significant increase in circulating C3 levels did not affect
the number of subretinal MPs in Cx3cr1GFP/GFP Cfh!/! mice at
day 14 (Figure 2D).

The comparable subretinal MP counts at the beginning of
acute inflammation (day 4) (Figures 2A and 2B) and the lack of
influence of circulating C3 levels during the resolution phase
(Figure 2D) suggested that systemic C3 was not involved in
MP recruitment or their elimination. We next assessed relative
CfhmRNA levels in retinal and RPE and choroid tissue homoge-
nates, bone marrow (BM-Mos), and circulating (Mos) mono-
cytes, as well as MCs isolated from the brain and retina. Our

Figure 1. CFH Deficiency Prevents Chronic Pathogenic Subretinal Inflammation
(A and B) (A) Representative images of 12-month-old IBA-1 (green)-stained RPE flatmounts of Cx3cr1GFP/GFP and Cx3cr1GFP/GFP Cfh!/! mice and (A and B)

quantification of subretinal IBA-1+ MPs in 2- to 3-month- and 12-month-old mice of the indicated strains (A: one-way Anova/Bonferroni test *p < 0.0001 versus all

other groups,Mann-Whitney $p < 0.0001 versusCx3cr1GFP/GFP at 12months of age; B: one-way Anova/Bonferroni test *p < 0.0001 versus all other groups, Mann-

Whitney $p = 0.0003 versus TRE2 at 12 months of age).

(C–F) (C) Micrographs, taken 1,000 mm from the optic nerve, of 12-month-old Cx3cr1GFP/GFP and Cx3cr1GFP/GFP Cfh!/! mice. (D) Photoreceptor nuclei rows at

increasing distances (!3,000 mm: inferior pole, +3,000 mm: superior pole) from the optic nerve (0 mm) in 12-month-old mice. (E and F) Quantification of the area

under the curve of photoreceptor nuclei row counts of 12-month-old mice of the indicated transgenic mouse strains (E: one-way Anova/Bonferroni test: *p <

0.0001 versus all other groups; Mann-Whitney $p = 0.0024 versus Cx3cr1GFP/GFP mice; F: one-way Anova/Bonferroni test: *p < 0.001 versus all other groups;

Mann-Whitney $p = 0.0158 versus TRE2 mice).

(G–J) (G) Micrographs, taken in the superior periphery of peanut agglutinin (staining cone segments, red), cone arrestin (white), IBA-1 (green) triple-stained 12-

month-old Cx3cr1GFP/GFP and Cx3cr1GFP/GFP Cfh!/! mice. (H) Cone density quantifications on retinal flatmounts in peripheral and central, inferior, and superior

retina (!3,000 mm: inferior pole, +3,000 mm: superior pole, optic nerve: 0 mm) and their average (I and J) in 12-month-old mice of the indicated transgenic mouse

strains (I: one-way Anova/Bonferroni test: *p < 0.0001 versus all other groups; Mann-Whitney $p = 0.0024 versus Cx3cr1GFP/GFP mice; J: one-way Anova/

Bonferroni test: *p < 0.0001 versus all other groups; Mann-Whitney $p = 0.0158 versus TRE2 mice).

TRE2 and TRE3: targeted replacement mice expressing human APOE 2 and 3 isoforms. ONL: outer nuclear layer; Scale bar A and C, 50 mm.

n, number of replicates indicated in the graphs; replicates represent quantifications of eyes from different mice of at least three different cages. All values are

reported as mean ± SEM.
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data showed that RPE and choroid andMCs expressed the high-
est levels ofCfhmRNA in wild-type (WT) andCx3cr1GFP/GFPmice
(Figure 2E), in accordance with CFH protein localization around
subretinal MPs in vivo (Figure S2). To evaluate whether MC- or
RPE-derived CFH would impact subretinal MP elimination, we
adoptively transferred CFSE-labeled MCs from different mouse
strains into the subretinal space of either WT or Cfh!/! mice.
The surviving CFSE+ MCs were then enumerated 24 hr after in-
jection. We previously showed that subretinally injected WT
Mos,MCs, orMfs quickly undergo apoptosis and are eliminated
(Levy et al., 2015a), and that such clearance is significantly de-
layed when MPs lack CX3CR1 (Levy et al., 2015a). We found
that Cx3cr1GFP/GFP MCs lacking Cfh were eliminated faster

than controls (Figure 2F). This difference could be reversed by
human CFH (Figure 2F). Experiments using BM-Mos revealed
comparable results (Figure S3). Interestingly, recipient-derived
CFH only had a very minor impact on MC elimination (Figure 2F),
suggesting that MP-derived CFH is more important. Similarly,
TRE2 Cfh!/! MCs injected in WT recipients were eliminated
faster than controls, and adding CFH protein again reversed
the effect (Figure 2G).
In summary, our data showed that CFH did not influence initial

MP recruitment but inhibited MP elimination during inflammation
resolution. They also demonstrated that RPE- and liver-derived
CFH had little influence on this phenotype. Indeed, MP-derived
CFH was sufficient to inhibit MP clearance. Similar to our

Figure 2. CFH Inhibits the Resolution of
Acute Subretinal Inflammation
(A and B) (A) Representative images of IBA-1

(green)-stained RPE flatmounts of light-challenged

TRE2 and TRE2 Cfh!/! mice and (A and B) quan-

tification of subretinal IBA-1+ MPs in non-illumi-

nated (NI), 4 days light challenged (d4), and 4 days

light challenged followed by 10 days of recovery

(d4 + 10) of 2- to 3-month-old mice of the indicated

strains. (A: one-way Anova/Bonferroni test *p <

0.0001 versus the NI groups and TRE3 mice at d4,
$p < 0.0001 versus TRE2 d4 + 10; Mann-Whitney
$p = 0.0004 versus TRE2 at d4 + 10; B: one-way

Anova/Bonferroni test *p < 0.0001 versus the NI

groups and C57BL6/J mice at d4, $p < 0.0001

versus Cx3cr1GFP/GFP at d4 + 10; Mann-Whitney
$p = 0.0002 versus Cx3cr1GFP/GFP at d4 + 10).

(C) Quantification by ELISA of circulating plasma

C3 in control animals and after hypervolemic liver

transfection with a control plasmid (ctl Pl) or a

plasmid encoding murine CFH (mCFH) in 2- to

3-month-old Cx3cr1GFP/GFP and Cx3cr1GFP/GFP

Cfh!/! mice. Measurements were performed

before (d0), at the end (d4), and 10 days after (d14)

the light challenge. (one-way Anova/Bonferroni test

at d0 *p = 0.0003, d4 *p = 0.0018, d4 + 10 *p =

0.0009 compared to control plasmid injected mice

at each time point).

(D) Quantification of subretinal IBA-1+ MPs/mm2 in

light-challenge model at day 14 in 2- to 3-month-

old Cx3cr1GFP/GFP and Cx3cr1GFP/GFP Cfh!/! mice

after hypervolemic liver transfection of the empty

plasmid or the plasmid encoding murine CFH.

(Mann-Whitney = 0,1).

(E) Quantitative RT-PCR of Cfh mRNA normalized

to Rps26mRNA expression in retina, choroid/RPE,

circulating monocytes (cMo), bone marrow mono-

cytes (BM-Mo), retinal microglia (MC Retina), and

brain microglia from the indicated strains (n = rep-

licates from individual mice except for retinal MCs which represent three preparations from five pooled mice each).

(F) Representative micrograph of CFSE+ MCs on RPE flatmounts of the indicated strains 24 hr after subretinal adoptive transfer to Cfh!/! mice. Quantification of

CFSE+MCs of the indicated strains 24 hr after adoptive transfer to WT C57BL6/J orCfh!/!mice, with or without purified human CFH (one-way Anova/Bonferroni

test *p < 0.001 versus C57BL6/J CFSE+ MCs in C57BL6/J recipients, $p = 0.0043 versus Cx3cr1GFP/GFP CFSE+ MCs in C57BL6/J recipients, yp = 0.0139 versus

Cx3cr1GFP/GFP Cfh!/!CFSE+MCs in C57BL6/J recipients; there were no significant differences between groups injected inWTC57BL6/J orCfh!/! recipients for

each cell genotype).

(G) Quantification of subretinal CFSE+ MCs of the indicated strains 24 hr after adoptive transfer to C57BL6/J WT mice, with or without purified human CFH (one-

way Anova/Bonferroni test, *p = 0.0009 versus C57BL6/J CFSE+ MCs, $p = 0.0012 versus TRE2 CFSE+ MCs, yp = 0.0085 versus TRE2 Cfh!/! CFSE+ MCs).

n = number of replicates presented in the graphs; for A, B, and D, n = replicates represent quantifications of eyes from different mice of at least three different

cages; for F and G, n = replicates from individual mice from three experiments with three different cell preparations. TRE2 and TRE3: targeted replacement mice

expressing human APOE 2 and 3 isoforms; post-transf.: post-transfection; light-chall: light-challenge; ctlPL: control plasmid; mCFH: murine CFH plasmid; Scale

bar A and F = 50 mm. All values are reported as mean ± SEM.
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Figure 3. CFH Binding to CD11b Inhibits MP Elimination Mediated by TSP-1 Activation of CD47
(A and B) Representative cytometry plots of (A) sorted brain Cx3cr1GFP/GFP Cfh!/! microglial cells (gated on GFPhigh) incubated with increasing dose of

hCFH::Cy5.5 (15,625 m/mL to 500 mg/mL) and (B) sorted Cx3cr1GFP/GFP Cfh!/! bone marrow monocytes pre-incubated with an isotype IgG or anti-CD11b IgG

(5C6 clone) before hCFH::Cy3 or PBS incubation. Bonemarrowmonocyteswere gated asGFP+CD115+ Ly-6G! cells (the experimentswere repeated three times

with similar results).

(C) Representative micrograph of subretinal Cx3cr1GFP/GFP Cfh!/! CFSE+ MCs on RPE flatmounts 24 hr after subretinal adoptive transfer injection together with

CFH and control IgG or anti-CD11b IgG (clone 5C6) and Cx3cr1GFP/GFP CFSE+ MCs with control IgG, anti-CD11b IgG (clone 5C6), or anti-C3b/iC3b/C3c IgG

(clone 3/26) to WT C57BL6/J mice and quantification of the indicated groups (Anova/Bonferroni test, yp = 0.0034 versus Cx3cr1GFP/GFP Cfh!/! CFSE+ MCs

without CFH, z p = 0.0036 versus Cx3cr1GFP/GFP Cfh!/! + CFH + cIgG, Mann-Whitney *p = 0.0083 versus cIgG;).

(D) Representative confocal micrographs of CD11b-CD47 complexes (red dots) detected by proximity ligation assay on freshly isolated brain Cx3cr1GFP/GFP

Cfh!/! MCs counterstained with Hoechst nuclear stain (blue; negative control: omitting the primary antibodies; the experiment was repeated three times with

similar results).

(legend continued on next page)
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experiments, the observation that recipient, but not liver Cfh ge-
notype, confers the AMD-risk in liver transplant patients (Khand-
hadia et al., 2013) suggests that plasma CFH is not involved in
AMD pathogenesis and points to the importance of MP-derived
CFH in the disease.

CFH Binding to CD11b Inhibits MP Elimination Mediated
by TSP-1 Activation of CD47
CFH can act as a cofactor of complement factor I (CFI) to cleave
C3b into iC3b, which reduces C3 convertase formation, formed
by C3b and activated complement factor B (CFB) and opsonizes
(iC3b) apoptotic bodies (Martin and Blom, 2016). However, we
did not detect C3 or activated C3 fragments in subretinal MPs
of Cx3cr1GFP/GFP or Cx3cr1GFP/GFP Cfh!/! mice (Figure S3),
and BM-Mos and MCs only expressed low and very low levels
of C3 mRNA and no detectable levels of Cfi mRNA in both cell
types (Figure S4). Together, these observations made a signifi-
cant implication of locally produced C3, C3b, or iC3b in CFH-
mediated inhibition of MP elimination unlikely.

CFH also binds directly to the integrin CD11b (DiScipio et al.,
1998; Kang et al., 2012; Losse et al., 2010) that was strongly ex-
pressed by MPs with no detectable differences in our mouse
strains (Figure S5). Flow cytometry analysis showed fluores-
cently labeled CFH bound dose-dependently to MCs (Figure 3A)
and BM-Mos isolated from Cx3cr1GFP/GFP Cfh!/! mice (Fig-
ure 3B). Pre-incubation with an anti-CD11b antibody inhibited
CFH binding (Figure 3B), as previously demonstrated for neutro-
phils (DiScipio et al., 1998). As shown above (Figure 2F), adding
CFH toCx3cr1GFP/GFP Cfh!/!MCs transferred subretinally in WT
recipients delayed their elimination. This effect was no longer
observed when transferred MPs were treated with the anti-
CD11b antibody (Figure 3C). The antibody also significantly
accelerated the elimination of CFH-competent Cx3cr1GFP/GFP

MCs. By contrast, an anti-C3b/iC3b/C3c antibody that inhibits
complement-induced hemolysis (clone 3/26 (Mastellos et al.,
2004) had no effect (Figure 3C). These results revealed that
CFH binding to the CD11b integrin was necessary to inhibit
MC elimination and suggested a C3-independent, non-canoni-
cal role of CFH in this mechanism.

CD11b co-localizes with the integrin-associated protein (IAP,
CD47) in lipid rafts (Pfeiffer et al., 2001), a thrombospondin 1

(THBS1, TSP-1) receptor known to potentiate FasL-induced
endothelial cell and T cell death (Manna et al., 2005; Quesada
et al., 2005). We therefore investigated whether CFH binding to
CD11b could limit CD47 activation and impair MP elimination
in Cx3cr1GFP/GFP and TRE2mice. First, we found the expression
level of TSP-1 and CD47, as well as the plasma TSP-1 levels,
were similar in our different mouse strains (Figure S5). Next,
proximity ligation assay revealed numerous complexes formed
by CD11b and CD47 on Cx3cr1GFP/GFP Cfh!/! MCs (Figure 3D).
We next analyzed the role of CD47 in subretinal MC clearance in
adoptive transfer experiments. Subretinally injected CFSE-
labeled MCs from WT, Thbs1!/!, or Cd47!/! donors into WT re-
cipients revealed that MCs lacking Thbs1 or Cd47 had slower
elimination rates thanWTMCs (Figure 3E). Co-injected recombi-
nant TSP-1 accelerated the elimination of WTMCs and reversed
the phenotype of Thbs1-deficient MCs, but had no effect onMCs
lackingCd47 (Figure 3E), suggesting the interaction of TSP1with
CD47-mediated MC elimination. Moreover, analysis of Thbs1!/!

and Cd47!/! mice revealed a significant age-related (Figure 3F)
and light-induced (Figure 3G) increase in subretinal MPs in these
strains as compared to controls, but not in mice lackingCd36, an
alternative TSP-1 receptor. Overall, our results pointed to TSP-1
activation of CD47 as central in the maintenance of subretinal
immunosuppression. Our results also likely explained the previ-
ously reported increased and prolonged subretinal inflammation
observed in Thbs1!/! mice (Chen et al., 2012; Ng et al., 2009;
Wang et al., 2012). Interestingly, binding of TSP-1 to CD36 that
mediates endothelial cell apoptosis and is necessary for latent
TGF-b activation (Febbraio et al., 2001) had no significant influ-
ence on subretinal MP accumulation, as observed here in
Cd36!/! mice.
Taking into account the opposing effects of TSP1 andCFH, we

next evaluated their interaction in MP elimination. Using our
adoptive transfer assay, we found that a TSP-1 blocking anti-
body reversed the accelerated elimination of Cx3cr1GFP/GFP

Cfh!/! MCs compared to controls (Figure 3H). Furthermore,
the faster elimination rate observed after supplementation of re-
combinant TSP-1 to Cx3cr1GFP/GFP Cfh!/! MCs was completely
lost when purified CFH was concomitantly added (Figure 3I).
Next, we used the laser-injury model to test whether

CFH binding to CD11b or CD47 activation can accelerate

(E) Quantification of subretinal CFSE+ MCs of the indicated strains 24 hr after adoptive transfer to WT C57BL6/J mice with and without recombinant TSP-1 (n =

replicates from individual mice from experiments with three different cell preparations; one-way Anova/Bonferroni test zp = 0.0359 versus C57BL6/J CFSE+MCs

without TSP-1; *p < 0.0001 versus C57BL6/J CFSE+ MCs without TSP-1; $p < 0.0001 versus Tsp1!/! CFSE+ MCs without TSP-1; yp = 0.0002 versus C57BL6/J

CFSE+ MCs without TSP-1).

(F and G) Representative images of 12-month-old IBA-1 (green)-stained RPE flatmounts of C57BL6/J and Cd47!/! mice and quantification of subretinal IBA-1+

MPs of WT C57BL6/J, Thbds1!/!,Cd47!/!mice, andCd36!/!mice at (F) 2 to 3 months and 12 months and (G) after a 4-day light challenge, followed by 10 days

of recovery (n = replicates represent quantifications of eyes from different mice of at least three different experiments and cages; one-way Anova/Bonferroni test

F: *p < 0.0001 versus 2- to 3-month-old Thbds1!/! mice and 12-month-old C57BL6/J mice; yp < 0.0001 versus 2- to 3-month-old Cd47!/! mice and 12-month-

old C57BL6/J mice; G: *p < 0.0001 versus C57BL6/J; yp < 0.0001 versus C57BL6/J).

(H and I) Quantification of subretinal Cx3cr1GFP/GFP Cfh!/! CFSE+ MCs with (H) control IgM or anti-TSP-1 IgM (clone A4.1) 24 hr after adoptive transfer (Mann-

Whitney *p = 0.0002 IgM versus anti-TSP-1) or (I) recombinant TSP-1 (rTSP1) and rTSP1 + purified CFH (one-way Anova/Bonferroni test $p = 0.0024 versus

Cx3cr1GFP/GFP Cfh!/! CFSE+ MCs without rTSP1; *p = 0.0003 versus Cx3cr1GFP/GFP Cfh!/! CFSE+ MCs + rTSP).

(J–L) (J) Representative micrographs of RPE flatmounts of CD102 (red) and IBA-1 (green) immunohistochemistry and quantification of subretinal IBA-1+ MPs on

the RPE counted at a distance of 0–500 mm fromCD102+ CNV 10 days after the laser-injury in 2-month-oldCx3cr1GFP/GFPmice injected at day 4 and day 7 with (J)

PBS or rTSP1, (K) control peptide 4NGG or CD47-activating peptide PKHB1, and (L) control IgG or anti-CD11b IgG (Mann-Whitney J *p = 0.0097; K *p < 0.0001;

L *p = 0.0298).

Thbs: thrombospondin 1 gene; TSP-1: thrombospondin. n = number of replicates indicated in the graphs; for C, E, G, and H, n = replicates from individual mice

from experiments with three different cell preparations; for F, I, and J, n = replicates represent quantifications of eyes from different mice of at least three different

experiments and cages. Scale bar, C, F, and I = 50 mm; D, left panels = 20 mm, right panel = 10 mm. All values are reported as mean ± SEM.
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inflammation resolution in CFH-competent Cx3cr1GFP/GFP mice.
Using this model, we take advantage of the fact that laser burn
induces a thinning of the retina above the impact, facilitating
diffusion of intravitreally injected molecules to the subretinal
space. Our results showed that TSP-1 (Figure 3J), CD47-acti-
vating peptide PKHB1 (a derivate of the 4N1K CD47-agonist
peptide with improved pharmacological properties [Denèfle
et al., 2016], Figure 3K), or the anti-CD11b antibody (that blocks
CFH binding to CD11b, Figure 3L), injected at the height of laser-
induced subretinal inflammation (d4 and d7), all significantly
accelerated subretinal MP elimination as compared to their
controls.
Taken together, our data showed that CFH binding to the

integrin CD11b inhibited subretinal MC elimination. We demon-
strated that CD47 co-localized with CD11b on MPs and medi-
ated the physiological role of TSP-1 in subretinal MP elimination.
The observation that TSP-1 blockade reversed the effect of CFH
deficiency and that recombinant CFH blocked the effect of
TSP-1 on subretinal MP elimination strongly suggested that
CFH binding to CD11b interfered with TSP-1 activation of
CD47. We showed that TSP-1 and more specifically CD47 acti-
vation efficiently accelerated MP elimination similar to Cfh
deficiency.

CFH Inhibits the Resolution of Acute Sterile Peritonitis
Non-resolving inflammation contributes significantly to the path-
ogenesis of many chronic, age-related diseases (Nathan and
Ding, 2010). To test whether CFH influences inflammation reso-
lution in other pathological contexts, we used a model of acute
thioglycollate-induced peritonitis, characterized by an early
accumulation of neutrophils, followed by recruited monocyte-
derived inflammatory macrophages (recM4), both experiencing
an apoptosis-driven elimination at different kinetics (Gautier
et al., 2013). Analysis of the ImmGen dataset (Gautier et al.,
2012) (GenBank: GSE37448) showed that Cfh mRNA levels in
thioglycollate-elicited peritoneal recM4 were approximately
doubled compared to circulating blood Ly-6C+ Mo, from which
they derive (Figure 4A). Thus, recM4s likely participate to local
CFH in peritonitis, in addition to extravasated plasma CFH.
Quantification of recruited CD115+ F4/80+ ICAM2lo recM4s in
Cfh!/! mice and controls (Figure 4B) revealed a robust and
similar early accumulation 1 day after peritonitis induction (Fig-
ure 4C). At day 3, however, while the numbers of recM4s
continued to rise in WT mice, they had receded by 50% in
Cfh!/! mice (Figure 4C). This observation was similar to the
accelerated elimination of subretinal MPs observed in light-chal-
lenged TRE2 Cfh!/! and Cx3cr1GFP/GFP Cfh!/! mice (Figures 2A
and 2B). Human recombinant CFH injected into the peritoneal
cavity of Cfh!/! mice at day 1 significantly inhibited the
enhanced clearance of recM4s observed in this strain at day 2
as compared to heat-denatured CFH (Figure 4D), akin to the ef-
fect we observed in subretinally injected Cx3cr1GFP/GFP Cfh!/!

MCs (Figure 2F). In addition, similar to our results in MCs (Fig-
ure 3D), a proximity ligation assay revealed numerous and spe-
cific complexes CD11b and CD47 in WT recM4 retrieved at
day 1 (Figure 4E). Finally, a single intraperitoneal (i.p.) injection
of recombinant TSP-1 or the CD47-specific activating peptide
PKHB1 at day 1 significantly accelerated the elimination of
recM4s as observed at day 2 (Figure 4F).

In summary, our results showed that CFH inhibited recM4
elimination in sterile peritonitis, confirming findings for infiltrating
MPs in the subretinal space. The observation that complexes
of CD11b and CD47 were present on peritoneal recM4 and
that CD47 activation accelerated recM4 elimination during peri-
tonitis strongly suggested that CFH inhibited CD47-dependent
inflammation resolution similarly in both the eye and the
peritoneum.

The CFH(H402) Variant Inhibits Subretinal MC
Elimination More Potently than the Common CFH(Y402)
The substitution of histidine 402 for tyrosine (Y402H) in the CFH
sequence accounts for a major part of the genetic risk of AMD.
To test whether the Y402H polymorphism influenced the elimina-
tion of distinct MPs differently, we transferred CFSE-labeled
Cx3cr1GFP/GFP Cfh!/! MCs or BM-Mos to the subretinal space
together with purified CFH(Y402) or the disease associated
CFH(H402) to WT mice. CFSE+ cell counts after 24 hr revealed
that both isoforms inhibited clearance of BM-Mos (Figure 5A)
and MCs (Figure 5B) compared to cells injected without CFH.
However, while CFH(Y402) and CFH(H402) had similar effects
on BM-Mo elimination (Figure 5A), CFH(H402) limited MC clear-
ance by 37% compared to CFH(Y402) (Figure 5B). In addition,
recombinant CFH(Y402) reversed the accelerated elimination
rate observed when subretinally injected Cx3cr1GFP/GFP Cfh!/!

MCs were treated with recombinant TSP-1, and recombinant
CFH(H402) was 50%more potent at inhibiting this phenomenon
(Figure 5C).
Taken together, our results showed that CFH(H402) was

significantly more potent to inhibit the subretinal elimination of
certain MPs, such asMCs. The CFH(H402) variant might thereby
spur non-resolving inflammation under the retina and thus
explain its association with early and late AMD (Fritsche et al.,
2014) where subretinal MPs accumulate (Lad et al., 2015; Levy
et al., 2015a; Sennlaub et al., 2013).

DISCUSSION

We report the previously unknown ability of CFH to favor sub-
retinal MP accumulation in mice developing chronic, non-
resolving, age-related inflammation in the eye. We extended
this finding to inflammation resolution in general by usingmodels
of acute inflammation in the peritoneum and the eye. Our work
supports the long-standing association between CFH variant
and AMD, and we uncovered the mechanisms by which CFH im-
pacts MP infiltration independently from its action in the comple-
ment cascade.
The subretinal space is prone to MP infiltration due to

light-induced oxidative stress and high metabolic activity
(Combadière et al., 2007; Ng and Streilein, 2001), and this is
physiologically counterbalanced by the expression of immune-
suppressive factors by the RPE (Griffith et al., 1995; Levy et al.,
2015a).We showed that CFH favoredMP accumulation by inhib-
iting their elimination mediated by TSP-1 activation of CD47.
Remarkably, Thbs1!/! and Cd47!/! mice developed age-
related subretinal inflammation under normal living conditions.
This can possibly be explained by the sensitizing role of TSP-1
on FasL-induced cell death (Manna et al., 2005; Quesada
et al., 2005), as FasL expression by the RPE is necessary to
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prevent subretinal MP accumulation (Griffith et al., 1995; Levy
et al., 2015a).

CFH was expressed at high levels in MCs and Mo-derived
M4s in peritonitis, and we confirmed a stepwise binding interac-
tion between CFH and CD11b (Gautier et al., 2012; Luo et al.,
2011; Schlaf et al., 2001) and CD11b and CD47 (Pfeiffer et al.,
2001) on MPs. The ligation of the sizeable CFH (1231 amino
acids) to CD11b might thereby sterically hinder the ligation of
the trimeric TSP-1 (33 1106 amino acids) to CD47 and increase
MP lifespan. Although the exact mechanism remains to be eluci-
dated, our data show that complement activation or CFH-
dependent production of iC3b, an alternative ligand of CD11b,
did not play a detectable role in the process: C3b, iC3b, or
C3c fragments were not found in the subretinal space, and CFI

(necessary to produce iC3b) was not significantly transcribed
in MPs. Lastly, a specific antibody that inhibits the alternative
cascade (Mastellos et al., 2004) did not accelerate MP
elimination.
In addition, we found that the AMD-associated CFH(H402)

variant had an increased capacity to inhibit the elimination of
certain MP populations, such as MCs, strengthening the causal
link to AMDetiology. AlthoughCFH(H402) affinity is decreased to
certain GAG species, it is higher in particular to GAG sulfates
(Clark et al., 2006). GAG sulfate profiles differ greatly between
MPs and different microenvironments. For example, keratan sul-
fate proteoglycans (KPSG) are strongly present on ramified brain
MCs, but not on blood Mos (Wilms et al., 1999). The differential
expression of GAG sulfates, such as KPSG, on MCs might

Figure 4. CFH Inhibits the Resolution of
Acute Sterile Peritonitis
(A) Normalized signal intensity for Cfh mRNA

levels extracted from Affymetrix transcription

analysis of bone marrow monocytes (1), Ly-6C+

circulating blood monocytes (2), MHC-II! and

MHC-II+ monocyte-derived peritoneal macro-

phages at day 5 of thioglycollate-induced perito-

nitis in 3-month-old WT C57BL6/J mice (3 and 4;

one-way Anova/Bonferroni test yp = 0.0036

versus blood monocytes; *p = 0.0005 versus

blood monocytes).

(B) Representative cytometry plots of WT

C57BL6/J (upper panels) or Cfh!/! mice (lower

panels) three days after thioglycollate-induced

peritonitis. CD115+ F4/80+ cells represents mac-

rophages, with CD115+ F4/80+ ICAM-2lo repre-

senting Mo-derived M4 and CD115+ F4/80+

ICAM-2hi representing resident macrophages.

(C) Quantification of CD115+ F4/80+ ICAM-2lo Mo-

derived M4 in exudates of WT C57BL6/J and

Cfh!/! mice at indicated time points after thio-

glycollate-induced peritonitis (one-way Anova/

Bonferroni test yp = 0.012 versus d0 WT

C57BL6/J; *p = 0.005 versus d0Cfh!/!; p = 0.9697

between d1 groups; $p < 0.0001 versus d3 WT

C57BL6/J).

(D) Quantification of CD115+ F4/80+ ICAM-2lo Mo-

derived M4 in exudates of Cfh!/! mice at day 2

(d2) after mice were injected with native (CFH) or

heat-denatured (dCFH) purified CFH at day 1 (d1)

(Mann-Whitney *p = 0.0087 versus dCFH).

(E) Representative confocal micrographs of

CD11b-CD47 complexes (red dots) detected by

proximity ligation assay on freshly harvested Mo-

derived M4 one day after thioglycollate injection in

WT C57BL6/J and Cd47!/! mice. Hoechst was

used for nuclear stain (blue; negative control:

omitting the primary antibodies; the experiment

was repeated three times with similar results).

(F) Quantification of CD115+ F4/80+ ICAM-2lo Mo-

derived M4 in exudates of WT C57BL6/J mice at

d2 after mice were injected with PBS or rTSP-1

(Mann-Whitney $p = 0.0048), or control peptide

4NGG or CD47-activating peptide PKHB1 (Mann-

Whitney $p = 0.0087) at day 1.

M4: macrophage; Mo: monocyte; Thio: thio-

glycollate; MHC: major histocompatibility complex; dCFH: heat-denatured CFH; negCTL: negative control. n = number of replicates indicated in the graphs;

replicates represent quantifications of exudate cells from different mice of three (C) or two (E and F) different peritonitis inductions. Scale bar, E = 10 mm. All

values are reported as mean ± SEM.
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explain why CFH(H402) differentially influenced MC, but not
BM-Mos, elimination. Subretinal MPs originating from infiltrating
Mo and MCs (Sennlaub et al., 2013) invariably express
KPSG strongly (Combadière et al., 2007; Ng and Streilein,
2001; Ng et al., 2009). This is also the case in spinal cord
injury, but not in autoimmune neuritis (Jones and Tuszynski,
2002; Matsui et al., 2013). CFH(H402) might therefore have
a particularly strong influence on subretinal inflammation
observed in AMD, but not necessarily in other chronic inflamma-
tory diseases. In human evolution, the limited elimination
of MPs and the increased inflammatory reaction associated
with CFH(H402) might have increased survival to certain infec-
tious diseases, leading to its high frequency as observed today
in certain populations. In AMD, CFH(H402) might be pathogenic,
as it fuels subretinal inflammation and leads to chronic
inflammation, which add to its decreased capacity to inhibit
oxidative stress (Weismann et al., 2011) and to bind to Bruchs
membrane (Clark et al., 2010) that protects the RPE against un-
controlled complement activation (Coffey et al., 2007; Toomey
et al., 2015).
Current anti-inflammatory therapies, such as steroids, non-

steroidal anti-inflammatory drugs (NSAID), or immunosuppres-
sive drugs (Ciclosporin) can have paradoxical effects on
macrophage function. They increase proinflammatory mediators
(high-dose steroids) (Lim et al., 2007), upregulate toll-like recep-
tors on macrophages (Ciclosporin) (Tedesco and Haragsim,
2012), and prolong macrophage infiltration (NSAID) (Gilroy
et al., 1999), which might explain their lack of therapeutic effect
in AMD. Our findings introduce a new strategy to directly induce
the elimination of pathogenic macrophage accumulation in
AMD, and possibly other conditions, by pharmacological activa-
tion of CD47.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Mice
Cfh!/!, TRE2, and TRE3 mice were generous gifts fromMathew Pickering and

Patrick Sullivan. Cx3cr1GFP/GFP, Thbs1!/!, Cd47!/!, and Cd36!/! mice were

obtained for The Jackson laboratories, Cx3cr1GFP/GFP Cfh!/!, and TRE2

Cfh!/! mouse strains were generated, all mice were either negative or back-

crossed to eliminate the Pde6brd1, Gnat2cpfl3, and Crb1rd8 mutations. The

mice were kept to the indicated ages under specific pathogen-free condition

in a 12 hr/12 hr light/dark (100 lux) cycle with no additional cover in the cage

and with water and normal chow diet available ad libitum.

Aging, Light Challenge-, and Laser-Injury Model
Mice were exposed to green LED light (4500 Lux) for 4 days and subsequently

kept in cyclic conditions (Sennlaub et al., 2013). Laser-coagulations were per-

formed onmalemice (Vitra Laser, 532 nm, 450mW, 50ms, and 250 mm), which

were intravitreally injected (days 4 and 7) with 2 mL of PBS, recombinant human

TSP-1 (10 mg/mL), the 4NGG control peptide or the PKHB1 CD47-activating

peptide (200 mM), anti-CD11b antibody (50 mg/mL), and isotype control rat

IgG2 (50 mg/mL) and sacrificed at day 10. All experimental procedures were

approved by the local animal care ethics committee C2EA-05—Charles

Darwin.

Histology and Immunohistochemistry
After fixation, the eyes were cryo-sectioned (10 mm) and stained with anti-C3-,

anti-C3b/iC3b/C3c-, and anti-CFH-antibodies and appropriate secondary an-

tibodies or dissected for flatmount preparations. The retinas and choroids

were incubated with peanut agglutinin, anti-IBA-1, anti-cone arrestin, or

anti-CD102 antibodies as indicated, followed by appropriate conjugated sec-

ondary antibodies. IBA-1+ cells were counted on whole RPE/choroidal flat-

mounts and on the outer segment side of the retina. PA+ cone arrestin+ cells

were counted on oriented retinal flatmounts. For histology, the eyes were

fixed, embedded in Historesin, cut (5 mm sagittal sections), and stained with

toluidin blue. Rows of nuclei in the outer nuclear layer (ONL) were counted at

different distances from the optic nerve.

Hydrodynamic Injection
Empty pLIVE plasmid and coding for murine CFHwas intravenously injected to

mice, as previously described (Rayes et al., 2010). Four days later, mice were

exposed to the light challenge model, and their blood was sampled to quantify

plasma C3 concentration by ELISA.

Plasma and Mononuclear Phagocyte Preparations, Analysis, and
Culture
Plasma C3 and TSP-1 levels were measured by ELISA. Mos from the blood

and bone marrow were isolated by negative selection. MCs from brain and

retina were isolated with anti-CD11b microbeads. No (CFH-containing) serum

was used in any step of the purification. Cells were used for adoptive transfer

experiments, analyzed by RT-qPCR or cultured for 24 hr in serum-free DMEM

in the presence of recombinant human APOE3, and finally, their supernatants

were analyzed by cytokine multiplex array.

Figure 5. The CFH(H402) Variant Inhibits
Subretinal MC Elimination More Potently
than the CFH(Y402) Form
(A) Quantification of subretinal Cx3cr1GFP/GFP

Cfh!/! CFSE+ monocytes on RPE and retinal

flatmounts 24 hr after adoptive transfer to WT

C57BL6/J mice with and without purified

CFH(Y402) or CFH(H402) (Anova/Bonferroni test

*p < 0.0001).

(B) Quantification of subretinal Cx3cr1GFP/GFP

Cfh!/! CFSE+ microglial cells on RPE and retinal

flatmounts 24 hr after adoptive transfer to WT

C57BL6/J mice with and without purified

CFH(Y402) or CFH(H402) (Anova/Bonferroni test

*p = 0.0025 versus without CFH; yp = 0.0052

versus CFH(H402)).

(C) Quantification of subretinal Cx3cr1GFP/GFP

Cfh!/! CFSE+ microglial cells on RPE and retinal flatmounts 24 hr after adoptive transfer to WT C57BL6/J mice without or with recombinant TSP-1 (rTSP1),

rTSP1 + recombinant CFH(Y402), or rTSP1 + recombinant CFH(H402) (Anova/Bonferroni test $p = 0.00236 versus without TSP-1; yp = 0.0002 versus with

TSP-1;zp = 0.0005 versus with TSP-1 + CFHY402).

Mos: monocytes; MCs: microglial cells; rTSP1: recombinant TSP-1; n = number of replicates indicated in the graphs, replicates represent quantifications from

individual mice from two (A) to three (B and C) experiments with three different cell preparations. All values are reported as mean ± SEM.



	 137	

	 	

Subretinal Adoptive Microglial Cell Transfer and Clearance
Brain MCs from male mice were sorted, labeled with CFSE, and injected in

the subretinal space (verified by fundoscopy) of WT or Cfh!/! male mice

in 4 mL of PBS, purified human or recombinant CFH, CFH(Y402), and

CFH(H402) (500 mg/mL), recombinant human TSP-1 (10 mg/mL), and following

antibodies (10 mg/mL); anti-CD11b, anti-C3b/iC3b/C3c, isotype control rat

IgG2, anti-TSP-1, and isotype control mouse IgM. After 24 hr, CFSE+ cells in

the subretinal space were quantified on whole RPE/choroidal and retinal

flatmounts.

Thioglycollate-Induced Peritonitis and Flow Cytometry
Peritonitis was induced by i.p. injections of 0.5 mL of 3% (weight/volume)

thioglycollate broth in male mice. At 24 hr, mice were injected with 100 mL of

PBS containing native or heat inactivated purified commercial human CFH

(500 mg/mL), recombinant human TSP-1 (50 mg/m), the CD47-activating pep-

tide PKHB1, or the 4NGG control peptide (500mM), and exudate cells were

analyzed using a BD Fortessa flow cytometer.

CFH Binding Assay by Flow Cytometry
MCs from Cx3cr1GFP/GFP Cfh!/! were stained 30 min with Cy5.5-conjugated

human CFH at 37"C and washed before acquisition on a BD Fortessa flow cy-

tometer. Bone marrowmonocytes were preincubated with control IgG or anti-

CD11b antibody (clone 5C6) at 10 mg/mL and incubated with hCFH-Cy3.

CD11b-CD47 Proximity Ligation Assay
Duolink PLA assay was performed following the manufacturer’s instructions

with rabbit anti-CD11b and goat anti-CD47 on day 1 thioglycollate elicited

peritoneal M4s and brain MCs.

Statistical Analysis
Graph Pad 7 (GraphPad Software) was used for data analysis and graphic rep-

resentation. All values are reported as mean ± SEM. Statistical analysis and

variance analysis was performed by one-way ANOVA, followed by Bonferroni

post-test (for multiple comparison) or Mann-Whitney U-test (two-group com-

parison) among means depending on the experimental design. The n and

p values are indicated in the figure legends.

Please see Supplemental Information for more details.

SUPPLEMENTAL INFORMATION

Supplemental Information includes Supplemental Experimental Procedures

and five figures and can be found with this article online at http://dx.doi.org/
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Franchini, S., Tudoran, R., Markiewski, M., Lambris, J.D., and Erdei, A.

(2004). Novel monoclonal antibodies against mouse C3 interfering with com-

plement activation: description of fine specificity and applications to various

immunoassays. Mol. Immunol. 40, 1213–1221.

Matsui, H., Ohgomori, T., Natori, T., Miyamoto, K., Kusunoki, S., Sakamoto, K.,

Ishiguro, N., Imagama, S., and Kadomatsu, K. (2013). Keratan sulfate expres-

sion in microglia is diminished in the spinal cord in experimental autoimmune

neuritis. Cell Death Dis. 4, e946.

Nathan, C., and Ding, A. (2010). Nonresolving inflammation. Cell 140,

871–882.

Ng, T.F., and Streilein, J.W. (2001). Light-induced migration of retinal

microglia into the subretinal space. Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. 42,

3301–3310.

Ng, T.F., Turpie, B., and Masli, S. (2009). Thrombospondin-1-mediated regu-

lation of microglia activation after retinal injury. Invest. Ophthalmol. Vis. Sci.

50, 5472–5478.
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Summary

Orthodenticle homeobox 2 (OTX2) controls essential, homeo-

static retinal pigment epithelial (RPE) genes in the adult. Using

cocultures of human CD14+ blood monocytes (Mos) and primary

porcine RPE cells and a fully humanized system using human-

induced pluripotent stem cell-derived RPE cells, we show that

activated Mos markedly inhibit RPE OTX2 expression and resist

elimination in contact with the immunosuppressive RPE. Mech-

anistically, we demonstrate that TNF-a, secreted from activated

Mos, mediates the downregulation of OTX2 and essential RPE

genes of the visual cycle among others. Our data show how

subretinal, chronic inflammation and in particular TNF-a can

affect RPE function, which might contribute to the visual

dysfunctions in diseases such as age-related macular degenera-

tion (AMD) where subretinal macrophages are observed. Our

findings provide important mechanistic insights into the regula-

tion of OTX2 under inflammatory conditions. Therapeutic restora-

tion of OTX2 expression might help revive RPE and visual

function in retinal diseases such as AMD.

Key words: age-related macular degeneration; monocytes;

OTX2; retinal pigment epithelium; TNF-a; visual cycle.

Introduction

Orthodenticle homeobox 2 (OTX2) is a key transcription factor for the

development of the brain and sensory organs (Acampora et al., 1995;

Cantos et al., 2000; Fossat et al., 2006). Mutations of OTX2 in humans

are associated with ocular malformation, pituitary defects, and mental

retardation (Gorbenko Del Blanco et al., 2012). During retina develop-

ment, OTX2 controls the specification of the retinal pigment epithelium

(RPE), a monolayer of pigmented cells adjacent to the photoreceptors

outer segments (POS). OTX2 expression is maintained in the adult RPE

where it regulates the expression of a number of essential genes such

as tyrosinase, and P protein, necessary for RPE melanogenesis to inhibit

light back scatter (Mart!ınez-Morales et al., 2003; Housset et al., 2013),

and transferrin (TRF), an essential iron transporter (Housset et al.,

2013). It also regulates genes crucially involved in the retinol visual

cycle: transthyretin (TTR), a retinol carrier, and retinol dehydrogenase 5

(RDH5) that re-isomerizes all-trans-retinal into 11-cis-retinal (Housset

et al., 2013). Complete OTX2 ablation in adult mice induces progres-

sive photoreceptor degeneration (Housset et al., 2013). Reduced OTX2

in RPE cells and therefore TTR and RDH5 expression likely leads to the

impaired capacity to import and revert all-trans-retinal into 11-cis-

retinal, therefore slowing the visual cycle, which increases the recovery

time after bleach, as observed in RDH5-deficient patients (Cideciyan

et al., 2000). Interestingly, the early stages of age-related macular

degeneration (AMD, a major cause of visual impairment) are also

associated with a marked increase in recovery time after bleach before

significant loss of RPE or photoreceptors occur (Owsley et al., 2001;

Flamendorf et al., 2015), which suggests that the visual cycle is slowed

before degeneration appears. The molecular reasons for these

dysfunctions are unknown.

The RPE also expresses immunosuppressive factors, such as Fas ligand

(FasL), that lead to a quick elimination of leukocytes (Griffith et al., 1995;

Levy et al., 2015a) and participates in keeping the subretinal space

physiologically devoid of immune cells (Gupta et al., 2003; Combadi"ere

et al., 2007; Lad et al., 2015). In diseases such as AMD, subretinal

immunosuppression is impaired and macrophages (M/) accumulate

subretinally around the RPE. They are found on the apical side of the RPE

adjacent to atrophic zones that define geographic atrophy (GA, a late

form of AMD), around choroidal neovascularizations, and around large

drusen, sub-RPE debris deposits observed in early AMD (Gupta et al.,

2003; Combadi"ere et al., 2007; Lad et al., 2015; Levy et al., 2015a).

Blood monocyte-derived CD14+CCR2 + M/s invariably participate in

this infiltration (Sennlaub et al., 2013).

We here used a coculture model of fresh human CD14+blood Mos

and primary porcine RPE (pRPE) cells and a fully humanized system using

human-induced pluripotent stem cell (iPS)-derived RPE (hiRPE) to mimic

subretinal cellular interactions under physiological and pathological

conditions. We demonstrate that TNF-a, secreted from activated Mos,

mediates downregulation of OTX2 and essential RPE genes such as

RDH5. Our data show how subretinal, chronic inflammation can affect

RPE function, which likely contributes to the visual dysfunctions and later

degeneration in diseases such as AMD where subretinal M/s are

observed.

Results

The RPE efficiently eliminates na€ıve, but not activated
monocytes in vitro

Physiologically, mononuclear phagocytes (MPs) are quickly eliminated

when injected subretinally due to RPE FasL expression in vivo (Levy

et al., 2015a). Mos have previously been shown to induce RPE
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apoptosis, in conditions where their number exceeds the number of

RPE cells (Yang et al., 2009, 2011), which might correspond more to

an autoimmune chorioretinitis type of setting. We here first cultured

human CFSE-stained, blood-derived, magnetic bead-sorted CD14+Mos

alone (Fig. 1A left panels and B uninterrupted lines) or in coculture in a

0.5/1 ratio (as determined by cell counts after 1 h of coculture) with

confluent porcine primary RPE cells (pRPE, Fig. 1A right panels and B

dotted lines) for up to 3 days. The cultures were either conducted in

Dulbecco’s modified Eagle’s serum (DMEM) alone (Fig. 1A upper

panels and B blue lines) or containing lipopolysaccharide (LPS) (Fig. 1A

lower panels and B red lines) to simulate a pro-inflammatory micro-

environment. After 24 h, we observed a strong reduction in green-

fluorescent CFSE+Mos in the coculture condition that was significantly

inhibited by LPS (Fig. 1A). LPS also induced a marked morphological

change in the CFSE+Mos that appeared larger and stellate, compared

with the control condition (Fig. 1A insets). At 24 h, automated

counting of CFSE+DAPI+Mos revealed a significant 80% contraction

of the Mo population in the coculture condition compared with the

monoculture and the coculture at 1, 3, and 6 h (Fig. 1B). The reduction

further decreased at 48, and 72 h (Fig. 1B). LPS did not significantly

change the number of Mos in monoculture, or in the first 6 h of

coculture, but the Mos resisted their elimination significantly when LPS

was added to the coculture after 15 h, when a severe drop in na€ıve

Mo numbers was observed. TUNEL staining of the coculture system did

not reveal significant TUNEL+ nuclei numbers, likely because dying Mos

detached from the RPE monolayer. However, transfer of any 24 h

coculture supernatants to fresh wells did not lead to any cell adhesion,

suggesting that the coculture did not contain any floating viable cells

(data not shown).

We have previously shown that the RPE induces Mo apoptosis via FasL

in vivo (Levy et al., 2015a), which necessitates a cell–cell contact. We

next cultured Mos in the upper chamber of a transwell with or without

an RPE monolayer in the lower chamber or in the contact coculture as

described above. Quantification of CFSE+DAPI+Mos at 24 h revealed no

differences in cell density induced by the presence of RPE when Mos

were cultured without contact in the transwells with or without LPS,

contrary to contact cocultures (Fig. 1C), indicating that RPE/Mo contact

is necessary for the Mo elimination. We next separately pre-incubated

the monocytes (1 h) and RPE cells (24 h) with LPS (40 ng mL!1) before

the coculture in LPS-free DMEM. Quantification of CFSE+DAPI+Mo

density after 24 h of coculture shows that pre-activation of Mos, but not

pre-activation of the RPE, significantly reduced RPE-induced Mo elimi-

nation (Fig. 1D), similar to the condition when LPS was directly added to

the coculture. The number of OTX2+DAPI+RPE nuclei, counted auto-

matically by Arrayscan of OTX2 immunostained cultures, did not vary

significantly between RPE monoculture and RPE/Mo coculture, be it with

or without LPS (Fig. 1E). Counting of RPE cells using a zonula occludens

1 (ZO-1) stain that delimitates the RPE cell borders gave similar results

(not shown) and showed no major morphological RPE changes in these

conditions (Fig. 1E picture panels).

The above-described experiments were carried out with primary

porcine RPE, which has the advantage to use primary RPE cells. To

evaluate whether any of the results were due to interspecies

incompatibilities in the coculture of human monocytes with porcine

RPE cells, we next used human iPS-derived RPE (hiRPE) cells in a purely

human coculture for 24 h (Fig. 1F). Similar to the results obtained

with primary porcine RPE, hiRPE induced a strong contraction of

human CFSE+Mo numbers at 24 h compared with Mo monocultures

and this reduction was significantly inhibited by LPS (Fig. 1F). Again

the number of OTX2+DAPI+RPE nuclei evaluated by OTX2

immunostaining showed no difference of RPE nuclei in any condition

(Fig. 1G). We next compared Mo survival in cocultures with either

hiRPE cells or human primary fibroblasts (hFibro) from which the hiRPE

cells were derived. Twenty-four h of coculture clearly demonstrates

that the transformation of hFibro into hiRPE cells induces the

immunosuppressive phenotype (Fig. 1H). Accordingly, LPS induced an

increase in Mo numbers in coculture with hiRPE but not with hFibro.

To test whether a more AMD-relevant Mo stimulation induces a

similar resistance to elimination, we added apolipoprotein E (APOE) to

the coculture system. We previously showed that APOE, which is

observed in subretinal MPs of AMD patients (Levy et al., 2015a) and

in MPs that express the AMD-risk isoform APOE2 (Levy et al., 2015b),

activates the CD14/TLR2/4-dependent innate immunity receptor cluster

and induces inflammatory cytokines (Levy et al., 2015a,b). Similar to

LPS, recombinant APOE (but not heat-inactivated APOE, data not

shown) induced a robust increase in Mo numbers in coculture with

hiRPE but not with hFibro (Fig. 1H).

Taken together, our coculture conditions closely mimic the RPE

immunosuppressive effect on leukocytes observed in vivo (Griffith et al.,

1995; Levy et al., 2015b). The activation of Mos significantly prolonged

their survival in contact with porcine and human RPE cells similar to AMD

where MPs are observed on the apical side of RPE cells around

geographic atrophy lesions, subretinal neovascularization, and large

drusen (Gupta et al., 2003; Combadi"ere et al., 2007; Lad et al., 2015;

Levy et al., 2015a).

Activated Mos downregulate RPE OTX2 expression

OTX2 expression is maintained in the adult RPE where it regulates the

expression of a number of essential RPE genes (B#eby et al., 2010;

Housset et al., 2013). Using OTX2 immunohistochemistry to positively

identify RPE nuclei in the coculture experiments, we were able to

accurately count the number of OTX2+DAPI+RPE nuclei, but also noticed

that the intensity of the staining varied depending on the culture

condition: The OTX2-staining intensity (Fig. 2A, red staining) was similar

in pRPE monocultures without or with LPS (Fig. 2A, left panels) and

similar to the Mo/pRPE coculture condition without LPS after 24 h

(Fig. 2A upper right panel). However, when LPS was added to the

coculture condition, the intensity of OTX2 fluorescence was greatly

diminished (Fig. 2A, lower right panel). Quantitative analysis of the

fluorescence intensity using the Arrayscan showed that OTX2-staining

intensity was comparable in pRPE monoculture and Mo/pRPE cocultures

at 24 h, except in the LPS coculture condition in which a very significant

decrease was measured (Fig. 2A, graphic). This decrease was observed

as soon as 6 h and throughout the experiment (Fig. 2B). Similarly, OTX2

fluorescence intensity was significantly diminished in human hiRPE cells

after 24 h LPS- and APOE-stimulated cocultures compared with

unstimulated cocultures and hiRPE cell monocultures (Fig. 2C). When

we pre-incubated the monocytes and pRPE cells with LPS separately

before their 24 h coculture, OTX2 immunofluorescent intensity again

was significantly diminished by pre-activation of Mos, but not the pRPE,

similar to the condition when LPS was directly added to the coculture

(Fig. 2D). OTX2 mRNA quantification by RT-qPCR (Fig. 2E) and OTX2

protein by Western blot analysis (Fig. 2F) confirmed a significant

reduction in OTX2 expression in the LPS coculture condition. The

reduction in well above 50% of OTX2 expression observed in RT-qPCR

and Western blot analysis is unlikely due to the dilution by surviving Mos

in the coculture, as they only represent maximally 25%

(1000 Mos mm!2; 3000pRPE mm!2; Fig. 1) of the cells in the LPS

coculture condition.

TNF-a downregulates OTX2, T. Mathis et al.174
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Fig. 1 The RPE efficiently eliminates na€ıve- but not activated monocytes in vitro. (A) Representative pictures and quantification of CFSE labeled Mos at 24 h in monoculture
(left panels) and pRPE/Mo coculture (right panels), incubated without (upper panels) or with LPS (lower panels). Blue fluorescence: DAPI; green fluorescence: CFSE (inset,
close-up view). Corresponding Arrayscan quantification of CFSE+DAPI+Mos (n = 6/group; one-way ANOVA/Bonferroni test: pRPE+Mos versus Mos *P ˂ 0.0001;
pRPE+Mos+LPS versus pRPE+Mos †P ˂ 0.0001). (B) Quantification of the density of CFSE+DAPI+Mos in monoculture (uninterrupted lines) or pRPE/Mo coculture (dotted lines)
at indicated times with (red lines) or without (blue lines) LPS (n = 3/group; one-way ANOVA/Bonferroni test: pRPE+Mos versus Mos *P < 0.0001 for each time point;
pRPE+Mos+LPS versus pRPE+Mos at 24 h†P < 0.0001, at 48 h †P < 0.0001, at 72 h †P = 0.0064). (C) Quantification at 24 h of the density of CFSE+DAPI+Mos in
monoculture, and transwell or contact coculture with pRPE with and without LPS (n = 4/group; one-way ANOVA/Bonferroni test: pRPE+Mos versus any other group
*P ˂ 0.0001). (D) Quantification of the density of CFSE+DAPI+Mos in monoculture or coculture after LPS-pre-activation of Mos or pre-activation of the pRPE cells and 24 h
culture in LPS-free DMEM compared with LPS-activated coculture (n = 3–4/group; one-way ANOVA/Bonferroni test: pRPE+Mos+LPS versus pRPE+Mos *P ˂ 0.0001;
pRPE+Mos/LPS-PA versus pRPE+Mos†P = 0.0003). (E) Quantification of the density of OTX2+DAPI+pRPE in monoculture (black uninterrupted line) or coculture (dotted lines)
at 1 h, 24 h, 48 h, and 72 h with (red line) or without (blue line) 1 ng mL!1 of LPS (n = 4/group). Representative images of ZO-1 (red), CFSE (green), DAPI (blue) staining of
24 h pRPE/Mo cocultures without (upper panel) and with LPS (lower panel). (F) Representative pictures and quantification of the density of CFSE+DAPI+Mos at 24 h in
monoculture (left panels) and hiRPE/Mo coculture (right panels), incubated without (upper panels) or with (lower panels) LPS. Blue fluorescence: DAPI; green fluorescence:
CFSE (n = 6/per group; one-way ANOVA/Bonferroni test: hiRPE+Mos versus Mos *P ˂ 0.0001; hiRPE+Mos+LPS versus hiRPE+Mos †P ˂ 0.0001). (G) Quantification of the
density of OTX2+DAPI+hiRPE at 24 h in monoculture or coculture with or without LPS (n = 6/group one-way ANOVA/Bonferroni test: no significant). (H) Quantification of
the density of CFSE+DAPI+Mos after 24 h of coculture of Mo with either human foreskin fibroblasts, or hiRPE derived from these fibroblasts activated with LPS or APOE
(n = 5/group; one-way ANOVA/Bonferroni test: hiRPE+Mos versus hFibro+Mos *P ˂ 0.0001; hiRPE+Mos versus hiRPE+Mos+LPS; †P < 0.0001; hiRPE+Mos versus
hiRPE+Mos+APOE ‡P < 0.0001).Data information: All experiments were repeated three times with similar results. Mos: monocytes; pRPE: porcine primary retinal pigment
epithelial cells; hiRPE: human-induced pluripotent stem cell-derived RPE cells; hFibro: human foreskin fibroblasts; CTL: control; LPS: lipopolysaccharide; APOE: apolipoprotein
E isoform 3. Scale bar A, E and F: 100 lm, insets 20 lm.

TNF-a downregulates OTX2, T. Mathis et al. 175
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In summary, our data demonstrate that RPE OTX2 expression in

the coculture condition is inversely proportional to Mo survival.

The fact that LPS had no effect on OTX2 expression in RPE

monocultures, but that LPS-pre-activated Mos did induce the down-

regulation shows that the activated Mos downregulate RPE OTX2

expression.

Fig. 2 Activated Monocytes downregulate RPE OTX2 expression. (A) Representative pictures of OTX2 immunohistochemistry of pRPE at 24 h in pRPE cultures (left panels)
and pRPE/Mo cocultures (right panels), incubated without (upper panels) or with (lower panels) LPS. Red fluorescence: OTX2; green fluorescence: CFSE (inset, close-up view).
Corresponding relative fluorescence intensity quantification of OTX2 fluorescence intensity (n = 6/group; one-way ANOVA/Bonferroni test: pRPE+Mos+LPS versus any other
group *P ˂ 0.0001). (B) Relative fluorescence intensity quantification at indicated times of OTX2 fluorescence intensity in cocultures with (red line) or without (blue line) LPS
(n = 3/group; one-way ANOVA/Bonferroni test: pRPE+Mos versus pRPE+Mos+LPS *P < 0.0001 for each time point). (C) Representative pictures of OTX2
immunohistochemistry of hiRPE at 24 h in monoculture (left panels) and hiRPE/Mo cocultures (right panels), incubated without (upper panels) or with (lower panels) of LPS.
Red fluorescence: OTX2; green fluorescence: CFSE (inset, close-up view). Corresponding relative fluorescence intensity quantification of OTX2 fluorescence intensity (n = 6/
group, one-way ANOVA/Bonferroni test: hiRPE+Mos+LPS versus any other group *P ˂ 0.0001). (D) Representative pictures of OTX2 immunohistochemistry (red) of
cocultures of LPS-pre-activated pRPE (upper panel), or LPS-pre-activated Mos (lower panel) before 24 h of LPS-free coculture in DMEM (green fluorescence: CFSE). Relative
fluorescence intensity quantification at 24 h of OTX2 fluorescence intensity in control, LPS-activated, and LPS-pre-activated pRPE and Mo cocultures (n = 3-4/group, one-
way ANOVA/Bonferroni test: pRPE+Mos+LPS versus pRPE+Mos *P ˂ 0.0001; pRPE+LPS-pre-activated Mos versus pRPE+Mos †P ˂ 0.0001). (E) Relative expression of OTX2-
mRNA normalized with S26 expression quantified by RT-qPCR of 24 h pRPE culture or pRPE+Mo coculture, with or without LPS (n = 8/group one-way ANOVA/Bonferroni
test: pRPE+Mos+LPS versus any other group *P ˂ 0.05). (F) Western blot analysis of OTX2- and b-actin protein after 24 h of the indicated culture conditions. Data
information: All experiments were repeated three times with similar results. Mos: monocytes; pRPE: porcine primary retinal pigment epithelial cells; hiRPE: human-induced
pluripotent stem cell-derived RPE cells; CTL: control; LPS: lipopolysaccharide. Scale bar A, C, and D: 50 lm, insets 100 lm.
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TNF-a mediates activated Mo-induced RPE OTX2
downregulation

To determine whether a diffusible factor secreted from the activated

Mos was responsible for the RPE OTX2 downregulation, we first

quantified OTX2 immunofluorescence intensity in coculture conditions

where the Mos were placed in the upper chamber of a transwell insert.

As described for Fig. 1C, the noncontact coculture condition leads to

stable monocyte counts with and without LPS. Interestingly, OTX2

fluorescence intensity was significantly diminished in LPS-stimulated

compared with nonstimulated transwell cultures and similar to the

contact coculture condition (Fig. 3A), suggesting the existence of a

diffusible factor. Indeed, supernatants from 24 h LPS-stimulated Mo/RPE

cocultures, or Mo monocultures diminish OTX2 fluorescence intensity in

pRPE culture compared with supernatants from unstimulated cocultures

and Mo monocultures (Fig. 3B). Taken together, these results strongly

suggested that a Mo-derived, LPS-induced, secreted, diffusible factor is

responsible for the OTX2 downregulation.

Upon LPS stimulation, Mos secrete a variety of inflammatory cytokines,

such as IL-1b, IL-6, and TNF-a that can have a profound effect of neurons

and stromal cells (Hanisch, 2002). In our Mo culture conditions, the 24-h

LPS stimulation leads to IL-1b, IL-6, and TNF-a concentrations of

2–10 ng mL!1 (Fig. 3C). As the secreted cytokines undergo partial

degradation during 24 h, we next tested whether recombinant human

IL-1b, IL-6, and TNF-a at concentrations of 2, 20, and 100 ng mL!1

influenced OTX2 fluorescence intensity after 24 h of pRPE culture

(Fig. 3D). Quantifications show that TNF-a strongly and dose dependently

decreased the fluorescence intensity ofOTX2,while IL-1b and IL-6 induced
no difference. Cotreatment with TNF-a, IL-6, and IL-1b did not show any

additional effect compared with TNF-amonotreatment (data not shown).

OTX2 mRNA quantification by RT-qPCR (Fig. 3E) and OTX2 protein by

Western blot analysis (Fig. 3F) confirmed the TNF-a strongly represses

OTX2 expression. Next, we added an anti-TNF-a-blocking antibody to the

Mo/pRPE coculture, which significantly inhibited the LPS-induced OTX2

fluorescence intensity downregulation compared with the control-IgG

(Fig 3G). Western blot analysis confirmed the partial restoration of OTX2

expression using the anti-TNF-a antibody (Fig. 3H). Interestingly, TNF-a
inhibition in LPS-activated Mo/pRPE cocultures did not affect RPE

immunosupressivity (Fig. 3I).

Taken together, our results show that TNF-a, secreted from activated

Mos, is sufficient to downregulate OTX2 in the RPE. Our experiments

using an anti-TNF-a-blocking antibody demonstrate that TNF-a partic-

ipates importantly in the RPE OTX2 downregulation observed in the

activated Mo/RPE coculture.

Activated Mos lead to OTX2-dependent RPE gene
downregulation

OTX2 regulates RPE genes that are crucially involved in homeostasis and

notably the RPE part of the visual cycle (Housset et al., 2013; Masuda

et al., 2014). We next analyzed the expression of TTR and RDH5, both

essential for the visual cycle (Cavallaro et al., 1990; Yamamoto et al.,

1999; Cideciyan et al., 2000), and TRF, an iron transport protein (He

et al., 2007; Picard et al., 2015). mRNA quantification by RT-qPCR

shows that TTR, TRF, and RDH5 transcription levels are not affected by

LPS or the presence of Mos alone, but all three tested genes are severely

downregulated in the LPS-activated Mo/RPE coculture (Fig. 4A-C).

Again, incubation with recombinant TNF-a was sufficient to severely

reduce the transcription levels of TTR, TRF, and RDH5 quantified by RT-

qPCR (Fig. 4D–F).

In summary, these results show that the reduced OTX2 expression

induced by activated Mos or recombinant TNF-a is associated with

a grave downregulation of the essential RPE genes it regulates

(Fig 4G).

Discussion

In vivo, the retinal pigment epithelium (RPE) is a particularly immuno-

suppressive tissue as it quickly eliminates adjacent leukocytes through

multiple mechanisms that include FasL/FAS signaling (Griffith et al.,

1995; Levy et al., 2015a). In fact, RPE allografts to nonimmune

privileged sites (kidney capsule) of nonimmunocompromised, nonhis-

tocompatible recipients, efficiently kill approaching immune effector

cells (T cells, macrophages) and survive prolonged periods of time

despite the induction of an adoptive immune response to the grafted

cells (Wenkel & Streilein, 2000). Physiologically the RPE immunosup-

pressive capacities likely contribute to the anatomical particularity that

the subretinal space, delimitated by the RPE and the photoreceptor

outer segments, is not only devoid of leukocytes in general, but also of

resident microglial cells that are only located in the inner retina (Gupta

et al., 2003; Combadi!ere et al., 2007; Lad et al., 2015). Our coculture

of blood-derived CD14+Mos and RPE closely mimics this immunosup-

pressive effect in vitro, as the number of Mos decreases dramatically

between six and 24 h after they enter in contact with the RPE, similar

to subretinally injected Mos in vivo (Levy et al., 2015a). We show that

a cell–cell contact is necessary for their elimination, as the Mos were

not eliminated if cultured in a noncontact scenario using transwell

plates. Activation of the coculture by LPS very significantly inhibited the

RPE-induced Mo elimination. The fact that pre-activation of Mos by

LPS, but not the pre-activation of the RPE, led to a similar inhibition of

Mo elimination clearly showed that the effect was due to the Mo

activation. Interestingly, APOE, which we showed is strongly expressed

in subretinal MPs in AMD, induces the secretion of inflammatory

cytokines via the activation of the innate immunity receptor cluster and

prolongs the survival of subretinally injected MPs in vivo (Levy et al.,

2015a), had a similar effect than LPS. The resistance to elimination

could either be due to an intrinsic resistance to RPE-induced cell death

of activated Mo or the activated Mos might alter the immunosuppres-

sive capacities of the RPE.

Human Mo cocultures with primary porcine RPE and human iPS-

derived RPE cells revealed similar results throughout the study, showing

that possible interspecies incompatibilities had no effect on the observed

phenotype.

Contrary to previous studies in which primary human RPE cells

were used (Elner et al., 2003; Yang et al., 2009, 2011), CD14+Mos

never induced pRPE or hiRPE apoptosis or major morphological

changes in our coculture conditions. Even higher Mo/RPE cell ratios of

LPS-activated CD14+Mos failed to induce RPE apoptosis in our hands

(data not shown). These differences might be due a more pronounced

susceptibility of primary human RPE from aged donors (50–86 years)

(Yang et al., 2011) compared with primary porcine RPE (prepared

from young pigs) and hiRPE. However, we did observe that increased

survival of Mos in contact with the RPE, either in activated cocultures

or in RPE cultures with pre-activated Mos, invariably led to a strong

decrease in RPE-OTX2 expression. We observed this diminution by

quantitative OTX2 immunofluorescence intensity measurements, in RT-

qPCRs and in Western blot analysis. Our data show that LPS had no

direct effect on OTX2 expression in RPE, but that LPS-pre-activated

Mos did induce the downregulation whether in contact or in

noncontact transwell cultures. We show that TNF-a, secreted from
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activated Mos, is sufficient to downregulate OTX2 in the RPE and

that an anti-TNF-a-blocking antibody partially restores its expression in

the activated Mo/RPE coculture. OTX2 expression is regulated by

b-catenin during development (Westenskow et al., 2009). TNF-a has

previously been shown to induce Dkk1, which inhibits WNT-

dependent b-catenin nuclear translocation (Diarra et al., 2007; Nava

et al., 2010). TNF-a might thereby inhibit b-catenin-dependent OTX2

downregulation in the RPE.
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OTX2 is a key transcription factor in the adult RPE where it regulates

the expression of a number of essential genes involved in RPE

melanogenesis, iron transport, and the retinol visual cycle. We here

show that the observed alterations in OTX2 expression, under LPS-

induced inflammatory conditions or by recombinant TNF-a, are associ-

ated with a grave downregulation of essential RPE genes it regulates,

such as TRF, TTR, and RDH5. TTR and RDH5, together with RPE65 and

LRAT, are necessary to re-isomerize all-trans-retinal into 11-cis-retinal

essential for rhodopsin function. Dysfunction of the RPE part of the visual

cycle leads to an increase in recovery time in the scotopic ERG after

bleach, as it takes more time to reproduce 11-cis-retinal, exemplified in

RDH5-deficient patients (Cideciyan et al., 2000). Interestingly, early

AMD patients also present a marked increase in recovery time after

bleach (Owsley et al., 2001; Flamendorf et al., 2015). These functional

differences appear before significant loss of RPE and likely reflect a

diminished efficiency of the RPE component of the visual cycle. In our

study, we used LPS, which is unlikely to play a direct role in AMD, but

also APOE, which we showed is strongly expressed in subretinal MPs in

AMD (Levy et al., 2015a), to activate the Mos in vitro. TNF-a can be

induced by diverse stimuli and patients with the CFH AMD-risk variant

are associated with higher systemic levels of TNF-a (Cao et al., 2013),

and patients with monocytes that express the greatest amount of TNF-a
have higher prevalence of choroidal neovascularization (Cousins, 2004).

Others and we have previously shown that large drusen (that charac-

terize early AMD) are foci of subretinal MP accumulation (Sennlaub

et al., 2013; Lad et al., 2015; Levy et al., 2015a). Even though there is

not yet direct evidence for OTX2 downregulation, it is tempting to

speculate that TNF-a, produced by infiltrating MPs, induces a slowing of

the visual cycle in early AMD, before RPE lesions become evident.

Interestingly, inflammation/TNF-a-dependent OTX2 downregulation

might also have implications in congenital microphthalmia and auditory

defects, common after intrauterine infections, notably with cytomega-

lovirus (CMV) (Becroft, 1981). CMV has been shown to potently induce

TNF-a (Smith et al., 1992), which in turn might downregulate OTX2

necessary for eye and ear development (Acampora et al., 1995; Cantos

et al., 2000; Fossat et al., 2006).

Taken together, our study reveals a novel link between inflammation

and OTX2-related functions. In development, inflammation-induced

downregulation of OTX2 might participate in malformation, and in the

adult it could explain RPE dysfunction in diseases such as early AMD.

Fig. 3 TNFa mediates activated Mo-induced RPE OTX2 downregulation. (A) Representative images of the upper (green CFSE-stained Mos) and lower chambers (OTX2
immunohistochemistry of pRPE, red) of 24-h transwell cocultures and relative red fluorescence intensity quantification at 24 h (n = 4/group, one-way ANOVA/Bonferroni
test: TW pRPE+Mos+LPS versus any other TW group *P ˂ 0.0001; pRPE+Mos+LPS versus any other contact coculture group †P ˂ 0.0001). (B) Representative images (OTX2
red) and relative fluorescence intensity quantification of OTX2-fluorescence intensity in pRPE culture after 24 h of incubation with conditioned supernatant (SN) from 24 h
culture of pRPE, Mo/pRPE, or Mos with and without LPS. (n = 6/group, one-way ANOVA/Bonferroni test: SN-pRPE+Mos+LPS versus SN-pRPE+Mos *P ˂ 0.0001; SN-
Mos+LPS versus SN-Mos †P ˂ 0.0001). (C) IL-6, IL-1b and TNF-a ELISA of supernatants from 24 h Mo culture with or without of LPS (n = 8–12/group, Mann–Whitney U-test:
IL-6 *P = 0.0002; IL-1b †P = 0.002; TNF-a ‡P < 0.0001). (D) Representative pictures and relative fluorescence intensity quantification at 24 h of OTX2-fluorescence intensity
in pRPE culture incubated with IL-6, IL-1b, and TNF-a at different concentration (2 ng mL!1, 20 ng mL!1, and 100 ng mL!1) compared with the control condition
with no treatment (n = 6–9/group one-way ANOVA/Bonferroni test: pRPE control versus any TNF-a group *, †, ‡ P ˂ 0.0001). Red fluorescence: OTX2. (E) Relative
expression of OTX2-mRNA normalized with S26 expression quantified by RT-qPCR of 24 h pRPE culture treated or not with 20 ng mL!1 of TNF-a (n = 12/group
Mann–Whitney U-test: pRPE+ TNF-a versus pRPE *P < 0.0001). (F) Western blot analysis of OTX2- and b-actin protein after 24 h of pRPE culture treated with TNF-a at 2, 20,
and 100 ng mL!1. (G) Representative images and relative fluorescence intensity quantification at 24 h of OTX2-immunohistochemistry (red) in pRPE/CFSE+Mo (green)
coculture incubated with and without LPS and anti-TNF-a- or control-IgG (n = 4–6/group, one-way ANOVA/Bonferroni test: pRPE+Mos+LPS+TNF-a versus
pRPE+Mos+LPS+IgG *P ˂ 0.0001). (H) Western blot analysis of OTX2- and b-actin protein after 24 h of pRPE/Mo coculture incubated with anti-TNF-a- or
control-IgG. (I) Quantification of the density of CFSE+DAPI+Mos at 24 h of pRPE/CFSE+Mo coculture incubated with and without LPS and with anti-TNF-a- or
control-IgG (n = 4–6/group). Data information: All experiments were repeated twice with similar results. Mos: Monocytes; pRPE: porcine primary retinal pigment
epithelial cells; CTL: control; LPS: lipopolysaccharide. Scale bars = 50 lm.

Fig. 4 Activated Monocytes lead to
essential OTX2-dependent RPE gene
downregulation. (A–C) Relative expression
of (A) RDH5-mRNA, (B) TTR-mRNA, and (C)
TRF-mRNA normalized with S26 gene
expression quantified by RT-qPCR in 24-h
pRPE monoculture or pRPE+Mo coculture,
with or without LPS (n = 6/group one-way
ANOVA/Bonferroni test: pRPE+Mos+LPS
versus any other group *P ˂ 0.0001). (D–F)
Relative expression of (D) RDH5-mRNA, (E)
TTR-mRNA, and (F) TRF-mRNA normalized
with S26 gene expression quantified by RT-
qPCR in 24 h pRPE culture with or without
20 ng mL!1 of TNF-a (n = 6/group Mann–
Whitney U-test: pRPE+TNF-a versus pRPE
*P = 0.0022). (G) Graphical summary. Data
information: All experiments were repeated
twice with similar results. Mos: Monocytes;
pRPE: porcine primary retinal pigment
epithelial cells; CTL: control; LPS:
lipopolysaccharide.
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Therapeutic inhibition of inflammation or restoration of OTX2 expression

might help restore RPE function in retinal diseases with a subretinal

inflammatory component.

Experimental procedures

Porcine RPE cell culture

Primary porcine RPE cells were isolated as previously described (Arnault

et al., 2013). Porcine eyes were bought at a local slaughterhouse (Guy

Harang, Houdan, France) in agreement with the local regulatory

department and the slaughterhouse veterinarians. This procedure

adheres to the European initiative for restricting animal experimentation

because not a single animal was killed for our experimentation. Porcine

eyes were obtained 2 or 3 h after enucleation in CO2-independent

serum (Thermo Fisher Scientific). Eyes were cleaned for muscles and

immersed few minutes in an antiseptic solution (Pursept-A Xpress, Merz

Hygiene GmbH). Anterior segment of the bulb was removed, as well as

lens, vitreous, and retina. Each eye cup was washed 2 times with PBS

(Thermo Fisher Scientific) and incubated for 1 h at 37 °C with 0.25%

trypsin–EDTA (Thermo Fisher Scientific). RPE cells were pipetted off the

choroid and resuspended in Dulbecco’s modified Eagle’s serum (DMEM,

Thermo Fisher Scientific) supplemented with 20% fetal calf serum (FCS,

Thermo Fisher Scientific) and 1% antibiotics penicillin/streptomycin (PS).

Purified cells were then seeded on a 60-mm Petri dish in DMEM-

FCS20%-PS1% and incubated with a controlled atmosphere at 5% CO2

at 37 °C. The culture medium was changed 24 h after the seeding.

When cells were confluent, 0.05% trypsin–EDTA was added for 5 min at

37 °C to detach the RPE cells. They were finally seeded on 96-well

culture plate (Corning) at the concentration of 75 000 cells/well in

DMEM-FCS20%-PS1%. Confluence state was obtained after 3 days in

culture at 37 °C, 5% of CO2. Cells were used the fourth day.

Human foreskin fibroblast and induced pluripotent stem cell-
derived RPE cells

Human iPS cells were derived from fibroblasts as previously described

(Reichman et al., 2014) and cultivated on feeder cells that were

cultivated without FGF-2 for 48 h. Then, the ReproStem medium

(Reprocell, Ozyme) was removed and replaced by a proneural medium

(DMEM-F12 supplemented with 1% N2 and 0.1% penicillin/strepto-

mycin, Thermo Fisher Scientific). The medium was changed every 2 days

until apparition of pigmented cells. Patches of pigmented cells were cut

with a needle and coated in a Geltrex matrix (Thermo Fisher Scientific).

Once confluence obtained, hiRPE cells were characterized by RT-qPCR

and immunocytochemistry using specific markers of RPE cells (Reichman

et al., 2014). Cells were used after a maximum of two passages. In our

study, human foreskin fibroblasts and RPE cells differentiated from three

different human iPS-RPE cells lines were used (Reichman et al., 2014).

Human blood monocyte isolation

Human blood Mos from healthy donor were purified after written and

informed consent in the Centre National d’Ophtalmologie des Quinze-

Vingts (Paris). Briefly, peripheral mononuclear cells from blood of healthy

donor were obtained by Ficoll gradient centrifugation, washed three

times, and were sorted with EasySep Human Monocyte Enrichment

Cocktail without CD16 Depletion kit (StemCell Technologies). Purified

monocytes were then labeled with 488-nm Cell Trace CFSE (Thermo

Fisher Scientific) and cultured.

Coculture and treatments

The day before experiment, RPE cells were serum-starved. A total of

100 000 freshly purified human monocytes were added to confluent

fibroblasts or RPE cells in DMEM-PS1%. Treatments were applied directly

to the culture medium. To stimulate Mos, we used lipopolysaccharide

(LPS) of E.Coli (Sigma-Aldrich, 40 ng mL!1) or apolipoprotein E (APOE

isoform 3, Leinco Technologies, 10 lg ML!1). In specific experiments,

cells were incubated with the indicated recombinant human proteins

(TNF-a, IL-6, and IL-1b), obtained from R&D. Blocking goat anti-human

TNF-a (R&D) and mouse anti-human IgG (R&D) antibodies were used at

25 lg mL!1. Cells were incubated at 37 °C for 24 h or more for further

experimentation. At the end of coculture, cells were washed two times

with PBS and fixed in 4% paraformaldehyde (PAF) for 10 min.

Alternatively, supernatants were removed and RA1 or RIPA lysis buffer

was added on cells to perform real-time polymerase chain reaction (RT-

PCR) or Western blot assays, respectively.

Immunofluorescence microscopy

Fixed cells were washed twice in PBS and incubated for 2 min in a

permeabilization solution (freshly prepared 0.1% triton and 0.1%

sodium citrate in PBS). Cells were blocked for 1 h in PBS and triton

0.1% containing 5% horse serum (Thermo Fisher Scientific) and

incubated overnight at 4 °C with the primary antibodies (polyclonal

goat anti-human OTX2, 1/500, R&D; monoclonal rat anti-mouse ZO-1,

1/300, Millipore) diluted in PBS triton 0.1% and 1% horse serum.

Cultures were then incubated for 1 h at room temperature with the

secondary antibody produced in Donkey (AlexaFluor 647 nm, 1/500,

Thermo Fisher Scientific), and nuclei were counterstained with Hoechst

(1/1000, Sigma-Aldrich). Cells were washed twice in PBS and observed

under fluorescent microscope (Arrayscan VTI HCS Reader, Thermo Fisher

Scientific). Twenty-five fields per well were analyzed and recorded by

Arrayscan software (HCS iDev Cell Analysis Software, Thermo Fisher

Scientific).

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

To determine the amount of human TNF-a, IL-6, and IL-1b in the

supernatant of the cocultures, we used the human ELISA DuoSet kit

(R&D Systems). Briefly, 96-well plates were coated with a capture

antibody overnight at room temperature (RT). After washing the wells,

the plate was blocked in buffer containing bovine serum albumin (BSA)

for 1 h. After a step of washes, samples or standards were added and

incubated for 2 h. After washing, detection antibodies were added and

incubated for an additional 2 h. Wells were then washed and a

streptavidin–HRP solution was added for 20 min. After a final step of

washes, substrate solution (mixture of H202 and tetramethylbenzidine)

was added for 20 min. After addition of 50 ll of stop solution (H2SO4),

the optical density of each well is measured at 450 nm using a

spectrofluorometer (Tecan).

RT-PCR

Total RNA was isolated with Nucleospin RNAII (Macherey Nagel). RNA

yields were then measured at 260 nm using the NanoDropTM 8000

spectrophotometer. Typically, concentrations of RNA from our cell

culture are comprised between 30 and 40 ng lL!1. Single-strand cDNA

was synthesized using 1 lg of total mRNA, pretreated with DNase

amplification grade, using oligo-dT as primer and superscript II reverse
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transcriptase (Thermo Fisher Scientific). For real-time PCR, 1/100 of

cDNA was incubated with the polymerase and the appropriate amounts

of nucleotides (PowerSYBR Green PCR mix, Applied Biosystems). qPCR

was realized by the StepOne Plus real-time PCR system (Applied

Biosystems). Results were normalized with expression of RPS26. PCRs

were performed in 45 cycles of 15s at 95 °C, 45s at 60 °C. Primers for

RT-PCR were purchased from IDT. Sequences are as follows: OTX2

forward 5’-CCCACTGTCAGATCCCTTGT-3’; OTX2 reverse 5’-

GGGGACTGATTGAGATGGCT-3’; RDH5 forward 5’-GCTGAATGTGAA-

CACGCTGG-3’; RDH5 reverse 5’-GAAGAAACCAGGCTCCACGA-3’;

TRF forward 5’-TCCGCAGAAAACACCGAAGA-3’; TRF reverse 5’-

ACACAGTTTTCACCCTCAGTT-3’; TTR forward 5’-TGGAAGGCACTTGG-

CATTTC-3’; TTR reverse 5’-GGTGGAGTAAGAGTAGGGGC-3’; RPS26

forward 5’-TCGATGCCTATGTGCTTCCC-3’; RPS26 reverse 5’-CAG-

CACCCGCAGGTCTAAAT-3’.

Western blotting

A dosage of the protein lysate was performed using the BiCinchoninic

acid Assay (BCA) test with a standard range of BSA. Twenty micrograms

of total cell lysates in SDS sample buffer with reducing agent was

denaturated at 70 °C for 10 min and loaded on a 4–12% bis-tris gel.

Migration was done at 100V in running buffer, and proteins were

transferred to a nitrocellulose membrane at 30V for 1 h30 in transfer

buffer. Control of the transfer quality was done by coloration of the

membranes with Red Ponceau dye before the saturation step with TBS-T

(25 mM Tris, 150 mM NaCl, Tween 20X 0.1%) containing 5% of

skimmed milk. Membranes were washed 3 times with TBS-T before

incubation overnight with the primary antibody anti-OTX2 (Polyclonal

Goat anti-human OTX2, 1/500, R&D), or anti-b-actin (monoclonal mouse

anti-b-actin, 1/1000, Sigma-Aldrich) at 4 °C. After three TBS-T washes,

membranes were incubated at room temperature for 1 h with the

secondary antibody coupled to peroxidase (HRP). The revelation by

chemiluminescence is done using the ECL prime kit reagent and pictures

are obtained with a CCD camera (Fusion).

Statistical analysis

Graph prism 6 (GraphPad Software) was used for data analysis and

graphic representation. All values are reported as mean +/! standard

error of the means (SEM). Statistical analysis was performed by Mann–
Whitney U-test to compare 2 groups. When more groups had to be

compared, one-way ANOVA followed by Bonferroni post-test was

used (multiple comparison). P < 0.05 was considered statistically

significant.
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P (1995) Forebrain and midbrain regions are deleted in Otx2-/- mutants due to a
defective anterior neuroectoderm specification during gastrulation. Dev. Camb.
Engl. 121, 3279–3290.

Arnault E, Barrau C, Nanteau C, Gondouin P, Bigot K, Vi!enot F, Gutman E,
Fontaine V, Villette T, Cohen-Tannoudji D, Sahel J-A, Picaud S (2013) Phototoxic
action spectrum on a retinal pigment epithelium model of age-related macular
degeneration exposed to sunlight normalized conditions. PLoS ONE 8, e71398.

B!eby F, Housset M, Fossat N, Le Greneur C, Flamant F, Godement P, Lamonerie T
(2010) Otx2 gene deletion in adult mouse retina induces rapid RPE dystrophy
and slow photoreceptor degeneration. PLoS ONE 5, e11673.

Becroft DM (1981) Prenatal cytomegalovirus infection: epidemiology, pathology
and pathogenesis. Perspect. Pediatr. Pathol. 6, 203–241.

Cantos R, Cole LK, Acampora D, Simeone A, Wu DK (2000) Patterning of the
mammalian cochlea. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 97, 11707–11713.

Cao S, Ko A, Partanen M, Pakzad-Vaezi K, Merkur AB, Albiani DA, Kirker AW,
Wang A, Cui JZ, Forooghian F, Matsubara JA (2013) Relationship between
systemic cytokines and complement factor H Y402H polymorphism in patients
with dry age-related macular degeneration. Am. J. Ophthalmol. 156, 1176–
1183.

Cavallaro T, Martone RL, Dwork AJ, Schon EA, Herbert J (1990) The retinal
pigment epithelium is the unique site of transthyretin synthesis in the rat eye.
Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. 31, 497–501.

Cideciyan AV, Haeseleer F, Fariss RN, Aleman TS, Jang GF, Verlinde CL, Marmor
MF, Jacobson SG, Palczewski K (2000) Rod and cone visual cycle consequences
of a null mutation in the 11-cis-retinol dehydrogenase gene in man. Vis.
Neurosci. 17, 667–678.

Combadi"ere C, Feumi C, Raoul W, Keller N, Rod!ero M, P!ezard A, Lavalette S,
Houssier M, Jonet L, Picard E, Debr!e P, Sirinyan M, Deterre P, Ferroukhi T, Cohen
S-Y, Chauvaud D, Jeanny J-C, Chemtob S, Behar-Cohen F, Sennlaub F (2007)
CX3CR1-dependent subretinal microglia cell accumulation is associated with
cardinal features of age-related macular degeneration. J. Clin. Invest. 117,
2920–2928.

Cousin SW, Espinosa-Heidmann DG, Csaky KG (2004) Espinosa-Heidmann DG &
Csaky KG (2004) Monocyte activation in patients with age-related macular
degeneration: a biomarker of risk for choroidal neovascularization? Arch.
Ophthalmol. Chic. Ill 122, 1013–1018.

Diarra D, Stolina M, Polzer K, Zwerina J, Ominsky MS, Dwyer D, Korb A, Smolen J,
Hoffmann M, Scheinecker C, van der Heide D, Landewe R, Lacey D, Richards
WG, Schett G (2007) Dickkopf-1 is a master regulator of joint remodeling. Nat.
Med. 13, 156–163.

Elner SG, Yoshida A, Bian Z-M, Kindezelskii AL, Petty HR, Elner VM (2003)
Human RPE cell apoptosis induced by activated monocytes is mediated by
caspase-3 activation. Trans. Am. Ophthalmol. Soc. 101, 77–89. discussion 89–
91.

Flamendorf J, Agr!on E, Wong WT, Thompson D, Wiley HE, Doss EL, Al-Holou S,
Ferris FL, Chew EY, Cukras C (2015) Impairments in Dark Adaptation Are
Associated with Age-Related Macular Degeneration Severity and Reticular
Pseudodrusen. Ophthalmology 122, 2053–2062.

Fossat N, Chatelain G, Brun G, Lamonerie T (2006) Temporal and spatial
delineation of mouse Otx2 functions by conditional self-knockout. EMBO Rep. 7,
824–830.

Gorbenko Del Blanco D, Romero CJ, Diaczok D, de Graaff LCG, Radovick S,
Hokken-Koelega ACS (2012) A novel OTX2 mutation in a patient with
combined pituitary hormone deficiency, pituitary malformation, and an
underdeveloped left optic nerve. Eur. J. Endocrinol. Eur. Fed. Endocr. Soc.
167, 441–452.

Griffith TS, Brunner T, Fletcher SM, Green DR, Ferguson TA (1995) Fas ligand-
induced apoptosis as a mechanism of immune privilege. Science 270, 1189–
1192.

Gupta N, Brown KE, Milam AH (2003) Activated microglia in human retinitis
pigmentosa, late-onset retinal degeneration, and age-related macular degener-
ation. Exp. Eye Res. 76, 463–471.

Hanisch U-K (2002) Microglia as a source and target of cytokines. Glia 40, 140–
155.

TNF-a downregulates OTX2, T. Mathis et al. 181

ª 2016 The Authors. Aging Cell published by the Anatomical Society and John Wiley & Sons Ltd.



	 149	

	 	

He X, Hahn P, Iacovelli J, Wong R, King C, Bhisitkul R, Massaro-Giordano M,
Dunaief JL (2007) Iron homeostasis and toxicity in retinal degeneration. Prog.
Retin. Eye Res. 26, 649–673.

Housset M, Samuel A, Ettaiche M, Bemelmans A, B!eby F, Billon N, Lamonerie T
(2013) Loss of Otx2 in the adult retina disrupts retinal pigment epithelium
function, causing photoreceptor degeneration. J. Neurosci. Off. J. Soc. Neurosci.
33, 9890–9904.

Lad EM, Cousins SW, Van Arnam JS, Proia AD (2015) Abundance of infiltrating
CD163 + cells in the retina of postmortem eyes with dry and neovascular age-
related macular degeneration. Graefes Arch. Clin. Exp. Ophthalmol. 253, 1941–
1945.

Levy O, Lavalette S, Hu SJ, Housset M, Raoul W, Eandi C, Sahel J-A, Sullivan PM,
Guillonneau X, Sennlaub F (2015a) APOE Isoforms Control Pathogenic Subretinal
Inflammation in Age-Related Macular Degeneration. J. Neurosci. Off. J. Soc.
Neurosci. 35, 13568–13576.

Levy O, Calippe B, Lavalette S, Hu SJ, Raoul W, Dominguez E, Housset M, Paques
M, Sahel J-A, Bemelmans A-P, Combadiere C, Guillonneau X, Sennlaub F
(2015b) Apolipoprotein E promotes subretinal mononuclear phagocyte survival
and chronic inflammation in age-related macular degeneration. EMBO Mol.
Med. 7, 211–226.

Mart!ınez-Morales JR, Dolez V, Rodrigo I, Zaccarini R, Leconte L, Bovolenta P, Saule
S (2003) OTX2 activates the molecular network underlying retina pigment
epithelium differentiation. J. Biol. Chem. 278, 21721–21731.

Masuda T, Wahlin K, Wan J, Hu J, Maruotti J, Yang X, Iacovelli J, Wolkow N, Kist R,
Dunaief JL, Qian J, Zack DJ, Esumi N (2014) Transcription factor SOX9 plays a key
role in the regulation of visual cycle gene expression in the retinal pigment
epithelium. J. Biol. Chem. 289, 12908–12921.

Nava P, Koch S, Laukoetter MG, Lee WY, Kolegraff K, Capaldo CT, Beeman N,
Addis C, Gerner-Smidt K, Neumaier I, Skerra A, Li L, Parkos CA, Nusrat A (2010)
Interferon-c Regulates Intestinal Epithelial Homeostasis through Converging b-
Catenin Signaling Pathways. Immunity 32, 392–402.

Owsley C, Jackson GR, White M, Feist R, Edwards D (2001) Delays in rod-mediated
dark adaptation in early age-related maculopathy. Ophthalmology 108, 1196–
1202.

Picard E, Le Rouzic Q, Oudar A, Berdugo M, El Sanharawi M, Andrieu-Soler C,
Naud M-C, Jonet L, Latour C, Klein C, Galiacy S, Malecaze F, Coppin H, Roth M-
P, Jeanny J-C, Courtois Y, Behar-Cohen F (2015) Targeting iron-mediated retinal
degeneration by local delivery of transferrin. Free Radic. Biol. Med. 89, 1105–
1121.

Reichman S, Terray A, Slembrouck A, Nanteau C, Orieux G, Habeler W, Nandrot
EF, Sahel J-A, Monville C, Goureau O (2014) From confluent human iPS cells to
self-forming neural retina and retinal pigmented epithelium. Proc. Natl. Acad.
Sci. U. S. A. 111, 8518–8523.

Sennlaub F, Auvynet C, Calippe B, Lavalette S, Poupel L, Hu SJ, Dominguez E,
Camelo S, Levy O, Guyon E, Saederup N, Charo IF, Rooijen NV, Nandrot E,
Bourges J-L, Behar-Cohen F, Sahel J-A, Guillonneau X, Raoul W, Combadiere C
(2013) CCR2(+) monocytes infiltrate atrophic lesions in age-related macular
disease and mediate photoreceptor degeneration in experimental subretinal
inflammation in Cx3cr1 deficient mice. EMBO Mol. Med. 5, 1775–1793.

Smith PD, Saini SS, Raffeld M, Manischewitz JF, Wahl SM (1992) Cytomegalovirus
induction of tumor necrosis factor-alpha by human monocytes and mucosal
macrophages. J. Clin. Invest. 90, 1642–1648.

Wenkel H, Streilein JW (2000) Evidence that retinal pigment epithelium functions
as an immune-privileged tissue. Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. 41, 3467–3473.

Westenskow P, Piccolo S, Fuhrmann S (2009) Beta-catenin controls differentiation
of the retinal pigment epithelium in the mouse optic cup by regulating Mitf and
Otx2 expression. Dev. Camb. Engl. 136, 2505–2510.

Yamamoto H, Simon A, Eriksson U, Harris E, Berson EL, Dryja TP (1999) Mutations
in the gene encoding 11-cis retinol dehydrogenase cause delayed dark
adaptation and fundus albipunctatus. Nat. Genet. 22, 188–191.

Yang D, Elner SG, Lin L-R, Reddy VN, Petty HR, Elner VM (2009) Association of
superoxide anions with retinal pigment epithelial cell apoptosis induced by
mononuclear phagocytes. Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. 50, 4998–5005.

Yang D, Elner SG, Chen X, Field MG, Petty HR, Elner VM (2011) MCP-1-activated
monocytes induce apoptosis in human retinal pigment epithelium. Invest.
Ophthalmol. Vis. Sci. 52, 6026–6034.

TNF-a downregulates OTX2, T. Mathis et al.182

ª 2016 The Authors. Aging Cell published by the Anatomical Society and John Wiley & Sons Ltd.



	 150	

Résumé	:	

Localisé	 entre	 l’Epithélium	 Pigmentaire	 Rétinien	 (EPR)	 et	 les	 segments	 externes	 des	
photorécepteurs,	 l’espace	 sous-rétinien	 est	 une	 zone	 immunosuppressive	;	 régulée	 par	 des	
signaux	 comme	 la	 thrombospondine-1	 (TSP-1)	 ou	 Fas	 Ligand	 (FasL),	 qui	 empêchent	
l’accumulation	 des	 phagocytes	 mononucléés	 (PMs),	 en	 particulier	 des	 monocytes	
inflammatoires.	La	Dégénérescence	Maculaire	Liée		à	l’Age	(DMLA)	est	associée	à	une	rupture	de	
l’immunosuppression	 de	 cet	 espace,	 et	 s’accompagne	 d’une	 accumulation	 de	 PMs	 ;	 causant	 la	
mort	des	photorécepteurs,	la	dédifférenciation	de	l’EPR	et	une	néovascularisation	pathologique.	
Des	études	d’associations	génétiques	ont	établi	un	lien	entre	la	DMLA	et	un	haplotype	qui	affecte	
le	 locus	10q26,	qui	contient	trois	gènes	:	PLEKHA1,	ARMS2	et	HTRA1.	L’haplotype	est	associé	à	
une	augmentation	de	 la	 transcription	de	HTRA1	dans	 les	 lymphocytes	ou	 les	 cellules	de	 l’EPR.	
HTRA1	code	pour	une	sérine	protéase	qui	a	une	multitude	de	substrats	;	mais	le	mécanisme	par	
lequel	elle	pourrait	être	impliquée	dans	la	pathogenèse	de	la	DMLA	reste	inconnu.	TSP-1	est	une	
glycoprotéine	exprimée	par	l’EPR,	les	macrophages	résidents	et	inflammatoires.	Le	domaine	C-
terminal	 de	 TSP-1	 contient	 deux	 séquences	 VVM	 qui	 peuvent	 chacune	 interagir	 avec	 un	
récepteur	CD47.	Dans	cette	étude,	nous	montrons	que	HTRA1	clive	TSP-1	et	inhibe	l’élimination	
des	PMs	régulée	par	 l’interaction	entre	TSP-1	et	CD47	à	 l’état	physiologique,	 in	vitro	et	 in	vivo.	
L’activation	pharmacologique	de	CD47	nous	a	permis	d’annuler	les	effets	pro-inflammatoires	de	
HTRA1	et	pourrait	représenter	un	espoir	thérapeutique	pour	le	contrôle	de	la	progression	de	la	
DMLA	chez	les	patients	porteurs	de	l’haplotype	à	risque.	
Mots-clés	:	 HTRA1,	 TSP-1,	 CD47,	 Phagocytes	 Mononucléés,	 Immunosuppression,	
Dégénérescence	Maculaire	Liée	à	l’Age	

The	 serine	 protease	 HTRA1	 and	 subretinal	 inflammation	 in	 the	 context	 of	 Age-related	
Macular	Degeneration	
Abstract	:	
Localized	 between	 the	 Retinal	 Pigment	 Epithelium	 (RPE)	 and	 the	 photoreceptors	 outer	
segments,	 the	 subretinal	 space	 is	 an	 immunosuppressive	 zone,	 mediated	 by	 signals	 such	 as	
Thrombospondin-1	 (TSP-1),	 Fas	 Ligand	 (FasL)	 that	 prevent	 the	 accumulation	 of	Mononuclear	
Phagocytes	 (MPs)	 and	 in	 particular	 pathogenic	 inflammatory	monocytes.	 Age	 related	Macular	
Degeneration	 (AMD)	 is	 associated	 with	 a	 breakdown	 of	 this	 immunosuppressivity	 and	 an	
accumulation	 of	 MPs,	 which	 causes	 photoreceptor	 degeneration,	 RPE	 dedifferentiation	 and	
pathological	neovascularization.	Genome	association	studies	showed	a	strong	link	between	AMD	
and	 a	 relatively	 common	 haplotype	 of	 10q26	 locus	 that	 contains	 the	 PLEKHA1,	 ARMS2	 and	
HTRA1	 genes.	 The	 disease	 haplotype	 is	 associated	with	 increased	HTRA1	 transcription	 in	 cell	
types	 such	 as	 lymphocytes	 and	 RPE	 cells.	 HTRA1	 is	 a	 serine	 protease	 with	 a	 number	 of	
substrates,	but	the	mechanism	by	which	it	might	be	involved	in	AMD	pathogenesis	is	unknown.	
TSP-1	 is	 a	 glycoprotein	 expressed	 by	 RPE,	 resident	 macrophages	 and	 inflammatory	
macrophages.	 The	 C-terminal	 domain	 of	 TSP-1	 contains	 two	 VVM	 sequences	 that	 can	 each	
interact	 with	 a	 CD47	 receptor.	We	 show	 that	 HTRA1	 induced	 subretinal	 MP	 accumulation	 is	
dependent	 on	 TSP-1	 deactivation	 in	 an	 RPE/Mo	 co-culture	 model	 and	 in	 a	 laser	 induced	
inflammation	model	in	vivo.	This	pathogenic	effect	of	HTRA1	was	reversible	by	synthetic	CD47	
agonists.	Our	study	reveals	a	comprehensive	mechanism	how	the	risk-allele	10q26	participates	
in	 the	 pathogenesis	 of	 AMD	 and	 opens	 new	 therapeutic	 avenues	 to	 restore	 subretinal	
immunosuppressivity	and	inhibit	the	inflammation-dependent	neurodegeneration.	
Key	 words	:	 HTRA1,	 TSP-1,	 CD47,	 Mononuclear	 Phagocytes,	 Immunosuppression,	 Age	 related	
Macular	Degeneration	


