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Liste	des	abréviations		
	
AG	–	Atrophie	géographique	
AMPA	–	α-amino-3-hydroxy-5-méthylisoazol-4-propionate	
APOE	–	Apolipoprotéine	E	
AREs	–	Adenylate-uridylate-rich	elements	
ASCT1/2	–	Alanine,	serine,	cysteine	transporter	1/2	
ATP	–	Adénosine	triphosphate	
BDNF	–	Brain-derived	neurotrophic	factor	
CD	–	Cellule	dendritique	
CNQX	–	6-cyano-7-nitroquinoxaline-2,3-dione	
CNTF	–	Ciliary	neurotrophic	factor	
BHE	–	Barrière	hémato-encéphalique	
BHR	–	Barrière	hémato-rétinienne	
CCL2/CCR2	–	Chemokine	(C-C	motif)	ligand/receptor	2	
CX3CL1/CX3CR1	–	Chemokine	(C-X3-C	motif)	ligand/receptor	1	
DAMPs	–	Damage-associated	molecular	pattern	
DMLA	–	Dégénérescence	maculaire	liée	à	l’âge	
EAAC1	–	Excitatory	Amino	Acid	Carrier-1	
EAATs	–	Excitatory	Amino	Acid	Transporter	
EPR	–	Epithélium	pigmentaire	rétinien	
FasL	–	Fas-ligand	
FDA	–	Food	and	Drug	Administration	
GABA	–	Acide	γ-aminobutyrique	
GCL	–	Glutamate	cystéine	ligase	
GDNF	–	Glial	cell	line-derived	neurotrophic	factor	
GLAST	–	Glutamate/aspartate	transporter	
GLT-1	–	Glutamate	transporter-1	
GPx4	–	Glutathione	peroxidase	4	
GS	–	Glutamine	Synthétase	
GSH	–	Glutathion	
IIRC	–	Cluster	de	récepteurs	liés	à	l’immunité	innée	
ISR	–	Réponse	cellulaire	intégrée	au	stress	
IL-1β	–	Interleukine-1β	
IL-1RI	–	Interleukine-1	receptor	I	
IL-6	–	Interleukine-6	
LPS	–	Lipopolysaccharide	
MLA	–	Maculopathie	liée	à	l’âge	
NBQX	–	2,3-dihydroxy-6-nitro-7-sulfamoyl-benzolquinoxaline-2,3-dione	
NGF	–	Nerve	growth	factor	
NLRP3	–	NOD-like	receptor	family,	pyrin	domain	containing	3	
NMDA	–	N-methyl-D-aspartate	
NO	–	Monoxyde	d’azote	
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n/eNOS	–	Neural/endothelial	nitric	oxide	synthase	
Nrf2	–	Nuclear	factor	(erythroid-derived	2)-like	2	
OCT	–	Optical	coherence	tomography	
OTX2	–	Orthodenticle	homeobox	2	
PAMPs	–	Pathogen-associated	molecular	pattern	
PDT	–	Thérapie	photo-dynamique	
PEDF	–	Pigment	epithelium-derived	factor	
PMs	–	Phagocytes	mononucléés	
RD	–	Rétinopathie	diabétique	
RdCVF	–	Rod-derived	cone	viability	factor	
RDH5	–	Retinol	dehydrogenase	5	
RNS	–	Reactive	nitrogen	species	
ROS	–	Reactive	oxygen	species	
RP	–	Rétinite	pigmentaire	
SNC	–	Système	nerveux	central	
TGF-β	–	Transforming	growth	factor-β	
TLR2/4	–	Toll-like	receptor	2/4	
TNF-α	–	Tumor	necrosis	factor-α	
TrkA/B	–	Tropomyosin	receptor	kinase	A/B	
TSP-1	–	Thrombospondine-1	
VEGF	–	Vascular	endothelial	growth	factor	
VGLUT	–	Vesicular	glutamate	transporter	
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I) L’œil et la rétine 

	

1.1) Organisation générale de l’œil 
	

1.1.1) Généralités 
	
L’œil	est	un	organe	du	système	visuel,	dont	la	fonction	est	de	réceptionner	l’information	
visuelle,	 et	 de	 la	 convertir	 en	 signaux	 interprétables	 par	 le	 cerveau,	 favorisant	 ainsi	
l’interaction	 avec	 l’environnement.	 Dans	 le	 monde	 du	 vivant,	 on	 recense	 plusieurs	
dizaines	 de	 types	 d’organes	 visuels,	 présentant	 plus	 ou	 moins	 de	 caractéristiques	
communes.	 L’œil	 des	 mammifères,	 tels	 que	 l’homme	 ou	 la	 souris,	 est	 un	 œil	 dit	
«	camérulaire	»,	 c’est-à-dire	qu’il	possède	une	 cavité	qui	 sépare	 la	 lentille	 convergente	
de	 l’œil	 –	ou	 cristallin	 -	de	 la	 rétine.	L’œil	 est	une	 structure	extrêmement	développée,	
permettant	la	perception	des	couleurs,	des	mouvements,	des	textures	et	des	formes.	
Pour	saisir	la	complexité	de	l’organisation	oculaire,	il	faut	considérer	et	confronter	deux	
approches	anatomiques	:	 l’organisation	antéro-postérieur	de	l’œil,	ainsi	que	l’étude	des	
différentes	tuniques	qui	le	composent.	
	

1.1.2) Les trois tuniques de l’œil 
	
L’œil	 est	 structuré	 à	 partir	 de	 trois	 tuniques	 qui	 constituent	 sa	 paroi	:	 une	 tunique	
fibreuse,	une	tunique	vasculaire,	et	une	tunique	interne	ou	rétine	(Figure	1).	
La	tunique	fibreuse	est	la	plus	périphérique.	C’est	un	tissu	souple	et	résistant,	assez	peu	
vascularisé,	dont	on	peut	identifier	deux	segments	:	(i)	la	sclère,	qui	correspond	au	blanc	
de	 l’œil	 et	 fournit	 une	 accroche	 aux	 muscles	 oculaires,	 et	 (ii)	 la	 cornée,	 un	 tissu	
transparent	 situé	 en	 position	 antérieure,	 protégeant	 l’œil	 des	 agressions	 physiques	 et	
bactériennes.	
En	 dessous,	 on	 retrouve	 la	 tunique	 vasculaire	 ou	 uvée,	 qui	 est	 composée	 de	 trois	
éléments	:	 (i)	 la	 choroïde	 assurant	 un	 support	 nutritif	 au	 tissu	 rétinien,	 (ii)	 les	 corps	
ciliaires,	et	(iii)	l’iris.	
Enfin,	la	tunique	la	plus	interne	ou	rétine,	a	la	particularité	d’être	confinée	au	segment	
postérieur	de	l’œil,	et	est	directement	responsable	de	la	réception	des	signaux	lumineux,	
et	de	leur	transformation	en	signaux	électriques,	interprétables	par	le	cerveau.	
Pour	mieux	 se	 représenter	 la	 structure	 anatomique	 du	 bulbe	 oculaire	 et	 identifier	 les	
fonctions	 des	 différents	 tissus	 qui	 le	 composent,	 il	 est	 plus	 intuitif	 de	 présenter	 son	
organisation	spatiale	selon	un	axe	antéro-postérieur.	
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1.1.3) Organisation antéro-postérieure de l’œil 
	

1.1.3.1) Le segment antérieur 
	
L’œil,	ou	bulbe	oculaire,	est	une	structure	creuse,	avec	une	forme	sphérique	légèrement	
irrégulière.	 Cette	 irrégularité	 est	 due	 à	 un	 léger	 renforcement	 saillant	 au	 pôle	 le	 plus	
antérieur	de	l’œil,	qui	correspond	à	la	cornée	(Figure	1).	
La	 cornée	 est	 l’un	 des	 très	 rares	 tissus	 à	 ne	 pas	 être	 vascularisés,	 afin	 de	 ne	 pas	
perturber	l’entrée	de	la	lumière	dans	l’œil,	et	de	jouer	correctement	son	rôle	de	lentille	
convergente.	La	cornée	survit	donc	grâce	à	 la	diffusion	de	 l’oxygène	et	des	nutriments	
essentiels	 à	 sa	 survie.	 L’oxygène	 provient	 du	 liquide	 lacrymal	 secrété	 à	 l’extérieur	 de	
l’œil,	et	les	nutriment	diffusent	eux	à	partir	de	l’humeur	aqueuse.	Ce	liquide	biologique,	
produit	 par	 les	 procès	 ciliaires,	 baigne	 la	 chambre	 antérieure	 de	 l’œil,	 participant	 de	
surcroît	au	maintien	de	la	pression	intraoculaire.		
	
	

Sclère	

Choroïde	

Ré/ne	

Macula	

Fovéa	
(Dépression	centrale)	

Nerf	op/que	
(Et	vaisseaux	sanguins)	

Muscle	droit	médial	

Muscle	droit	latéral	

Sclère	

Iris	

Pupille	

Cornée	

Chambre	antérieure	
(Remplie	d’humeur	

aqueuse)	

Chambre	postérieure	
Ligaments	suspenseurs	

Corps	ciliaire	

Cristallin	

Point	
aveugle	

Corps	vitré	
(Rempli	
d’humeur	
vitrée)	

Figure	1	:	Anatomie	de	l’œil	humain	en	coupe	transversale.		

(©Dave	Carlson	/	CarlsonStockArt.com)	
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Dans	le	segment	antérieur	de	l’œil,	entre	la	cornée	et	le	cristallin,	se	trouve	l’iris.	L’iris	
est	un	diaphragme	musculaire	dont	la	contraction	et	la	dilatation	permettent	de	juguler	
la	quantité	de	lumière	qui	traverse	la	pupille	pour	aller	stimuler	la	rétine.	
La	face	postérieure	du	cristallin	délimite	la	séparation	entre	les	segments	antérieurs	et	
postérieurs	oculaires.	 Il	s’agit	de	 la	deuxième	 lentille	convergente	de	l’œil	:	 le	cristallin	
peut	 se	 contracter	 et	 ainsi	 concentrer	 l’intensité	 lumineuse	 sur	 la	 rétine,	 favorisant	 la	
perception	d’une	 image	nette,	même	pour	un	objet	 très	proche	de	 la	surface	de	 l’œil	–	
avec	une	certain	limite.	C’est	ce	qu’on	appelle	le	phénomène	d’accommodation.	
	
	
	

Epithélium	Pigmentaire	
Ré2nien	(EPR)	

Choroïde	

Segments	Externes	
des	Photorécepteurs	

(OS)	

Couche	Nucléaire	
Externe	(CNE)	

Couche	Plexiforme	
Externe	(CPE)	

	
Couche	Nucléaire	

Interne	(CNI)	

Couche	Plexiforme	
Interne	(CPI)	

Couche	des	cellules	
ganglionnaires	

(CCG)	

RPE	EPR	

Choroïde	

OS	

CNE	

CPE	

CNI	

CPI	

CCG	

DAPI	autofluorescence	Iba-1	

Cellule	Gliale	de	Müller	

Cellule	Microgliale	Photorécepteurs	 Cellule	Bipolaire	

Vaisseaux	sanguins	 Cellule	ganglionnaire	

A	 B	

Figure	2	:	Anatomie	de	la	rétine	en	coupe	sagittale.	(A)	Schéma	représentant	l’organisation	de	la	rétine	suivant	
la	disposition	des	couches	qui	la	composent.	La	position	des	différents	types	cellulaires	est	représentée	à	l’aide	de	
flèches.	(B)	Coupe	histologique	d’une	rétine	humaine	:	les	noyaux	sont	marqués	au	DAPI	(En	bleu),	les	microglies	
par	l’anticorps	anti-Iba1	(En	vert),	et	l’EPR	auto-fluorescent	est	représenté	en	orange.	
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1.1.3.2) Le segment postérieur 
	
La	 segment	postérieur,	bien	que	 supérieur	au	segment	antérieur	en	 terme	de	volume,	
présente	 une	 organisation	 anatomique	 stricto	 sensu	 plus	 simple.	 L’ensemble	 de	 cette	
cavité	 est	 occupé	 par	 le	 corps	 vitré,	 et	 ses	 parois	 sont	 tapissées	 par	 le	 tissu	 nerveux	
rétinien	(Figure	1).		
Chez	l’homme,	le	volume	du	corps	vitré	est	considérable,	puisqu’il	correspond	à	90%	du	
volume	oculaire.	De	même	que	l’humeur	aqueuse	dans	le	segment	antérieur	de	l’œil,	 le	
vitré	permet	de	maintenir	la	pression	intraoculaire	:	la	présence	de	vitré	permet	aussi	de	
plaquer	 la	 rétine	 à	 la	 paroi	 de	 l’œil,	 afin	 d’en	 prévenir	 le	 décollement,	 mais	 sans	 y	
adhérer	–	sauf	au	niveau	du	nerf	optique.	Le	corps	vitré	est	une	substance	gélatineuse	
transparente	majoritairement	composée	d’eau,	et	dépourvue	de	vaisseaux	sanguins,	afin	
de	favoriser	au	même	titre	que	la	cornée	le	passage	de	la	lumière.	Notons	également	la	
présence	 de	 hyalocytes,	 cellules	 synthétisant	 certains	 composés	 fibreux,	 comme	 le	
collagène	ou	l’acide	hyaluronique.		
	

1.2) La rétine 
	

1.2.1) Structure & particularités 
	

1.2.1.1) Fonction  
	

Après	avoir	traversé	les	différentes	structures	qui	composent	l’œil,	la	lumière	atteint	les	
segments	externes	des	photorécepteurs	et	active	un	mécanisme	électrochimique	appelé	
photo-transduction,	 qui	 permet	 de	 convertir	 l’information	 lumineuse	 en	 signaux	
électriques.	 Ces	 signaux	 se	 propagent	 dans	 l’épaisseur	 de	 la	 rétine,	 via	 les	 cellules	
bipolaires	puis	 les	 cellules	ganglionnaires	pour	ensuite	rejoindre	 les	aires	visuelles	du	
cerveau.	 L’intégration	 de	 ces	 signaux	 est	 modulée	 grâce	 à	 un	 système	 complexe	
d’interactions	 neuronales,	 permettant	 la	 formation	 d’une	 image	 précise	 au	 niveau	 du	
cortex	visuel.	
	

1.2.1.2) Organisation antéro-postérieure rétinienne 
	

La	 rétine	 est	 le	 tissu	 nerveux	 directement	 responsable	 de	 la	 réception	 et	 de	 la	
conversion	 de	 l’information	 lumineuse	 en	 signaux	 électriques.	 Elle	 présente	 une	
organisation	 stratifiée,	 avec	 trois	 couches	 nucléaires	 séparées	 par	 deux	 couches	
plexiformes	intermédiaires.	La	partie	de	la	rétine	en	contact	avec	le	corps	vitré	-	vers	le	
centre	de	l’œil	-	correspond	à	la	rétine	interne,	et	la	partie	en	contact	avec	l’épithélium	
pigmentaire	est	la	rétine	externe	(Figure	2).		



	 17	

	

	
	
	
	
	
	
	

A	

B	

C	

Figure	3	:	Distribution	des	photorécepteurs	dans	la	rétine	humaine.	(A)	Fond	d’œil	humain	
montrant	 la	 position	 de	 la	 macula	 et	 de	 la	 fovéa	 en	 son	 centre.	 (B)	 Schéma	 présentant	
l’amincissement	 caractéristique	 de	 la	 fovéa,	 associé	 à	 l’absence	 de	 vaisseaux	 sanguins	 et	 des	
couches	internes	de	la	rétine,	repoussées	sur	les	côtés.	(C)	Schéma	représentant	la	distribution	
spatiale	 des	 bâtonnets	 (En	 bleu)	 et	 des	 cônes	 (En	 vert)	 dans	 la	 rétine	 en	 fonction	 de	
l’excentricité.	

(D’après	Mustafi	et	al,	2009,	Progress	in	Retinal	and	Eye	Research)	
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La	couche	la	plus	externe	de	la	rétine	est	celle	des	photorécepteurs,	avec	en	premier	lieu	
leurs	 segments	 photosensibles,	 puis	 vient	 la	 couche	 nucléaire	 externe,	 contenant	 les	
noyaux	des	photorécepteurs.	Ensuite	se	déploie	la	couche	plexiforme	externe,	au	sein	de	
laquelle	 s’établissent	 les	 connexions	 synaptiques	 entre	 photorécepteurs	 et	 cellules	
bipolaires,	 et	 les	 cellules	 horizontales.	 Dans	 la	 couche	 nucléaire	 interne	 qui	 suit,	 on	
trouve	 les	 noyaux	 des	 neurones	 secondaires	 –	 comme	 les	 cellules	 bipolaires,	
horizontales	 et	 amacrines	 -	 ainsi	 que	 des	 cellules	 gliales	 de	 Müller,	 qui	 ont	 la	
particularité	de	 traverser	 la	 rétine	de	part	 et	d’autre.	Au	 sein	de	 la	 couche	plexiforme	
interne,	les	cellules	bipolaires	établissant	leurs	connexions	synaptiques	avec	les	cellules	
ganglionnaires,	dont	les	noyaux	se	trouvent	dans	la	couche	nucléaire	suivante.	Enfin,	les	
axones	des	cellules	ganglionnaires	se	rassemblent	au	niveau	de	la	couche	des	fibres	de	
Henlé	pour	aller	former	le	nerf	optique,	qui	rejoint	ensuite	le	cerveau	(Figure	2).	
Par	la	suite,	nous	nous	focaliserons	sur	les	photorécepteurs	et	les	cellules	macrogliales	–	
cellules	 gliales	 de	 Müller	:	 les	 fonctions	 des	 autres	 cellules	 de	 soutien	 –	 microglies,	
astrocytes,	vaisseaux	sanguins	–	seront	moins	développées.	
	

 1.2.1.3) Organisation centre-périphérie : macula et fovéa 
	
Chez	 certains	 mammifères	 –	 comme	 l’homme	 ou	 le	 primate	 -	 se	 trouve	 une	 zone	
pigmentée	au	centre	de	la	rétine,	facilement	identifiable	lors	de	l’examen	du	fond	d’œil	:	
il	 s’agit	 de	 la	 macula,	 la	 zone	 de	 vision	 précise	 de	 la	 rétine	 (Figure	 3	 A).	 Certains	
rongeurs,	 comme	 le	 rat	ou	 la	 souris,	ne	possèdent	pas	de	macula.	La	macula	présente	
une	 concentration	 très	 important	en	 cônes,	qui	 sont	 les	photorécepteurs	responsables	
de	 la	 vision	précise.	 Anatomiquement	 parlant,	 on	 peut	 identifier	 au	 sein	 de	 la	macula	
une	 fovéa	 centrale	 composée	exclusivement	de	 cônes	 (Figure	3	C),	 encerclée	de	 façon	
concentrique	par	la	parafovéa	et	la	périfovéa.	Au	centre	de	la	fovéa	se	trouve	une	région	
encore	plus	particulière,	la	dépression	fovéolaire	ou	fovéole.	Elle	est	caractérisée	par	un	
amincissement	de	la	rétine,	associé	à	l’absence	de	vaisseaux	sanguins	et	au	décalage	des	
cellules	 des	 couches	 internes	 repoussées	 vers	 la	 périphérie	 (Figure	 3	 B).	 Cet	
amincissement	favorise	l’arrivée	de	la	lumière	jusqu’aux	photorécepteurs,	permettant	la	
formation	d’une	image	extrêmement	précise.		
	

1.2.2) Histologie de la rétine 
	

1.2.2.1) La rétine pigmentaire 
	
Les	 segments	 externes	 des	 photorécepteurs	 rétiniens	 sont	 en	 contact	 direct	 avec	
l’épithélium	pigmentaire	rétinien	(EPR)	sous-jacent,	parfois	appelé	rétine	pigmentaire.	
L’EPR	est	 lui-même	séparé	de	 la	 tunique	vasculaire	 choroïdienne	par	 la	membrane	de	
Bruch.	
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Figure	4	:	L’épithélium	pigmentaire	rétinien	(EPR).	(A)	Schéma	représentant	la	localisation	
histologique	 de	 l’EPR,	 entre	 la	 membrane	 de	 Bruch	 et	 les	 segments	 externes	 des	
photorécepteurs,	parmi	lesquels	les	cellules	de	l’EPR	étendent	leurs	microvillosités.	(B)	Schéma	
présentant	les	différentes	fonctions	de	l’EPR.	

(D’après	Strauss,	2005,	Physiol	Rev)	
	
L’EPR	 est	 une	 monocouche	 de	 cellules	 pigmentées	 située	 en	 dessous	 des	 segments	
externes	des	photorécepteurs.	La	membrane	apicale	des	cellules	de	l’EPR	est	composée	
de	nombreuses	microvillosités	qui	étendent	 leurs	prolongements	le	 long	des	segments	
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Disques	 EPR	

Noyau	

Pigments	

Chorio-capillaires	

Membrane	de	Bruch	

Transport		
épithélial	

Absorp0on	
de	lumière	

Transport		
ionique	

Cycle	
visuel	

Phagocytose	
Des	segments	

Fonc0on	de	
sécré0on	

A	

B	
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externes	(figure	4	A).	La	membrane	basale	de	l’EPR	fait	face	à	la	membrane	de	Bruch.	
L’EPR	 joue	un	 rôle	vital	dans	 le	bon	 fonctionnement	des	photorécepteurs	en	assurant	
plusieurs	fonctions	de	support	(Figure	4	B).	Les	pigments	produits	par	l’EPR	permettent	
l’absorption	 de	 l’excès	 d’énergie	 lumineuse	 concentrée	 sur	 la	 rétine	 (Boulton	 and	
Dayhaw-Barker,	2001).	De	par	son	rôle	de	barrière,	l’EPR	participe	aussi	au	maintien	de	
l’homéostasie	 aqueuse	 et	 ionique,	 en	 contrôlant	 les	 échanges	 entre	 l’espace	 sous-
rétinien	et	les	capillaires	choroïdiens	(Dornonville	de	la	Cour,	1993;	Hamann,	2002).	Ce	
rôle	 est	 particulièrement	 important,	 puisque	 la	 composition	 ionique	 de	 l’espace	 sous-
rétinien	détermine	la	capacité	des	photorécepteurs	à	rester	excitables	(Steinberg	et	al.,	
1983).	 De	 la	même	manière,	 le	 transport	 épithélial	 géré	 par	 l’EPR	 permet	 de	 juguler	
l’apport	en	glucose	et	en	vitamines	-	comme	le	rétinol	-	nécessaires	au	fonctionnement	
des	 photorécepteurs.	 L’EPR	 participe	 aussi	 au	 maintien	 de	 l’excitabilité	 des	
photorécepteurs	 en	 phagocytant	 les	 disques	 des	 segments	 externes	 qui	 sont	 ensuite	
digérés	et	assimilés	(Finnemann,	2003;	Gal	et	al.,	2000),	et	renouvelés	en	permanence	
par	les	photorécepteurs	eux-mêmes.	L’EPR	recycle	aussi	certains	éléments	produits	par	
les	photorécepteurs,	comme	le	rétinal.	Les	photorécepteurs	sont	en	effet	incapables	de	
ré-isomériser	 le	 tout-trans-rétinal,	 produit	 de	 la	 photo-transduction	:	 c’est	 pourquoi	
l’EPR	prend	aussi	en	charge	le	cycle	visuel	du	rétinal.	De	plus,	l’épithélium	pigmentaire	
produit	des	 facteurs	de	 croissance	 favorisant	 le	maintien	de	 l’intégrité	de	 la	paroi	des	
choriocapillaires,	 et	 des	 photorécepteurs.	 Enfin,	 l’EPR	 joue	 un	 rôle	 central	 dans	 le	
maintient	du	privilège	immun	en	sécrétant	des	facteurs	immunosuppresseurs	(Ishida	et	
al.,	 2003;	 Streilein	 et	 al.,	 2002).	 Cet	 aspect	 sera	 traité	 plus	 en	 détail	 au	 paragraphe	
«	1.2.3.2)	Immunosuppression	».	
	
La	membrane	 de	 Bruch,	 située	 sous	 la	 surface	 basale	 de	 l’EPR,	 est	 une	 fine	 structure	
acellulaire	 pentalaminaire	 délimitant	 l’EPR	 de	 la	 choroïde.	 Elle	 est	 composée	 d’une	
couche	 d’élastine,	 entourée	 par	 deux	 couches	de	 collagène,	 et	 cette	 structure	 est	 elle-
même	 délimitée	 par	 une	 membrane	 basale	 interne	 et	 une	 membrane	 basale	 externe	
situées	de	part	et	d’autre.	
	
La	 choroïde	 enfin,	 est	 majoritairement	 constituée	 de	 vaisseaux	 sanguins,	 de	
mélanocytes,	des	macrophages	et	de	fibroblastes.	Sa	fonction	majeure	est	de	 fournir	la	
rétine	 externe	 –	 dépourvue	 de	 vaisseaux	 –	 en	 oxygène	 et	 en	 nutriments,	 mais	 elle	
participe	aussi	à	la	thermorégulation	ainsi	qu’à	l’absorption	de	lumière.	C’est	à	partir	des	
choriocapillaires	–	un	 réseau	hautement	anastomosé	de	 capillaires	 fenestrés	 -	situés	à	
proximité	de	 la	membrane	de	Bruch	que	s’effectue	 la	diffusion	de	nutriments	destinés	
aux	photorécepteurs,	très	actifs	métaboliquement.	
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1.2.2.2) La rétine neurosensorielle 
	

1.2.2.2.1) Les neurones 
	

1.2.2.2.1.1) Les photorécepteurs 
	
Les	 photorécepteurs	 sont	 les	 neurones	 photosensibles	 situés	 dans	 la	 partie	 la	 plus	
externe	de	la	rétine	:	ils	initient	la	chaine	visuelle,	en	convertissant	les	signaux	lumineux	
en	 signaux	 électriques	 grâce	 à	 la	 photo-transduction.	 Il	 existe	 deux	 types	 de	
photorécepteurs	 :	 les	 cônes,	 et	 les	 bâtonnets	 (Figure	 5).	 Au	 niveau	 de	 la	 rétine	 des	
mammifères,	on	dénombre	environ	dix	fois	moins	de	cônes	que	de	bâtonnets.	Chez	les	
animaux	possédant	une	macula,	 leur	 répartition	n’est	pas	homogène	et	 les	 cônes	 sont	
majoritairement	 localisés	au	 centre	de	 la	 rétine,	 au	niveau	de	 la	macula,	 zone	d’où	 les	
bâtonnets	 sont	 pratiquement	 absents.	 Au	 sein	 de	 la	 rétine,	 les	 noyaux	 des	 cônes	 sont	
majoritairement	disposés	 le	long	d’une	couche	suivant	 la	membrane	 limitante	externe,	
alors	que	les	noyaux	des	bâtonnets	sont	répartis	en	une	dizaine	de	couches.	
	

	
Figure	5	:	Structure	des	photorécepteurs,	cônes	et	bâtonnets.	

	
Les	cônes	et	 les	bâtonnets	ne	diffèrent	pas	seulement	par	 leur	distribution,	mais	aussi	
par	 leur	 forme,	 et	 les	 photo-pigments	 qu’ils	 expriment,	 respectivement	 opsines	 et	
rhodopsines	:	ces	disparités	révèlent	leurs	différentes	fonctions.	Les	cônes	interviennent	
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dans	la	vision	centrale	diurne	(en	conditions	photopiques)	:	ils	sont	moins	sensibles	à	la	
lumière	que	 les	bâtonnets,	mais	sont	associés	à	des	 circuits	neuronaux	 favorisant	une	
haute	 résolution	 spatiale.	 Ces	 réseaux	 permettent	 de	 percevoir	 les	 couleurs,	 et	 de	
discerner	 les	 visages	 ou	 les	 lettres.	 Les	 bâtonnets	 interviennent	 dans	 la	 vision	
périphérique	 nocturne	 (en	 conditions	 scotopiques)	:	 leur	 seuil	 d’excitation	 est	 moins	
élevé	que	celui	des	cônes	–	il	suffit	d’un	seul	photon,	alors	que	plus	de	100	photons	sont	
nécessaires	 pour	 induire	 un	 réponse	 similaire	 chez	 les	 cônes	 –	 mais	 les	 réseaux	
neuronaux	 auxquels	 ils	 sont	 associés	 ne	 permettent	 pas	 d’atteindre	 une	 résolution	
visuelle	aussi	élevée.	
	
Les	photorécepteurs	sont	composés	(i)	d’un	segment	externe,	un	empilement	de	disques	
–	 formés	 à	 partir	 de	 replis	 membranaires	 -	 contenant	 les	 pigments	 visuels,	 (ii)	 un	
segment	interne,	contenant	la	machinerie	permettant	la	synthèse	d’énergie	et	d’opsines,	
et	 relié	 au	 segment	 externe	 par	 un	 cil	 connecteur,	 (iii)	 un	 corps	 cellulaire,	 et	 (iv)	 une	
dendrite	 terminée	 par	 une	 synapse,	 permettant	 la	 communication	 nerveuse	 avec	 les	
neurones	secondaires.	
C’est	 l’architecture	 des	 segments	 externes	 qui	 confère	 leurs	 différences	 fonctionnelles	
aux	cônes	et	aux	bâtonnets.	Chez	les	bâtonnets,	le	segment	externe	est	plus	long,	et	est	
composé	 d’un	 empilement	 de	 disques,	 dissociés	 de	 la	 membrane	 plasmique	 du	 cil	
connecteur.	 Chez	 les	 cônes,	 plus	 courts,	 la	 série	 de	 disques	 est	 formée	 par	 des	
évaginations	de	 la	membrane	plasmique	:	 ils	sont	donc	 tous	 connectés	à	 la	membrane	
qui	 se	 prolonge	 à	 partir	 du	 cil	 connecteur.	 Les	 segments	 externes	 étant	 sollicités	 en	
permanence,	 ils	 sont	 continuellement	 renouvelés	 grâce	 à	 un	 équilibre	 entre	 la	
phagocytose	 réalisée	 par	 les	 cellules	 de	 l’épithélium	 pigmentaire	 sous-jacent,	 et	 la	
croissance	au	niveau	du	cil	connecteur.		
	
A	l’obscurité,	la	membrane	des	cônes	et	des	bâtonnets	est	dépolarisée,	et	ils	libèrent	en	
permanence	 le	neurotransmetteur	glutamate	au	niveau	de	 leur	synapse	:	 l’exposition	à	
la	 lumière	entraîne	une	hyperpolarisation	membranaire,	et	 la	 transmission	synaptique	
est	 alors	 interrompue.	 Le	 mécanisme	 qui	 sous-tend	 ces	 régulations	 est	 aujourd’hui	
connu	:	 c’est	 la	 phototransduction.	 Dans	 les	 photorécepteurs,	 le	 processus	 de	 photo-
transduction	 peut	 être	 décomposé	 en	 plusieurs	 étapes.	 La	 première	 est	 la	 photo-
activation	:	 lorsque	 le	rétinal-11-cis	absorbe	un	photon,	 il	est	photo-isomérisé	en	tout-
trans-rétinal,	 ce	 qui	 induit	 une	 modification	 de	 la	 conformation	 de	 l’opsine.	 Cette	
modification	 permet	 à	 l’opsine	 de	 se	 lier	 à	 la	 transducine,	 une	 protéine	 G	:	 la	 liaison	
entre	 ces	 deux	 protéines	 entraîne	 le	 remplacement	 d’un	GDP	par	 un	GTP,	 et	 active	 la	
sous-unité	alpha	de	 la	 transducine,	qui	se	détache	pour	activer	une	phosphodiestérase	
associée	à	 la	membrane.	Cette	enzyme	va	à	son	tour	hydrolyser	le	GMPc,	entraînant	 la	
fermeture	 des	 canaux	 ioniques	:	 la	 cellule	 ainsi	 hyperpolarisée	 interrompt	 alors	 la	
libération	synaptique	de	glutamate.	
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1.2.2.2.1.2) Les autres neurones rétiniens 
	
La	cellule	bipolaire	est	le	premier	type	de	neurone	de	projection	rétinien	:	elle	établit	un	
relai	synaptique	entre	les	photorécepteurs	et	les	cellules	ganglionnaires	(Figure	6).	Les	
cellules	bipolaires	jouent	un	rôle	central	dans	l’intégration	du	signal	nerveux	:	elles	sont	
en	 contact	 avec	 toutes	 les	 autres	 catégories	 de	 neurones	 rétiniens,	 et	 apportent	 les	
premières	modifications	à	l’intégration	de	l’input	nerveux.	Il	existe	plus	de	dix	types	de	
cellules	 bipolaires	 dans	 la	 rétine	 des	 mammifères,	 mais	 elles	 sont	 plus	 souvent	
organisées	 selon	 le	 type	 ON	 ou	 OFF	 de	 leur	 réponse	 électrochimique	 aux	 signaux	
transmis	(Hartveit,	1997).		
En	plus	des	cellules	bipolaires,	il	existe	deux	autres	familles	d’interneurones	au	niveau	
de	 la	 rétine	 interne,	 les	 cellules	 horizontales	 et	 les	 cellules	 amacrines	 (Figure	 6).	 Les	
cellules	 horizontales	 permettent	 d’augmenter	 le	 contraste	 visuel.	 Quand	 un	
photorécepteur	est	éclairé	et	stimulé,	la	cellule	horizontale	a	un	effet	inhibiteur	sur	les	
photorécepteurs	environnants	:	ce	phénomène	d’inhibition	latérale	permet	d’éviter	une	
confusion	du	signal	et	intervient	dans	la	détection	des	mouvements.		
	

	
Figure	6	:	Le	réseau	neuronal	rétinien.	L’influx	nerveux	se	propage	des	photorécepteurs	aux	
cellules	bipolaires,	puis	aux	cellules	ganglionnaires,	et	est	modulé	par	les	cellules	horizontales	et	
amacrines.	

(D’après	David	Hubuel,	Harvard	University)	
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Les	cellules	amacrines	établissent	des	connexions	multiples	avec	les	cellules	bipolaires	
et	 ganglionnaires,	notamment	de	par	 leur	 localisation	privilégiée	au	 sein	de	 la	 couche	
plexiforme	 interne.	 Aujourd’hui,	 entre	 20	 et	 30	 types	 de	 cellules	 amacrines	
(Balasubramanian	and	Gan,	2014;	MacNeil	 and	Masland,	1998)	sont	référencées.	Elles	
sont	différenciées	 par	 leur	morphologie,	 et	 il	 a	 été	 établi	 que	 la	majorité	 d’entre	 elles	
(85%)	établissent	des	 synapses	 inhibitrices,	 en	produisant	des	neurotransmetteurs	de	
type	GABA	ou	glycine	(Menger	et	al.,	1998).	Les	cellules	amacrines	établissent	en	fait	un	
réseau	qui	module	l’intégration	des	signaux	nerveux	provenant	des	cellules	bipolaires,	à	
destination	des	cellules	ganglionnaires	:	il	s’agit	des	dernières	modifications	apportées	à	
l’input	avant	son	envoi	jusqu’au	cerveau.	
	
Après	 avoir	 subis	 des	modifications	 via	 l’activité	 des	 interneurones,	 le	 signal	 nerveux	
atteint	la	couche	des	cellules	ganglionnaires	rétiniennes,	dont	il	existe	plus	de	30	types.	
Leurs	 noyaux	 sont	 tous	 localisés	 dans	 cette	 couche,	 et	 les	 cellules	 ganglionnaires	
disposent	 d’une	 arborescence	 de	 dendrites	 réparties	 dans	 la	 plexiforme	 interne	 leur	
permettant	de	collecter	le	signal	nerveux,	ainsi	que	d’un	axone	qui	se	prolonge	jusqu’au	
cerveau,	via	les	nerfs	optiques.	
	

1.2.2.2.2) Les cellules gliales de la rétine 
	

1.2.2.2.3.1) Les cellules macrogliales 
	

La	 cellule	 gliale	 de	 Müller	 compte	 pour	 90%	 de	 la	 glie	 rétinienne,	 et	 en	 est	 donc	 un	
composant	majeur	:	elle	appartient	à	la	catégorie	des	cellules	gliales	radiaires,	au	même	
titre	que	la	cellule	de	Bergmann	que	l’on	retrouve	dans	le	cervelet.	Les	cellules	de	Müller	
ont	donc	 la	particularité	d’être	orientées	de	manière	radiale,	 et	 traversent	 la	rétine	de	
part	en	part	(Figure	7).	Elles	étendent	leurs	prolongements	depuis	la	couche	des	cellules	
ganglionnaires	 –	 à	 la	 frontière	 de	 la	 cavité	 vitréenne	 –	 jusqu’à	 la	 couche	 nucléaire	
externe	–	 là	où	commence	 l’espace	sous-rétinien.	Les	cellules	de	Müller	 jouent	un	rôle	
fondamental	 dans	 le	 fonctionnement	 physiologique	 de	 la	 rétine,	 et	 sont	 très	 souvent	
impliquées	 dans	 les	 pathologies	 rétiniennes	 neuro-dégénératives,	 comme	 la	
rétinopathie	diabétique	(Gerhardinger	et	al.,	2005),	le	décollement	de	rétine	(Francke	et	
al.,	 2001)	 ou	 la	 télangiectasie	maculaire	 de	 type	 II	 (Powner	 et	 al.,	 2013).	 De	 par	 leur	
position	 privilégiée,	 c’est-à-dire	 en	 enroulant	 leurs	 prolongements	 cytoplasmiques	
autour	 des	 capillaires	 sanguins	 et	 des	 neurones,	 les	 cellules	 de	Müller	 contribuent	 au	
maintien	de	l’homéostasie	rétinienne	à	différents	niveaux	(Figure	7).	Tout	d’abord,	elles	
régulent	 les	 flux	 aqueux	 et	 ioniques	 (Nagelhus	 et	 al.,	 1998,	 1999)	:	 le	 transporteur	
potassique	Kir4.1	et	le	canal	aqueux	AQP4	jouent	un	rôle	majeur	dans	la	régulation	des	
échanges	osmotiques	(Kofuji	et	al.,	2000).	Les	cellules	de	Müller	participent	au	transport	
des	 nutriments,	 et	 à	 l’évacuation	 des	 déchets	 métaboliques	 (Tsacopoulos	 and	
Magistretti,	1996),	et	au	maintien	de	 la	barrière	hémato-rétinienne	(Tout	et	al.,	1993).	
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De	plus,	les	cellules	gliales	de	Müller	favorisent	la	survie	des	neurones	via	la	production	
de	 facteurs	 neurotrophiques	:	 ainsi,	 l’ablation	 conditionnelle	 des	 cellules	 de	 Müller	
induit	 l’apoptose	 des	 photorécepteurs,	 mais	 cet	 effet	 peut	 être	 inhibé	 par	 l’ajout	 de	
facteurs	 neurotrophiques	 exogènes	 (Shen	 et	 al.,	 2012).	 Enfin,	 elles	 jouent	 un	 rôle	
indispensable	 dans	 la	 transmission	 synaptique	 en	 participant	 au	 recyclage	 des	
neurotransmetteurs	 (Reichenbach	and	Bringmann,	2013).	Les	 cellules	de	Müller	ont	à	
leur	disposition	tout	un	arsenal	de	transporteurs	permettant	la	capture	et	la	libération	
de	 glutamate.	 L’implication	 de	 ces	 transporteurs	 en	 conditions	 pathologiques	 sera	
traitée	dans	le	chapitre	«	3.2.1.2.)	Toxicité	du	glutamate	».	

	

Figure	7	:	La	cellule	gliale	de	Müller.	Schéma	d’une	cellule	gliale	de	Müller	(En	bleu),	mettant	
en	 évidence	 les	 nombreuses	 interactions	 établies	 avec	 les	 autres	 cellules	 rétiniennes,	 et	 qui	
favorisent	son	rôle	central	de	régulateur	homéostasique.	Mi	:	microglie.	As	:	astrocyte.	G	:	cellule	
ganglionnaire.	 Ph	:	 photorécepteur.	 B	:	 cellule	 bipolaire.	 M	:	 cellule	 gliale	 de	 Müller.	 Glu	:	
glutamate.	Gln	:	glutamine.	

(D’après	Vecino	et	al,	2016,	Progress	in	Retinal	and	Eye	Reseach)	
	
Les	 astrocytes	 –	 qui	 tirent	 leur	 nom	 de	 leur	 forme	 stellaire	 –	 sont	 majoritairement	
localisés	dans	la	couche	la	plus	interne	de	la	rétine.	Leur	distribution	est	corrélée	avec	la	
présence	 et	 la	 distribution	 des	 vaisseaux	 sanguins	 rétiniens.	 Les	 cellules	 astrocytaires	
étendent	 leurs	 prolongements	 autour	 des	 vaisseaux	 sanguins	 et	 des	 axones	 des	
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neurones	de	la	couche	ganglionnaire	:	leur	distribution	dépend	donc	aussi	de	la	densité	
des	 fibres	 nerveuses	 (Rungger-Brandle	 et	 al.,	 1993).	 Comme	 dans	 le	 cerveau,	 les	
astrocytes	 rétiniens	 participent	 au	 maintien	 de	 la	 barrière	 hémato-rétinienne,	 et	 au	
support	neurotrophique	des	neurones.	

1.2.2.2.3.2) Les microglies résidentes 
	

La	microglie	est	 le	macrophage	 résident	du	 système	nerveux	central,	 et	 appartient	 au	
système	 des	 phagocytes	mononucléés.	 Il	 s’agit	 d’une	 cellule	 immunitaire	modulant	 la	
réponse	 inflammatoire	en	cas	d’infection,	mais	qui	 joue	aussi	un	rôle	essentiel	dans	 la	
surveillance	(Nimmerjahn	et	al.,	2005)	via	ses	nombreux	prolongements	cytoplasmiques	
(Davalos	et	al.,	2005),	et	dans	le	maintien	de	l’homéostasie	rétinienne.	
	

	
Figure	 8	:	 Microglie	 ramifiée	 et	 non-ramifiée.	 Schéma	 présentant	 les	 différentes	
morphologies	de	microglies	en	fonction	de	leur	niveau	d’activation.		

(D’après	Colton	et	al,	2000,	Ann	NY	Acad	Sci)	
	
Les	microglies	colonisent	le	système	nerveux	central	dès	le	développement	au	cours	de	
l’embryogénèse,	 à	 partir	 de	 progéniteurs	 myéloïdes	 présents	 dans	 le	 sac	 vitellin	
(Ginhoux	 et	 al.,	 2010a),	 et	 se	 répandent	 au	 sein	 du	 tissu	 en	 suivant	 les	 réseaux	
neuronaux,	vasculaires	ou	gliaux	(Rezaie	and	Male,	1999).	En	conditions	physiologiques,	

Microglie	ramifiée,	au	«	repos	»	(Etat	senseur)	

Microglie	non-ramifiée	ou	amiboïde,	ac=vée	

Ac#va#on	
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les	 microglies	 présentent	 une	 morphologie	 caractéristique	 d’un	 état	 dit	 «	quiescent	»	
(Figure	 8),	 mais	 qui	 correspond	 en	 fait	 à	 un	 rôle	 de	 senseur	 actif.	 Les	 microglies	
adoptent	alors	une	forme	extrêmement	ramifiée	et	qui	présente	des	prolongements	très	
mobiles,	considérablement	différente	de	leur	état	dit	«	activé	»,	où	elles	présentent	une	
morphologie	 amiboïde	 (Davis	 et	 al.,	 1994)	 (Figure	 8).	 Dans	 les	 conditions	 basales,	 les	
microglies	 sont	 majoritairement	 localisées	 dans	 les	 couches	 les	 plus	 internes	 de	 la	
rétine,	mais	elles	peuvent	 se	déplacer	dans	 la	 couche	des	photorécepteurs	ou	 l’espace	
sous-rétinien	dans	le	cadre	d’une	réponse	inflammatoire.	
Les	 microglies	 interagissent	 en	 permanence	 avec	 leur	 environnement,	 et	
particulièrement	 avec	 les	 populations	 neuronales.	 Le	 meilleur	 exemple	 de	 ce	 type	
d’interaction	 neurone-glie,	 est	 le	 système	 CX3CL1/CX3CR1.	 La	 fractalkine,	 ou	 CX3CL1	
est	une	chimiokine	produite	par	les	neurones	et	présente	sous	deux	formes,	soluble	ou	
liée	 à	 la	 membrane	 (Bazan	 et	 al.,	 1997).	 Elle	 se	 lie	 au	 récepteur	 CX3CR1,	 qui	 est	 un	
récepteur	 à	 sept	 domaines	membranaires	 couplé	 à	 une	 protéine	G	 et	 exprimé	par	 les	
microglies	 (Jung	 et	 al.,	 2000).	 L’interaction	 entre	 le	 ligand	 et	 son	 récepteur	 induit	 un	
signal	inhibiteur	tonique,	qui	maintient	la	microglie	dans	un	état	non-activé	en	condition	
basale,	 permettant	 ainsi	 de	 prévenir	 le	 développement	 d’une	 réponse	 inflammatoire	
excessive	 en	 absence	 d’atteinte	 neuronale	 (Harrison	 et	 al.,	 1998).	 En	 absence	 de	
CX3CR1,	 les	microglies	 répondent	 plus	 fortement	 aux	 stimuli	 excitateurs,	 et	 induisent	
une	 toxicité	dirigée	 contre	 les	neurones	 (Cardona	et	 al.,	 2006).	Cette	 caractéristique	 a	
permis	de	développer	un	modèle	murin	de	dégénérescence	maculaire	liée	à	l’âge	à	partir	
de	souris	déficientes	en	Cx3cr1,	associé	à	l’accumulation	de	macrophages	sous-rétiniens	
(Combadière	et	al.,	2007).	
	

1.2.2.3) Le réseau vasculaire rétinien 
	
La	rétine	est	l’un	des	tissus	du	corps	humain	les	plus	actifs	métaboliquement.	Chez	les	
mammifères,	la	microcirculation	rétinienne	repose	sur	un	réseau	vasculaire	organisé	en	
trois	 couches	 de	 vaisseaux	 présents	 dans	 la	 rétine	 interne,	 avec	 un	 plexus	 vasculaire	
supérieur,	 intermédiaire,	 et	 profond.	 Ce	 réseau	 très	 dense	 permet	 de	 couvrir	 l’apport	
métabolique	 en	 oxygène	 et	 en	 nutriments	 nécessaire	 au	 fonctionnement	 de	 la	 rétine	
interne.	 Comme	 nous	 l’avons	 vu	 précédemment,	 la	 couche	 des	 photorécepteurs	 étant	
dépourvue	 de	 vaisseaux	 sanguins,	 la	 diffusion	 de	 métabolites	 est	 majoritairement	
organisée	à	partir	des	choriocapillaires.	
La	vasculature	rétinienne	suit	une	architecture	classique	:	les	branchements	des	artères	
donnent	 des	 artérioles	 qui	 alimentent	 un	 réseau	 de	 capillaires.	 Ce	 réseau	 est	 ensuite	
drainé	par	un	ensemble	de	vénules	qui	se	regroupent	pour	former	les	veines.	
Ce	 réseau	 vasculaire	 forme	 la	 barrière	 hémato-rétinienne	 interne,	 et	 limite	 le	 passage	
aberrant	 des	 molécules	 circulant	 dans	 le	 sang	 du	 compartiment	 sanguin	 au	
compartiment	tissulaire.	Ce	contrôle	est	permis	par	l’organisation	sophistiquée	de	cette	
barrière,	 dont	 la	 composition	 sera	 détaillée	 au	 chapitre	 suivant	 «	1.2.3.1)	 Barrière	
hémato-rétinienne	».	
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1.2.3) Le privilège immun 
	
L’œil	 est	 l’un	 des	 organes	 du	 corps	 humain	 auquel	 l’évolution	 a	 attribué	 une	
caractéristique	assez	singulière	:	 le	privilège	immun.	Ce	mécanisme	d’adaptation	vise	à	
protéger	 certaines	 structures	 vitales	 contre	 les	 dommages	 que	 pourrait	 entrainer	une	
forte	réaction	inflammatoire	:	on	conçoit	aisément	que	la	présence	d’une	cicatrice	sur	la	
rétine	 aurait	 un	 effet	 dommageable	 sur	 la	 perception	 visuelle.	 De	 plus,	 les	 neurones	
n’ont	pas	la	capacité	de	se	régénérer	:	c’est	pourquoi	le	cerveau	bénéficie	lui	aussi	d’un	
tel	 privilège.	 Nous	 verrons	 ici	 comment	 s’organise	 le	 privilège	 immun	 autour	 de	 la	
rétine,	 en	 (i)	 empêchant	 l’intrusion	 de	 cellules	 immunitaires	 et	 (ii)	 favorisant	 leur	
élimination	via	des	mécanismes	immunosuppresseurs.	
	

1.2.3.1) Barrière hémato-rétinienne 
	

L’existence	d’une	barrière	hémato-encéphalique	(BHE)	–	notion	introduite	par	Erhlich	et	
Goldman	en	1909	-	a	fait	débat	pendant	plusieurs	dizaines	d’années,	jusqu’à	ce	que	des	
recherches	intensives	conduisent	à	une	résolution	de	ce	débat	et	à	une	définition	claire	
de	ce	qu’est	la	BHE	(Bradbury,	1979).	Le	fonctionnement	physiologique	d’une	barrière	
entre	 le	 sang	 et	 un	 tissu	 doit	 être	 perçu	 à	 travers	 l’interaction	 de	 plusieurs	 aspects	
restrictifs,	 permettant	malgré	 tout	 la	 diffusion	 d’oxygène	 et	 de	 nutriments,	 comme	 le	
glucose	(Ban	and	Rizzolo,	2000).	Dans	la	rétine,	il	existe	deux	types	de	barrières	hémato-
rétiniennes	(BHR)	:	une	BHR	interne	formée	par	la	paroi	de	vaisseaux	présents	dans	la	
rétine	interne,	et	une	BHR	externe	constituée	par	les	cellules	épithéliale	de	l’épithélium	
pigmentaire.	 La	 BHR	 interne	 se	 trouve	 au	 niveau	 des	 plexus	 vasculaires	 de	 la	 rétine	
interne,	et	est	formée	par	l’ensemble	endothélium	vasculaire/cellules	gliales	:	au	niveau	
du	plexus	supérieur,	ce	sont	les	astrocytes	qui	participent	à	la	barrière,	et	au	niveau	du	
plexus	 profond,	 les	 cellules	 gliales	 de	Müller	 (Rizzolo	 et	 al.,	 2011).	 La	 lame	 basale	 de	
l’endothelium	 et	 les	 péricytes	 participent	 eux	 aussi	 à	 la	 formation	 de	 cette	 barrière.	
Quant	 à	 la	 BHR	 externe,	 son	 organisation	 est	 sensiblement	 différente,	 puisqu’elle	 est	
constituée	 par	 la	monocouche	 de	 cellules	 de	 l’épithélium	 pigmentaire	 rétinien	 (EPR),	
dérivée	du	neuro-épithélium	embryonnaire	(Rizzolo,	2007).	L’efficacité	de	cette	barrière	
est	renforcée	par	la	présence	de	jonctions	serrées,	riches	en	claudines	et	en	occludines,	
permettant	de	joindre	les	cellules	épithéliales	de	l’EPR	(Konari	et	al.,	1995;	Nishiyama	et	
al.,	2002)	:	ainsi,	les	cellules	circulantes	ayant	quitté	les	capillaire	choroïdiens	fenestrés	
n’ont	théoriquement	pas	la	possibilité	de	s’infiltrer	jusque	dans	la	rétine	(Morcos	et	al.,	
2001).	Cependant,	 l’intégrité	des	 jonctions	entre	 les	 cellules	de	 l’EPR	n’est	pas	à	 toute	
épreuve	:	l’épithélium	pigmentaire	est	sensible	au	stress	oxydant	(Bailey	et	al.,	2004),	à	
la	présence	de	macrophages	péri-vasculaires	(Boven	et	al.,	2000),	ou	à	l’action	du	TNF-α	
(Bamforth	 et	 al.,	 1996).	 Dans	 certaines	 conditions	 pathologiques,	 la	 BHR	 est	 ainsi	
déstabilisée,	et	ne	permet	plus	d’empêcher	correctement	 l’extravasation	de	monocytes	
circulants	ou	d’autres	cellules	inflammatoires	(El	Mathari	et	al.,	2015;	Narimatsu	et	al.,	
2013;	Xu	et	al.,	2005).		
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1.2.3.2) Immunosuppression  
	
A	 la	 jonction	 entre	 la	 rétine	 neurale	 et	 la	 rétine	 pigmentaire,	 l’ensemble	 formé	par	 la	
couche	 des	 photorécepteurs	 et	 l’épithélium	 pigmentaire	 en	 surplomb	 créé	 une	 zone	
dépourvue	 de	 vaisseaux	 sanguins	:	 de	 plus,	 en	 condition	physiologique,	 l’espace	 sous-
rétinien,	qui	est	la	zone	se	trouvant	entre	les	segments	externes	des	photorécepteurs	et	
l’EPR,	est	dépourvu	de	leucocytes	(Figure	9	A).	La	membrane	de	Bruch,	qui	sépare	l’EPR	
des	 chorio-capillaires	 qui	 sont	 en	 dessous,	 est	 composée	 de	 protéines	matricielles	 qui	
ont	 un	 effet	 suppresseur	 sur	 la	 croissance	 des	 vaisseaux	 choroïdiens,	 et	 qui	
interviennent	aussi	dans	l’effet	immunosuppresseur	de	l’EPR.	
Jusqu’au	 début	 des	 années	 2000,	 on	 pensait	 que	 le	 privilège	 immun	 était	 maintenu	
uniquement	 par	 la	 séquestration	 d’antigènes	 (Streilein	 et	 al.,	 1992),	 l’absence	 de	
drainage	lymphatique	(Medawar,	1948),	et	la	barrière	hémato-rétinienne	(Morcos	et	al.,	
2001).	 Mais	 il	 a	 été	 montré	 que	 l’EPR	 a	 un	 effet	 immunosuppresseur	 (Wenkel	 and	
Streilein,	 2000)	 :	 c’est	 à	 dire	 qu’il	 exprime	 des	 facteurs	 solubles	 qui	 ont	 pour	 effet	
d’étouffer	 les	 réactions	 inflammatoires	 d’origine	 immunitaire,	 en	 protégeant	 ainsi	 les	
photorécepteurs	 d’une	 réaction	 inflammatoire	 exacerbée	 et	 maintenue	 sur	 le	 long	
terme,	qui	causerait	des	dommages	au	tissu.	
Le	 système	 Fas-FasL	 induit	 par	 l’EPR	 est	 son	 outil	 le	 plus	 puissant	 pour	 favoriser	 le	
privilège	immun,	en	induisant	l’apoptose	des	cellules	immunitaires	(Griffith	et	al.,	1995).	
Il	est	intéressant	de	noter	que	la	surexpression	de	FasL	(Fas	ligand)	dans	une	allogreffe	
ne	 suffit	pas	à	 reproduire	 les	 conditions	du	privilège	 immun	 (Kang	et	 al.,	 1997),	mais	
que	 l’inactivation	 génétique	 de	 FasL	 favorise	 l’accumulation	 sous-rétinienne	 de	
phagocytes	mononucléés	 dans	 un	modèle	 d’inflammation	 sous-rétinienne	(Levy	 et	 al.,	
2015a).	Cela	suggère	que	la	synergie	de	plusieurs	facteurs	est	nécessaire	pour	éliminer	
correctement	les	macrophages	qui	entrent	en	contact	avec	l’EPR	(Figure	9B).	
L’EPR	 a	 en	 effet	 à	 sa	 disposition	 un	 autre	 système	 participant	 à	 l’élimination	 des	
phagocytes	 mononucléés	:	 le	 système	 TSP-1/CD47.	 La	 Thrombospondine	 1	 (TSP-1)	
intervient	dans	de	nombreux	mécanismes	biologiques,	y	compris	l’immuno-modulation	
(Housset	 and	 Sennlaub,	 2015)	 :	 elle	 est	 synthétisée	 par	 l’EPR	 (Miyajima-Uchida	 et	 al.,	
2000),	et	peut	interagir	avec	le	récepteur	CD47	via	sa	séquence	C-terminale	(Lawler	and	
Hynes,	1986).	Or,	l’activation	du	récepteur	CD47	sensibilise	les	cellules	à	la	mort	induite	
par	FasL	(Manna	et	al.,	2005).	Dans	un	article	récemment	publié	(Calippe	et	al.,	2017),	
notre	 groupe	 a	 montré	 que	 la	 déficience	 en	 TSP-1	 est	 effectivement	 associée	 à	
l’accumulation	sous-rétinienne	de	phagocytes	mononucléés,	de	même	que	la	déficience	
en	CD47,	et	l’utilisation	de	TSP-1	recombinante	a	permis	d’accélérer	l’élimination	de	ces	
macrophages.	L’activation	du	récepteur	CD47	rend	donc	les	macrophages	plus	sensibles	
à	l’apoptose	induite	par	FasL	(Figure	9B).	Notons	qu’il	existe	d’autres	facteurs	solubles	
immunosuppresseurs	 produits	 par	 l’EPR,	 comme	 le	 facteur	 de	 croissance	 TGF-β	
(Tanihara	et	al.,	1993).	
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Figure	9	:	Environnement	immunosuppresseur	de	la	rétine	externe.	Au	niveau	de	l’espace	
sous-rétinien,	l’activation	du	récepteur	CD47	des	macrophages	par	TSP-1	sensibilise	les	cellules	
inflammatoires	 à	 l’élimination	 induite	 par	 FasL.	 PRs	:	 photorécepteurs.	 EPR	:	 épithélium	
pigmentaire	rétinien.	

(Guillonneau	et	al,	2017,	Progress	in	Retinal	&	Eye	Research)	
	

1.3) Pathologies les plus fréquentes de la rétine 

1.3.1) La rétinopathie diabétique 
	
La	 rétinopathie	 diabétique	 (RD)	 est	 une	 complication	 courante	 du	 diabète,	 et	 est	
responsable	d’une	perte	de	vision	sévère	chez	30%	des	patients	diabétiques	(Wong	et	
al.,	2006).	Sans	traitement,	la	maladie	progresse	d’un	stade	modéré	non-prolifératif	à	un	
état	 prolifératif	 sévère	 et	 avancé,	 caractérisé	 par	 la	 croissance	 de	 néo-vaisseaux	
rétiniens	:	 quel	 que	 soit	 le	 stade	 concerné,	 la	 pathologie	 peut	 aussi	 être	 associée	 à	 la	
présence	 d’œdème	 rétinien.	 Au	 milieu	 des	 années	 2000,	 l’introduction	 de	
l’administration	intra-vitréenne	d’anti-VEGF	a	permis	une	avancée	spectaculaire	dans	le	
traitement	 de	 l’œdème	 maculaire	 associé	 à	 la	 RD.	 Les	 anti-VEGFs	 permettent	 la	
restauration	de	la	vision	chez	une	majorité	de	patients	diabétiques	(Varma	et	al.,	2015).	
En	 France,	 la	 photocoagulation	 laser	 est	 aussi	 utilisée,	 afin	 de	 ralentir	 ou	 stopper	 la	
perte	de	vision	(Bressler	et	al.,	2011).	
	
En	terme	de	patho-mécanisme,	l’accumulation	de	glutamate	extracellulaire,	ainsi	qu’un	
défaut	 dans	 la	 production	 de	 facteurs	 neuroprotecteurs,	 semblent	 jouer	 un	 rôle	
primordial	 dans	 la	 neurodégénérescence	 rétinienne	 associée	 au	 diabète	 (Simó	 and	
Hernández,	 2014).	 Le	 glutamate	 est	 un	 neurotransmetteur	 excitateur	 qui	 produit	 un	
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effet	toxique	sur	les	neurones	lorsqu’il	est	en	excès	(Pulido	et	al.,	2007).	Le	manque	de	
facteurs	 neuroprotecteurs	 pourrait	 compromettre	 la	 protection	 neuronale	 contre	 ces	
mécanismes	 neurotoxiques.	 Ces	 caractéristiques	 font	 intervenir	 des	 dérégulations	
produites	 à	 l’échelle	 des	 cellules	 gliales	 (Mizutani	 et	 al.,	 1998;	 Omri	 et	 al.,	 2011),	 et	
pourraient	 contribuer	 à	 l’expression	 de	 médiateurs	 inflammatoires,	 favorisant	
l’aggravation	de	la	pathologie.		

	

1.3.2) La rétinite pigmentaire 
	
Le	terme	«	rétinite	pigmentaire	(RP)	»,	ou	retinitis	pigmentosa,	fait	référence	à	un	groupe	
de	 dystrophies	 rétiniennes	 héréditaires	 dégénératives,	 caractérisées	 par	 une	 perte	
progressive	de	la	vision	chez	les	patients,	conduisant	à	la	cécité.	La	RP	a	une	prévalence	
de	 1/3000	 à	 1/5000	 (Bertelsen	 et	 al.,	 2014),	 avec	 un	 diagnostique	 difficile	 à	 établir	
précocement	quand	le	patient	n’a	pas	d’antécédents	familiaux	(Hamel,	2006).	
Dans	 la	 plupart	 des	 cas,	 les	 patients	 RP	 présentent	 en	 premier	 lieu	 une	 perte	 des	
photorécepteurs	 en	 bâtonnets,	 qui	 entraine	 une	 déficience	 de	 la	 vision	 nocturne	 –	
héméralopie	 -	 puis	 de	 la	 vision	 périphérique	 en	 journée.	 Cette	 dégénérescence	 est	
associée	dans	un	deuxième	temps	à	la	mort	des	photorécepteurs	en	cônes,	qui	entraine	
sur	le	long	terme	une	perte	totale	de	la	vision.	
A	l’heure	actuelle,	il	n’existe	pas	de	traitement	standard	établi	pour	les	patients	RP,	mais	
plusieurs	 voies	 thérapeutiques	 sont	 explorées,	 comme	 la	 thérapie	 cellulaire	 ou	 la	
thérapie	 génique.	 En	 cas	 de	 dégénérescence	 trop	 avancée,	 le	 système	 de	 prothèse	
rétinienne,	 ou	 Argus	 II,	 permet	 de	 contourner	 les	 photorécepteurs	 endommagés	 via	
l’implantation	 d’une	 rétine	 artificielle	 (Berger	 et	 al.,	 2016).	 Les	médecins	 préconisent	
essentiellement	 des	méthodes	 visant	 au	 retardement	 de	 l’évolution	 de	 la	maladie	:	 on	
conseille	 aux	 patients	 de	 réduire	 leur	 exposition	 à	 la	 lumière,	 et	 de	 suivre	 un	 régime	
supplémenté	en	vitamine	A	(Berson,	1993),	bien	que	 le	bénéfice	de	ces	approches	soit	
encore	débattu	(Rayapudi	et	al.,	2013).	
	

1.3.3) DMLA 
	
La	dégénérescence	maculaire	liée	à	l’âge,	ou	DMLA,	est	la	première	cause	de	cécité	chez	
les	seniors	dans	 les	pays	développés.	Elle	est	associée	à	une	combinaison	de	plusieurs	
facteurs	génétiques	et	environnementaux.	La	DMLA	présente	deux	formes	tardives	:	une	
forme	 humide,	 et	 une	 forme	 sèche	 pour	 laquelle	 il	 n’existe	 actuellement	 aucun	
traitement.	Dans	 les	 deux	 cas,	 la	DMLA	 entraîne	 une	 perte	 gravissime	de	 la	 vision	 en	
endommageant	la	rétine	centrale	de	manière	irrémédiable.	
Les	caractéristiques	de	la	DMLA	seront	exhaustivement	traitées	au	chapitre	suivant	«	II)	
DMLA	et	inflammation	».	
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II) DMLA & inflammation 

2.1) Physiopathologie de la DMLA 
	
La	Dégénérescence	Maculaire	Liée	à	l’Age	est	une	pathologie	dégénérative	de	la	rétine	et	
qui	affecte	la	fovéa,	zone	centrale	de	la	rétine	riche	en	cônes	et	responsable	de	l’acuité	
visuelle.	C’est	la	première	cause	de	déficience	visuelle	au	monde	:	elle	affecte	plus	de	150	
millions	d’individus	(Wong	et	al.,	2014).		
	

2.1.1) La maculopathie liée à l’âge 
	
Le	 premier	 stade	 de	 la	 Dégénérescence	 Maculaire	 Liée	 à	 l’Age	 (DMLA)	 est	 un	 stade	
asymptomatique	 dit	 maculopathie	 liée	 à	 l’âge.	 A	 l’examen	 du	 fond	 d’œil,	 on	 peut	
observer	 des	 dépôts	 lipoprotéiques	 appelés	 drusens	 (Figure	 10	 B),	 localisés	 entre	 la	
membrane	de	Bruch	et	l’épithélium	pigmentaire	(EPR),	et	dont	la	distribution	et	la	taille	
varient	d’un	patient	à	 l’autre	;	 on	observe	aussi	une	pigmentation	 irrégulière	de	 l’EPR	
(Bird	et	al.,	1995).		
Les	 drusens,	 présents	 au	 stade	 maculopathie,	 peuvent	 prendre	 la	 forme	 de	 dépôts	
linéaires	 ou	 de	 protrusions	 plus	 larges	 –	 supérieures	 à	 125	 um	 -	 appelées	 drusens	
«	soft	»	(Curcio	and	Millican,	1999;	Sarks,	1976).	Ces	protrusions	déforment	la	rétine,	ce	
qui	conduit	à	l’apparition	des	métamorphopsies	(Biarnés	et	al.,	2011)	(Figure	10	H),	et	
sont	 associées	 à	 une	 diminution	 de	 l’épaisseur	 de	 la	 couche	 des	 photorécepteurs	
(Schuman	et	al.,	2009),	ainsi	qu’à	une	perte	de	sensibilité	(Midena	et	al.,	2007;	Puell	et	
al.,	2012).	Les	drusens	dits	«	hard	»,	de	plus	petite	taille	–	inférieure	à	63	um	-	ne	sont	
généralement	pas	associés	au	développement	de	la	maladie,	sauf	si	ils	sont	présents	en	
grand	nombre	au	niveau	de	la	macula	(Klein	et	al.,	2004).	
	

2.1.2) Les formes tardives de la DMLA 
	
On	 ne	 connaît	 pas	 encore	 toutes	 les	 raisons	 qui	 expliquent	 pourquoi	 les	 patients	
souffrant	de	maculopathie	liée	à	l’âge	développent	les	formes	tardives	de	la	DMLA,	mais	
il	semblerait	que	cette	évolution	soit	liée	à	une	combinaison	entre	certains	 facteurs	de	
risques	 environnementaux,	 et	 une	 prédisposition	 génétique	 (Yu	 et	 al.,	 2012).	 Il	 existe	
deux	 formes	 cliniques	 de	 DMLA	 tardive	:	 la	 DMLA	 exsudative	 ou	 humide,	 et	 la	 DMLA	
atrophique	ou	sèche	(Sarks,	1976).	
	

2.1.2.1) Forme sèche 
	
L’atrophie	géographique	est	l’une	des	formes	tardives	de	la	DMLA	:	elle	est	caractérisée	
par	 la	 perte	 irréversible	 des	 photorécepteurs,	 et	 la	 dégénérescence	 de	 l’épithélium	
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pigmentaire	 rétinien	 (EPR)	 (Holz	 et	 al.,	 2014;	 Sarks	 et	 al.,	 1988).	 L’atrophie	
géographique	affecte	approximativement	5	millions	de	personnes	à	travers	le	monde,	et	
sa	prévalence	augmente	exponentiellement	avec	l’âge	(Rudnicka	et	al.,	2015;	Wong	et	al.,	
2014).	La	lésion	atrophique	se	développe	d’abord	au	niveau	de	la	périfovéa	(Sarks	et	al.,	
1988),	puis	s’étend	progressivement	jusqu’à	atteindre	la	fovéa	elle-même	(Figure	10	E)	:	
l’atrophie	 est	 typiquement	 bilatérale	 (Lindblad	 et	 al.,	 2009).	 L’atrophie	 de	 la	 zone	
périfovéale	 affecte	 la	 performance	 visuelle,	 ce	 qui	 a	 un	 impact	 considérable	 sur	 les	
capacités	 liées	 à	 la	 lecture,	 la	 conduite,	 et	 la	 perception	 visuelle	 en	 conditions	
scotopiques	(Brown	et	al.,	2014;	Sunness	et	al.,	1997).	Lorsque	la	lésion	atteint	la	fovéa,	
l’acuité	visuelle	centrale	est	profondément	affectée	(Lindblad	et	al.,	2009)	(Figure	10	G,	
I),	et	la	nature	et	la	vitesse	de	progression	de	la	lésion	varient	significativement	selon	les	
patients.	
	

2.1.2.2) Forme humide 
	
La	 deuxième	 forme	 tardive	 de	 la	 DMLA	 est	 appelée	 forme	 humide,	 ou	 stade	 néo-
vasculaire,	et	progresse	rapidement.	La	DMLA	humide	est	caractérisée	par	la	formation	
de	 néo-vaisseaux	 qui	 se	 développent	 à	 partir	 de	 la	 choroïde	 dans	 85%	 des	 cas,	 et	
conduisent	à	l’accumulation	intra-rétinienne	ou	sous-rétinienne	de	fluides	(Figure	10	F),	
sang	 et	 lipides	 (Rosenfeld	 et	 al.,	 2006)	 jusqu’à	 former	 des	 exsudats	 vasculaires	 ou	 un	
œdème	 maculaire,	 voire	 un	 décollement	 de	 rétine.	 L’accumulation	 de	 fluides	
s’accompagne	de	la	croissance	d’une	membrane	fibreuse	néo-vasculaire,	qui	sur	le	long	
terme	 entraîne	 la	 perte	 irréversible	 de	 la	 vision	 associée	 la	 formation	 d’un	 cicatrice	
disciforme	sous-rétinienne	(Sarks,	1976).	La	croissance	des	néo-vaisseaux	dépend	de	la	
production	de	VEGF	(Rosenfeld	et	al.,	2006),	produit	par	les	cellules	de	l’EPR,	ou	par	les	
macrophages	 qui	 s’accumulent	 dans	 l’espace	 sous-rétinien	 (Ishibashi	 et	 al.,	 1997).	 On	
recense	 deux	 types	 de	 néo-vaisseaux	 choroïdiens	:	 les	 néo-vaisseaux	 occultes,	 qui	 se	
développent	 sous	 l’EPR,	 et	 les	 néo-vaisseaux	 classiques,	 qui	 traversent	 l’EPR	 et	
envahissent	 la	 couche	 des	 photorécepteurs,	 et	 sont	 donc	 visibles	 en	 fond	 d’œil.	
	

2.2) Caractéristiques de la DMLA 
 

2.2.1) Statistiques épidémiologiques 
	
Les	 premiers	 symptômes	 cliniques	 de	 la	 DMLA	 peuvent	 apparaître	 dès	 50	 ans,	 et	
augmentent	ensuite	progressivement	avec	l’âge	jusqu’à	la	perte	totale	de	vision.	
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Figure	10	:	La	DMLA,	une	pathologie	évolutive.	Fonds	d’œil	d’un	patient	sain	(A),	présentant	
une	maculopathie	 (B),	une	atrophie	géographique	(E),	ou	une	DMLA	humide	(F).	Le	 test	de	 la	
grille	d’Amsler	permet	de	détecter	les	métamorphopsies	(H),	ou	les	zones	de	perte	de	vision	(G),	
absentes	 chez	 le	 patient	 sain	 (C).	 Les	 photos	 représentent	 l’impact	 sur	 la	 vision	 de	 patients	
atrophiques	(I)	ou	présentant	une	DMLA	néo-vasculaire	(J)	par	rapport	à	un	patient	sain	(D).	F	:	
fovéa.	M	:	macula.	
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La	population	atteinte	par	la	DMLA	est	de	2%	pour	les	moins	de	60	ans,	et	de	30%	pour	
les	séniors	de	plus	de	75%	(Bernstein,	2009).	Aux	Etats-Unis,	la	maculopathie	liée	à	l’âge	
concerne	entre	5	et	7%	des	séniors	de	moins	de	55	ans	:	mais	pour	les	individus	de	plus	
de	75	ans,	la	prévalence	augmente	jusqu’à	25%	(Friedman	et	al.,	2004).	Concernant	les	
formes	tardives	de	la	DMLA,	la	prévalence	atteint	8%	chez	les	personnes	de	plus	de	75	
ans	 (Friedman	 et	 al.,	 2004).	 Les	 patients	 atteints	 de	maculopathie	 asymptomatique	 et	
qui	 présentent	 des	 drusens	 soft	 larges	 ont	 15	 à	 30%	 de	 chances	 de	 développer	 une	
forme	tardive	de	la	DMLA	(Klein	et	al.,	2004;	Wang	et	al.,	2003)	avec	55%	de	risque	de	
basculer	vers	la	forme	exsudative,	et	45%	vers	la	forme	atrophique	(Klein	et	al.,	2002).	
La	DMLA	est	donc	enjeu	de	santé	publique	majeure,	d’autant	que	la	population	des	pays	
industrialisés	est	de	plus	en	plus	vieillissante.	En	2004	aux	Etats-Unis,	1,75	millions	de	
personnes	présentaient	 l’un	des	stades	avancés	de	 la	DMLA,	et	7,3	millions	étaient	au	
stade	intermédiaire,	avec	donc	une	probabilité	accrue	de	développer	les	formes	tardives	
(National	Eye	Institute.	Prevalence	of	Eye	Disease	Table.	2004).	
Malheureusement,	 il	 n’existe	 pas	 encore	 de	 traitements	 pour	 la	 forme	 sèche,	 et	 les	
traitements	 anti-VEGF	 utilisés	 dans	 la	 forme	 humide	 sont	 incapables	 de	 ralentir	 les	
conséquences	 neuro-dégénératives	 et	 la	 perte	 de	 la	 fonction	 visuelle	 associés	 à	 la	
croissance	de	vaisseaux	chez	10%	des	patients	(Rofagha	et	al.,	2013).	
	

2.2.2) Caractéristiques et symptômes 
	
L’examen	du	fond	d’œil	est	le	moyen	le	plus	rapide	et	le	plus	efficace	d’observer	la	rétine	
d’un	patient	:	il	est	réalisé	sans	douleur,	et	sans	anesthésie.	Chez	les	patients	atteints	de	
pathologies	rétiniennes,	le	fond	d’œil	permet	le	suivi	du	patient,	et	l’établissement	d’un	
diagnostique,	puisqu’il	révèle	la	présence	de	néo-vaisseaux	papillaires	non-occultes,	de	
fuites	vasculaires,	de	drusens,	ou	d’un	décollement	de	rétine.		
La	tomographie	à	cohérence	optique,	ou	«	optical	coherence	tomography	»	(OCT)	est	un	
examen	 non-invasif	 qui	 utilise	 la	 projection	 d’ondes	 lumineuses	 pour	 examiner	 la	
structure	de	 la	 rétine	:	 L’OCT	permet	au	médecin	d’analyser	 la	structure	et	 l’épaisseur	
des	couches	rétiniennes.		
Enfin,	 l’angiographie	 rétinienne	 permet	 d’apprécier	 au	 fond	 d’œil	 l’état	 de	 la	
vascularisation	grâce	à	 l’injection	d’un	composé	 fluorescent	–	 la	 fluorescéine	–	dans	 la	
circulation	sanguine.		
	
Le	 praticien	 peut	 observer	 les	 lésions	 de	 l’atrophie	 géographique	 à	 l’aide	 de	 ces	
différentes	 techniques,	 et	 ainsi	 en	 identifier	 les	 particularités	 anatomiques,	 comme	 la	
visibilité	 accrue	 des	 vaisseaux	 choroïdiens	 observables	 au	 fond	 d’œil,	 l’absence	 de	
lipofuscine	 autofluorescente	 de	 l’EPR,	 ou	 l’hypertransmission	 lumineuse	 à	 travers	 les	
couches	 rétiniennes	 observable	 en	 OCT.	 Au	 fond	 d’œil,	 les	 lésions	 atrophiques	 sont	
nettement	 visibles	 et	 se	 démarquent	 par	 l’aspect	 hypo-pigmenté	 de	 l’EPR,	 qui	 laisse	
transparaître	 les	 vaisseaux	 choroïdiens.	 En	 OCT,	 les	 lésions	 atrophiques	 sont	
généralement	 identifiées	 grâce	 à	 la	 perte	 des	 couches	 externes	 de	 la	 rétine	 –	
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correspondant	 à	 la	 dégénérescence	 de	 l’EPR	 et	 des	 photorécepteurs.	 Le	 phénomène	
d’hypertransmission	 choroïdienne	 causé	par	 la	 disparition	des	 structures	 absorbantes	
de	la	rétine	externe	peut	permettre	chez	certains	patients	de	délimiter	plus	précisément	
les	 bordures	 des	 zones	 atrophiques	 (Fleckenstein	 et	 al.,	 2010).	 L’examen	 à	 la	
fluorescéine	permet	aussi	d’identifier	les	lésions	atrophiques,	qui	sont	définies	dans	les	
premières	minutes	du	 test	par	des	 zones	hyperfluorescentes.	Cette	 caractéristique	est	
due	à	l’absence	de	l’EPR,	qui	permet	de	visualiser	nettement	le	colorant	fluorescent	qui	
circule	 dans	 les	 vaisseaux	 choroïdiens.	 Le	 colorant	 finit	 ensuite	 par	 diffuser	 plus	
largement,	 rendant	 la	 détection	 précise	 des	 limites	 de	 la	 zone	 atrophiques	 plus	
compliquée.	
	

	
Figure	 11	:	 Accumulation	 de	 phagocytes	 mononucléés	 dans	 la	 DMLA.	 Chez	 les	 patients	
sains,	l’espace	sous-rétinien	est	dépourvu	de	phagocytes	mononucléés.	Ceux-ci	s’accumulent	du	
côté	apical	de	 l’épithélium	pigmentaire	(EPR)	autour	des	drusens	 larges,	au	niveau	de	 la	zone	
atrophique	et	de	la	zone	de	transition	dans	l’atrophie	géographique,	et	à	proximité	des	lésions	
vasculaires	 dans	 la	 DMLA	 humide,	 où	 ils	 phagocytent	 les	 débris	 et	 les	 pigments	 de	 l’EPR	
dégénérescent.		

(Guillonneau	et	al,	2017,	Progress	in	Retinal	&	Eye	Research)	
	

2.2.3) Les facteurs de risque 
	
De	 nombreux	 facteurs	 de	 risque	 associés	 au	 développement	 de	 la	 DMLA	 ont	 été	
identifiés,	 en	 lien	 avec	 certains	 polymorphismes	 génétiques,	 l’origine	 ethnique,	 les	
habitudes	 alimentaires	 –	 carence	 en	 vitamines	 ou	 régime	 riche	 en	 graisses	 –,	 la	
condition	 physique	 –	 rythme	 de	 vie	 sédentaire,	 consommation	 de	 tabac,	 facteurs	 de	
risque	 cardiovasculaires	–	ou	même	en	 lien	avec	 l’environnement,	 comme	 l’exposition	
prolongée	à	de	 fortes	 intensités	 lumineuses	 (Chakravarthy	et	 al.,	 2010).	Une	partie	de	
ces	facteurs	de	risque	est	avérée,	et	les	mécanismes	qui	les	sous-tendent	ont	pu	être	en	
partie	 éclaircis,	 alors	 que	 d’autres	 présentent	 un	 lien	mécanistique	 avec	 la	 DMLA	 qui	
reste	 encore	 obscur.	 Mais	 dans	 l’ensemble,	 de	 plus	 en	 plus	 d’indices	 révèlent	 la	
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contribution	 de	 ces	 facteurs	 de	 risque	 à	 une	 toxicité	 induite	 par	 les	 membres	 de	 la	
famille	des	phagocytes	mononucléés	(Figure	11).	
	

 2.2.3.1) Les facteurs de risque avérés en lien avec l’inflammation 
	
Age	:	 De	 toute	 évidence,	 le	 premier	 facteur	 de	 risque	 lié	 à	 la	 DMLA	 est	 l’âge.	 Le	
vieillissement	 impacte	 la	 régulation	 homéostatique	 à	 plusieurs	 niveaux	 via	 des	
mécanismes	 qui	 n’ont	 pas	 tous	 été	 explicités.	 Chez	 la	 souris,	 le	 vieillissement	 suffit	 à	
induire	 l’accumulation	 sous-rétinienne	 de	 phagocytes	 mononucléés	 (Damani	 et	 al.,	
2011),	 et	 cet	 effet	 est	 amplifié	 dans	 les	 modèles	 murins	 où	 la	 résolution	 de	
l’inflammation	 et	 l’élimination	 des	 macrophages	 sont	 inactivées	 (Calippe	 et	 al.,	 2017;	
Combadière	et	al.,	2007;	Levy	et	al.,	2015a;	Sennlaub	et	al.,	2013).		
En	 effet,	 le	 vieillissement	 est	 associé	 avec	 l’accroissement	 de	 la	 production	 de	
chimiokines	 dans	 l’œil	 comme	 le	 CCL2,	 favorisant	 le	 recrutement	 de	 monocytes	
circulants	(Sennlaub	et	al.,	2013),	et	avec	 la	perte	des	propriétés	 immunosuppressives	
de	 l’espace	 sous-rétinien,	 prévenant	 la	 résolution	 de	 l’inflammation	 (Damani	 et	 al.,	
2011).	 De	 plus,	 les	 monocytes	 circulants	 des	 sujets	 âgés	 présentent	 une	 production	
accrue	de	cytokines	(Hearps	et	al.,	2012).	Enfin,	des	expériences	de	transplantation	de	
moelle	osseuse	de	souris	âgées	dans	des	souris	plus	jeunes	ont	montré	que	la	forte	néo-
vascularisation	 induite	 par	 impact	 laser	 dépendait	 des	 cellules	 dérivées	 de	 la	 moelle	
(Zhao	et	al.,	2013).	
Ces	 résultats	montrent	 l’impact	majeur	 qu’a	 le	 vieillissement	 du	 système	 immunitaire	
dans	la	pathogénèse	de	la	DMLA	(Figure	11).	
	
Prédisposition	génétique	:	La	DMLA	est	une	pathologie	héréditaire	:	 le	seul	 fait	d’avoir	
un	 parent	 atteint	 augmente	 le	 risque	 de	 développer	 la	 DMLA	 d’un	 facteur	 5	 à	 10	
(Chakravarthy	et	al.,	2010).	L’étude	 la	plus	récente	montre	que	52	variants	génétiques	
indépendants	et	répartis	sur	34	loci	sont	associés	à	 la	DMLA	(Figure	12	A)	:	16	de	ces	
loci	 incluent	 des	 gènes	 majoritairement	 associés	 au	 métabolisme	 lipidique	 ou	 à	
l’inflammation	(Fritsche	et	al.,	2015).	Plusieurs	autres	études	ont	montré	que	le	risque	
génétique	associé	à	la	DMLA	est	dû	à	certaines	isoformes	d’ApoE	(Fritsche	et	al.,	2015;	
Swaroop	 et	 al.,	 2007)	 et	 de	 CFH	 (Fritsche	 et	 al.,	 2013,	 2014;	Magnusson	 et	 al.,	 2006)	
ainsi	 qu’à	 l’allèle	 à	 risque	 10q26	 (Swaroop	 et	 al.,	 2007;	 Yang	 et	 al.,	 2006).	 Ces	 gènes	
étant	 tous	 exprimés	 par	 les	 macrophages	 (Figure	 12B),	 leurs	 différents	 variants	
impactent	 leurs	 fonctions	 et	 favorisent	 la	 promotion	 de	 l’inflammation,	 très	
certainement	 indépendamment	 de	 la	 dégénérescence	 de	 l’EPR,	 de	 la	 choroïde	 ou	 des	
photorécepteurs.	
Les	mécanismes	inflammatoires	induits	par	l’expression	de	ces	facteurs	de	risque	par	les	
macrophages,	 et	 la	 manière	 dont	 ils	 favorisent	 le	 déséquilibre	 d’une	 réaction	
inflammatoire	 initialement	 bénéfique	 seront	 détaillés	 au	 chapitre	 «	2.3.2)	 Rôle	 des	
facteurs	de	risque	génétique	».	
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Figure	 12	:	 Les	 variants	 génétiques	 associés	 à	 la	 DMLA	 influencent	 l’inflammation.	 Les	
variants	 génétiques	 des	 gènes	 APOE,	 CFH	 et	 HTRA1	 sont	 fortement	 associés	 à	 la	 DMLA	 (A).	
APOE,	CFH	et	HTRA1	sont	fortement	exprimés	par	les	phagocytes	mononucléés	(B).	

(D’après	Fritsche	et	al,	2015,	Nature	Genetics)	
	

 2.2.3.2.) Les facteurs de risque environnementaux 
	
Cigarette	:	Les	fumeurs	ont	entre	2,6	et	4,8	fois	plus	de	probabilité	de	développer	l’une	
des	 formes	 tardives	 de	 la	 DMLA,	 et	 les	 anciens	 fumeurs	 sont	 eux	 aussi	 exposés	 à	 un	
risque	 accru,	 avec	 une	 probabilité	 1,7	 fois	 supérieure	 (Chakravarthy	 et	 al.,	 2007).	 Les	
mécanismes	qui	lient	la	consommation	de	cigarette	à	la	DMLA	ont	malheureusement	été	
assez	peu	explorés	jusqu’à	ce	jour.		
	
Exposition	à	la	lumière	:	L’exposition	prolongée	à	une	forte	intensité	lumineuse	a	aussi	
été	 associée	 chez	 les	 patients	 à	 un	 accroissement	 du	 risque	 de	 développer	 la	 forme	
précoce	et	la	forme	tardive	de	la	DMLA	(Fletcher	et	al.,	2008;	Schick	et	al.,	2016).	Mais	
les	mécanismes	qui	lient	ces	deux	évènements	n’ont	pas	été	clairement	élucidés.	
	
Obésité	:	 Les	 résultats	 de	 plusieurs	 études	 menées	 sur	 d’importantes	 cohortes	 de	
patients	 suggèrent	 que	 l’obésité	 est	 un	 important	 facteur	 de	 risque	 pour	 la	 DMLA.	
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L’étude	de	 la	Melbourne	Collaborative	Cohort	a	montré	que	 l’obésité	abdominale	 chez	
les	hommes	accroît	de	13%	le	risque	de	développer	une	DMLA	précoce,	et	de	75%	pour	
la	 DMLA	 tardive	 (Adams	 et	 al.,	 2011).	 De	 même,	 une	 autre	 étude	 a	 montré	 que	 la	
réduction	du	ratio	taille/hanches	–	qui	permet	d’évaluer	l’obésité	abdominale	–	chez	les	
individus	d’âge	moyen	était	associée	à	une	diminution	de	3%	du	risque	de	développer	la	
DMLA,	particulièrement	chez	les	personnes	en	surpoids	(Peeters	et	al.,	2008).		
	

2.2.4) Traitements 
	
A	 l’heure	 actuelle,	 il	 n’existe	 pas	 de	 traitement	 pour	 l’atrophie	 géographique,	 ni	 pour	
ralentir,	 ni	 pour	 inverser	 sa	 progression.	Une	 étude	 clinique	 de	 phase	 3	 conduite	 par	
Roche	 et	 dont	 les	 premiers	 résultats	 sont	 attendus	 pour	 septembre	 2018	 a	 pour	 but	
d’évaluer	l’effet	d’un	nouveau	médicament,	le	Lampalizumab.	Ce	traitement,	administré	
par	injection	intra-vitréenne	est	censé	ralentir	la	progression	de	la	lésion	atrophique,	en	
inhibant	la	voie	alternative	du	complément	via	le	facteur	D.	Ce	traitement	présente	des	
effets	 prometteurs	 (Yaspan	 et	 al.,	 2017),	 même	 si	 une	 précédente	 étude	 clinique	
conduite	 par	 Genentech	 n’a	 pas	 donné	 les	 effets	 escomptés.	 D’autres	 pistes	
thérapeutiques	 sont	 actuellement	 explorées,	 comme	 la	 transplantation	 de	 cellules	
souches,	l’utilisation	d’implants	rétiniens,	ou	l’inhibition	du	facteur	3	du	complément.	
	
Concernant	 la	 DMLA	 exsudative,	 les	 perspectives	 thérapeutiques	 sont	moins	 sombres	
puisqu’il	 existe	 au	 moins	 deux	 traitements	:	 (i)	 la	 thérapie	 photo-dynamique,	
aujourd’hui	 délaissée	 au	 profit	 de	 (ii)	 la	 thérapie	 anti-VEGF.	 La	 thérapie	 photo-
dynamique	(PDT)	avait	été	établie	comme	une	alternative	sûre	et	efficace	pour	traiter	la	
DMLA	 humide	 (Bressler	 and	 Treatment	 of	 Age-Related	 Macular	 Degeneration	 with	
Photodynamic	 Therapy	 (TAP)	 Study	 Group,	 2001).	 Il	 s’agit	 d’une	 photothérapie	 par	
laser,	qui	consiste	à	générer	des	radicaux	libres	dans	le	tissu	sous-rétinien.	Ces	radicaux	
libres	ont	un	effet	cytotoxique	sur	les	vaisseaux	néo-formés,	et	permettent	la	régression	
de	 la	 néo-vascularisation	 après	 injection	 intraveineuse	 d’un	 agent	 photosensible,	 la	
vertéporfine.	Cette	thérapie	avait	été	abandonnée	après	la	découverte	de	l’efficacité	des	
thérapies	 anti-VEGF,	 mais	 certaines	 études	 ont	 montré	 un	 effet	 positif	 des	 deux	
thérapies	combinées	(Koh	et	al.,	2012).	
A	 l’heure	 actuelle,	 ce	 sont	 les	 traitements	 anti-VEGF	 qui	 sont	 les	 plus	 utilisés.	 Le	
ranibizumab	est	un	 fragment	d’anticorps	monoclonal	qui	 inhibe	 le	VEGF	et	prévient	 la	
néo-vascularisation	 choroïdienne.	 Il	 est	 autorisé	 par	 la	 FDA	 dans	 le	 traitement	 de	 la	
DMLA	exsudative	(Agarwal	et	al.,	2015).	L’aflibercept	est	une	protéine	recombinante	de	
fusion,	 composée	d’une	portion	des	 récepteurs	1	et	2	au	VEGF	 (VEGFR-1	et	VEGFR-2)	
fusionnées	 au	 niveau	 du	 domaine	 Fc	 de	 l’immunoglobuline	 humaine	 G1.	 Ce	 composé	
présente	une	plus	haute	affinité	que	 le	ranibizumab	pour	piéger	 le	VEGF	et	 former	un	
complexe	 inerte	 stable	 (James	 A	 Dixon,	 Scott	 CN	 Oliver,	 Jeffrey	 L	 Olson,	 2009).	 Ce	
médicament	 présente	 un	 avantage	 certain	 de	 part	 son	 efficacité,	 et	 sa	 demi-vie	 plus	
longue	 permettant	 de	 réduire	 le	 rythme	 des	 injections.	 Enfin,	 le	 bevacizumab	 est	 un	
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anticorps	monoclonal	 humain	 recombinant,	 qui	 se	 lie	 au	VEGF	 et	 l’inhibe	 (Baka	 et	 al.,	
2006).	Il	se	différencie	du	ranibizumab	par	la	présence	du	domaine	Fc,	mais	est	moins	
cher,	ce	qui	en	fait	un	traitement	alternatif	permettant	de	réduire	le	coût	de	la	prise	en	
charge	de	la	DMLA	néo-vasculaire	(Haller,	2013).	
	

2.3) Inflammation dans la DMLA 
	

2.3.1) Le système des phagocytes mononucléés 
	

 2.3.1.1) Progéniteurs, monocytes et macrophages 
	

  2.3.1.1.1) Origine des monocytes 
	
Le	 système	 des	 phagocytes	 mononucléés	 est	 décrit	 comme	 un	 sous-groupe	 des	
leucocytes	:	 c’est	 une	 population	 de	 cellules	 myéloïdes	 dérivées	 de	 progéniteurs	
localisés	 dans	 la	 moelle.	 Nous	 décrirons	 ici	 ce	 système	 en	 rapport	 avec	 le	 système	
nerveux	 central.	 Dans	 le	 SNC,	 le	 système	 des	 phagocytes	 mononucléés	 comprend	 les	
monocytes	 (Mos),	 les	 macrophages	 inflammatoires	 dérivés	 des	 monocytes	 (iMF),	 les	
cellules	dendritiques	(CDs),	et	les	macrophages	résidents	(rMF)	incluant	les	microglies	
(MCs).	
	
De	manière	générale,	les	monocytes	circulant	dans	le	sang	sont	recrutés	au	niveau	des	
tissus	où	ils	se	différencient	en	macrophages,	en	conditions	basales	comme	dans	le	cadre	
d’une	 inflammation	 locale	 (van	 Furth,	 1976).	 On	 observe	 cependant	 de	 grandes	
disparités	 relatives	 à	 l’origine	 des	macrophages	 résidents	 selon	 les	 tissus	:	 le	 SNC	par	
exemple	 est	 intégralement	 colonisé	 au	 cours	 du	 développement	 par	 des	 progéniteurs	
provenant	du	sac	vitellin,	donnant	la	population	de	microglies	qui	persiste	jusqu’à	l’âge	
adulte	(Ginhoux	et	al.,	2010b).	D’autres	tissus	comme	les	poumons	sont	colonisés	par	les	
macrophages	dérivés	de	progéniteurs	embryonnaires	provenant	de	la	moelle	ou	du	sac	
vitellin	(Guilliams	et	al.,	2013).	Enfin,	certains	organes	comme	le	cœur	sont	colonisés	au	
cours	 du	 développement,	 et	 leur	 population	 en	 macrophages	 est	 progressivement	
renouvelée	au	cours	de	la	vie	par	l’invasion	de	macrophages	CCR2+	dérivés	de	la	moelle,	
ainsi	 que	 par	 auto-renouvellement	 (Epelman	 et	 al.,	 2014).	 Selon	 leur	 origine,	 les	
macrophages	 présentent	 une	 grande	 hétérogénéité	 de	 phénotypes	 et	 de	 fonctions,	
notamment	 dans	 la	 manière	 dont	 ils	 répondent	 à	 une	 blessure	 ou	 un	 stress	
inflammatoire.	 C’est	 pourquoi	 il	 est	 important	 de	 différencier	 dans	 le	 SNC	 les	
macrophages	 résidents	 des	 macrophages	 inflammatoires	 recrutés	 à	 partir	 des	
monocytes	circulants	dans	le	cadre	de	l’inflammation.		
Les	 cellules	 de	 la	 lignée	 myéloïde	 proviennent	 d’un	 progéniteur	 commun	:	 la	 cellule	
souche	 hématopoïétique	 (HSC)	 (Figure	 13).	 Les	HSCs	 se	 différencient	 en	 progéniteurs	



	 41	

myéloïdes	communs	(CMPs),	qui	donnent	à	leur	tour	les	précurseurs	aux	granulocytes	
et	macrophages,	ou	myéloblastes	(GMPs).	Ceux-ci	se	différencient	enfin	en	progéniteur	
commun	aux	cellules	dendritiques	et	aux	monocytes	(MDPs),	qui	donnent	naissance	aux	
monocytes	 et	 aux	 cellules	 dendritiques	 (Geissmann	 et	 al.,	 2010).	 Les	 cellules	
dendritiques	 sont	 des	 cellules	 présentatrices	 d’antigènes	 qui	 régulent	 l’immunité	
adaptative	 en	modulant	 la	 réponse	 de	 lymphocytes	 T.	 Elles	 ne	 sont	 pas	 présentes	 en	
nombre	représentatif	dans	la	rétine	:	leurs	caractéristiques	ne	seront	donc	pas	décrites	
plus	en	détail	ici,	et	nous	nous	focaliserons	sur	les	monocytes	circulants.	
	
	
	

	
Figure	13	:	Origine	et	différentiation	des	monocytes.	Les	monocytes	et	les	macrophages	sont	
issus	de	la	différentiation	des	cellules	souches	hématopoïétiques	au	cours	du	développement	et	
à	 l’âge	 adulte.	 	 Les	 microglies	 -	 macrophages	 résidents	 du	 système	 nerveux	 central	 –	
proviennent	 de	 la	 différentiation	 de	 précurseurs	 présents	 dans	 le	 sac	 vitellin	 au	 cours	 du	
développement.	

(D’après	Ransohoff,	2010,	Nature	Reviews)	
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  2.3.1.1.2) Les monocytes 
	
Les	monocytes	circulants	expriment	un	large	panel	de	récepteurs	aux	chimiokines	et	aux	
motifs	 moléculaires	 associés	 aux	 pathogènes	 (PAMPs)	 qui	 conditionnent	 leur	
recrutement	(Serbina	et	al.,	2008).	Les	monocytes	sont	capables	de	produire	une	grande	
quantité	 de	 molécules	 pro-inflammatoires,	 et	 peuvent	 se	 différencier	 en	 CDs	 ou	 en	
macrophages	lorsqu’ils	sont	recrutés	au	sein	d’un	tissu	durant	l’inflammation	(Randolph	
et	al.,	1999).	
	

	
Figure	14	:	Les	marqueurs	CD14	et	CD16	permettent	d’identifier	les	sous-populations	de	
monocytes.	

(D’après	Ziegler-Heitbrock	et	al,	2013,	Frontiers	in	Immunology)	
	
Chez	 l’homme,	 il	existe	 trois	populations	de	monocytes	circulants	(Figure	14),	définies	
par	 l’expression	 différentielle	 des	 marqueurs	 de	 surface	 CD14	 et	 CD16	 (Ziegler-
Heitbrock	 et	 al.,	 2010)	:	 (i)	 Les	monocytes	 classiques	 expriment	 fortement	 CD14	mais	
pas	CD16	(CD14++CD16-),	(ii)	les	monocytes	non-classiques	expriment	fortement	CD16	
et	faiblement	CD14	(CD14+CD16++),	et	(iii)	les	monocytes	intermédiaires	expriment	de	
hauts	niveaux	de	CD14	et	de	faibles	niveaux	de	CD16	(CD14++CD16+).	On	retrouve	une	
classification	 similaire	 chez	 la	 souris,	 avec	 des	 monocytes	 classiques	
Ly6ChighCCR2highCX3CR1low,	 alors	 que	 les	 monocytes	 non-classiques	 ont	 un	 profil	
Ly6ClowCCR2lowCX3CR1high	 (Geissmann	 et	 al.,	 2010;	 Si	 et	 al.,	 2010).	 Ces	 profils	
d’expression	de	CCR2	et	CX3CR1	sont	identiques	chez	l’homme,	mais	ne	sont	pas	utilisés	
pour	 identifier	 les	 sous	 populations	 de	 monocytes	 car	 ils	 ne	 permettent	 pas	 de	
caractériser	la	population	de	monocytes	intermédiaires.	
	

Intermédiaires	

Classiques	

Non-classiques	
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Figure	 15	:	 Origine	 des	 macrophages	 chez	 la	 souris.	 Les	monocytes	 sont	 continuellement	
générés	 à	 partir	 des	 cellules	 souches	 de	 la	 moelle	 osseuse.	 Les	 monocytes	 classiques	 sont	
recrutés	 au	 niveau	 des	 tissus	 en	 cas	 d’inflammation,	 où	 ils	 se	 différencient	 en	 macrophages	
inflammatoires.	Les	monocytes	non-classiques	patrouillent	le	long	de	l’endothélium	vasculaire,	
et	favorisent	le	recrutement	des	neutrophiles.	

(D’après	Ginhoux	et	al,	2014,	Nature	Review	Immunology)	
	
Les	monocytes	classiques	ou	inflammatoires	répondent	fortement	à	l’activation	du	Toll-
like	receptor	4	(TLR4)	induite	via	le	LPS,	en	produisant	des	cytokines	inflammatoires	:	
IL-6,	IL-8,	CCL2	(Chow	et	al.,	1999).	Ils	interviennent	dans	la	première	ligne	de	défense	
contre	 les	 pathogènes	 (Figure	 15),	 et	 jouent	 un	 rôle	 essentiel	 dans	 de	 nombreuses	
pathologies	 inflammatoires	 (Chuluundorj	 et	 al.,	 2014;	 Reed-Geaghan	 et	 al.,	 2010).	 Les	
monocytes	 non-classiques	 ont	 un	 rôle	 de	 «	patrouilleur	»	:	 ils	 évoluent	 le	 long	 des	
vaisseaux	sanguins,	et	activent	des	mécanismes	dépendants	de	CX3CR1	et	de	l’intégrine	
LFA-1,	permettant	une	invasion	rapide	du	tissu	par	les	monocytes	classiques	en	cas	de	
dommage	ou	d’infection	(Auffray	et	al.,	2007).	Enfin,	 les	monocytes	 intermédiaires	qui	
sont	 particulièrement	 difficiles	 à	 identifier	 demeurent	 relativement	 peu	 étudiés,	mais	
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semblent	jouer	un	rôle	dans	la	régulation	de	la	réponse	immunitaire	(Figure	15)	dirigée	
contre	les	parasites	(Turner	et	al.,	2014)	ou	impliquée	dans	l’asthme	(Moniuszko	et	al.,	
2009).	
	

  2.3.1.1.3) Les macrophages 
	
Les	macrophages	résidents	–	par	opposition	aux	macrophages	inflammatoires	recrutés	à	
partir	du	pool	de	monocytes	circulants	–	jouent	un	rôle	de	sentinelle	et	fournissent	un	
soutient	 trophique	 :	 ils	 sont	présents	dans	presque	 tous	 les	 tissus,	qu’ils	 colonisent	 le	
plus	souvent	au	cours	du	développement,	en	se	différenciant	à	partir	des	monocytes	du	
sac	 vitellin	ou	 provenant	 du	 foie	 (Gautier	 and	Yvan-Charvet,	 2014).	Dans	 la	 rétine	 les	
macrophages	 résidents	sont	 les	microglies,	qui	 interviennent	au	 cours	de	 la	 formation	
des	 synapses,	 éliminent	 les	 neurones	 apoptotiques	 …	:	 les	 caractéristiques	 des	
microglies	sont	détaillées	dans	le	paragraphe	«	1.2.2.2.3.2)	Les	microglies	résidentes	».	
	
Il	 faut	 différencier	 les	 macrophages	 résidents	 des	 macrophages	 recrutés	 lors	 d’une	
réaction	 inflammatoire,	 et	 qui	 sont	 théoriquement	 présents	 de	manière	 transitoire,	 et	
éliminés	 lors	 de	 la	 résolution	 de	 l’inflammation.	 Ces	 macrophages	 dérivent	 de	 la	
population	de	monocytes	CCR2+	(Figure	15),	et	se	différencient	en	rejoignant	le	site	de	
l’inflammation	 (Geissmann	 et	 al.,	 2003).	 Ces	 macrophages	 présentent	 une	 taille	 plus	
importante	que	les	monocytes,	et	interviennent	dans	l’inflammation,	la	phagocytose,	le	
remodelage	 tissulaire	 et	 la	 cicatrisation	:	 ils	 possèdent	 donc	une	machinerie	 cellulaire	
très	développée	et	sont	très	plastiques	(Mantovani	et	al.,	2005).	
	

 2.3.1.2) Accumulation chronique des macrophages dans la DMLA 
	

2.3.1.2.1) Les origines de l’inflammation chronique 
	
Les	 phagocytes	 mononucléés	 sont	 les	 médiateurs	 d’une	 inflammation	 de	 bas-grade,	
théoriquement	 censée	 maintenir	 les	 fonctions	 tissulaires.	 Ils	 interviennent	 pour	
éliminer	 les	 pathogènes,	 ou	 détruire	 par	 phagocytose	 les	 débris	 toxiques	
extracellulaires.	 Par	 exemple,	 le	 recrutement	 de	 monocytes	 inflammatoires	 peut	 être	
bénéfique	vis-à-vis	de	la	survie	des	photorécepteurs	dans	certains	cas	extrêmes,	comme	
l’élimination	 de	 doses	 toxiques	 de	 β-amyloïde	 exogène	 (Bruban	 et	 al.,	 2011).	 Dans	 la	
plupart	des	cas,	l’inflammation	 finit	par	se	résoudre	:	mais	si	elle	n’est	pas	rapidement	
contrôlée,	ou	si	la	situation	homéostatique	ne	retourne	pas	à	un	équilibre	physiologique,	
elle	 peut	 persister	 sur	 un	 plus	 long	 terme.	 Cet	 état,	 défini	 comme	 une	 «	para-
inflammation	»	(Medzhitov,	2008)	pourrait	intervenir	dans	les	phases	les	plus	précoces	
de	 la	 DMLA,	 où	 les	 macrophages	 s’accumulent	 autour	 des	 drusens	 pour	 participer	 à	
l’élimination	 des	 débris.	 La	 concordance	 de	 plusieurs	 facteurs	 de	 risque,	 comme	 par	
exemple	 une	 baisse	 de	 l’efficacité	 homéostasique	 associée	 à	 un	 polymorphisme	
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défavorisant	 la	résolution	de	 l’inflammation,	pourrait	 alors	susciter	 l’installation	d’une	
inflammation	chronique,	avec	des	conséquences	neuro-toxiques.	
	

2.3.1.2.2) Le recrutement des macrophages 
	
A	 l’état	 basal,	 on	 ne	 trouve	 aucun	 phagocyte	 mononucléé	 (PMs)	 dans	 la	 couche	 des	
photorécepteurs	ou	l’espace	sous-rétinien,	mais	ceux-ci	s’accumulent	avec	l’âge	chez	les	
patients	 atteints	 de	 DMLA.	 Il	 est	 très	 difficile	 de	 distinguer	 les	 différentes	 sous-
populations	 de	 PMs,	 compte-tenu	 du	 fait	 qu’ils	 expriment	 des	 marqueurs	 similaires,	
mais	on	peut	différencier	les	microglies	CCR2-	(Mizutani	et	al.,	2012)	des	macrophages	
inflammatoires	CCR2+	(Saederup	et	al.,	2010).	
CCL2	est	le	ligand	du	récepteur	CCR2	:	son	expression	est	induite	par	les	microglies	en	
réponse	 à	 un	 signal	 de	 danger,	 mais	 CCL2	 est	 aussi	 produite	 par	 les	 macrophages	
inflammatoires	(Sennlaub	et	al.,	2013),	les	cellules	gliales	de	Müller	(Rutar	et	al.,	2012)	
et	 l’EPR	 (Chen	 et	 al.,	 2008).	 L’expression	 de	 CCL2	 dans	 la	 rétine	 augmente	 avec	 l’âge	
(Nakazawa	et	al.,	2007)	ainsi	que	chez	 les	patients	atteints	de	DMLA	néo-vasculaire	et	
atrophique	(Newman	et	al.,	2012).		
	

	
Figure	 16	:	 L’accumulation	 de	 macrophages	 inflammatoires	 est	 associée	 à	 la	
dégénérescence	 rétinienne.	 Chez	 les	 patients	 présentant	 une	 DMLA	 atrophique	 ou	 néo-
vasculaire,	les	macrophages	activés	sur-expriment	la	chimiokine	CCL2,	favorisant	le	recrutement	
des	macrophages	inflammatoires	supplémentaires.	

(Guillonneau	et	al,	2017,	Progress	in	Retinal	&	Eye	Research)	
	
A	 cet	 égard,	 il	 est	 intéressant	 de	 noter	 que	 les	 patients	 qui	 présentent	 une	 atrophie	
géographique	arborent	la	présence	de	macrophages	CCR2+	au	niveau	des	drusens,	des	
zones	de	 lésions	atrophiques,	 et	de	 leur	 zone	de	 transition	 (Sennlaub	et	 al.,	 2013).	De	
plus,	 la	 délétion	 de	 Ccr2	 ou	 Ccl2	 dans	 des	 modèles	 d’inflammation	 sous-rétinienne	
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induite	chez	la	souris	déficiente	en	Cx3cr1	entraîne	une	diminution	de	50%	du	nombre	
de	 macrophages	 sous-rétiniens,	 associée	 à	 une	 réduction	 de	 la	 dégénérescence	 des	
photorécepteurs	(Sennlaub	et	al.,	2013).	Ces	résultats	montrent	 la	contribution	neuro-
toxique	des	macrophages	inflammatoires	recrutés	de	manière	CCR2-dépendante	(Figure	
16).		
La	distribution	normale	des	microglies	est	aussi	perturbée	au	cours	du	vieillissement	et	
dans	 certaines	 pathologies.	 Dans	 la	 rétine	 âgée,	 le	 nombre	 de	 microglies	 activées	
présentes	dans	la	rétine	externe	et	l’espace	sous-rétinien	a	tendance	à	augmenter	(Xu	et	
al.,	 2008,	 2009).	 Chez	 les	 patients,	 la	 présence	 de	 microglies	 est	 aussi	 associée	 au	
développement	de	 lésions	avancées	 liées	à	 la	DMLA	(Gupta	et	al.,	2003).	De	plus,	dans	
des	modèles	de	DMLA	 induits	 chez	des	 souris	Cx3cr1GFP/GFP,	 la	présence	de	microglies	
accumulées	 dans	 l’espace	 sous-rétinien	 a	 été	 associée	 à	 la	 dégénérescence	 de	 l’EPR,	
l’atrophie	 des	 photorécepteurs	 et	 la	 néo-vascularisation	 choroïdienne	 (Combadière	 et	
al.,	 2007).	On	sait	que	 les	microglies	peuvent	aussi	participer	à	 la	dégénérescence	des	
photorécepteurs	 chez	 les	souris	 rd10	–	qui	 sont	des	modèles	de	 rétinite	pigmentaires	
(Zabel	et	al.,	2016;	Zhao	et	al.,	2015).	
Dans	 l’ensemble,	 ces	 résultats	 montrent	 que	 l’accumulation	 sous-rétinienne	 de	
microglies	 activées	 pourrait	 perturber	 l’homéostasie	 tissulaire,	 et	 promouvoir	 une	
inflammation	 chronique,	 conduisant	 à	 l’apparition	 d’altérations	 caractéristiques	 de	 la	
DMLA.	
	

2.3.2) Rôles des facteurs de risques génétiques 
	
Comme	 nous	 l’avons	 vu,	 la	 DMLA	 est	 une	 pathologie	 multifactorielle,	 associée	 à	
plusieurs	 facteurs	 de	 risque,	 y	 compris	 génétiques.	 Nous	 avons	 aussi	 vu	 que	 la	
progression	de	 la	maladie	est	associée	à	 la	présence	de	phagocytes	mononucléés	dans	
l’espace	sous-rétinien,	à	proximité	des	drusens	et	des	zones	de	lésion	atrophique.	Mais	il	
est	 compliqué	 de	 déterminer	 si	 la	 réaction	 inflammatoire	 chronique	 est	 l’événement	
primaire	qui	 induit	 la	pathologie,	ou	 s’il	 s’agit	d’un	événement	 secondaire	associé	à	 la	
dégénérescence.	 Nous	 proposons	 ici	 de	 confronter	 les	 données	 présentes	 dans	 la	
littérature	 avec	 celles	 publiées	 par	 notre	 équipe,	 afin	 d’établir	 un	 lien	 mécanistique	
entre	 les	 polymorphismes	 génétiques	 associés	 à	 la	 DMLA	 et	 le	 comportement	 des	
macrophages,	et	de	montrer	comment	ces	 facteurs	de	risque	affectent	 la	 fonctions	des	
PMs.	
	

2.3.2.1) Apolipoprotéine E 
	
La	lipoprotéine	APOE	est	très	fortement	exprimée	dans	le	cerveau	et	la	rétine	(Anderson	
et	al.,	2001).	Plus	précisément,	APOE	est	produite	par	l’EPR	(Ishida	et	al.,	2004),	et	par	
les	 phagocytes	 mononucléés,	 comme	 les	 macrophages	 et	 les	 microglies	 (Levy	 et	 al.,	
2015a;	 Peri	 and	 Nüsslein-Volhard,	 2008).	 APOE	 joue	 un	 rôle	 majeur	 dans	 l’efflux	
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lipidique	 et	 le	 transport	 inverse	 du	 cholestérol	 (Mahley	 et	 al.,	 2009)	 qui	 permet	 de	
reconduire	au	foie	les	lipoprotéines	de	haute	densité	pour	qu’elles	y	soient	dégradées.	
	
	

	
	

Figure	 17	:	 Représentation	 schématique	 de	 l’activation	 du	 cluster	 de	 récepteurs	 liés	 à	
l’immunité	innée	(IIRC)	par	l’apolipoprotéine	E.	

Chez	l’homme,	le	gène	codant	l’expression	de	l’Apolipoprotéine	E	possède	trois	variants	
génétiques	:	 APOE2,	 APOE3	 et	 APOE4.	 Les	 individus	 porteurs	 de	 l’allèle	 APOE2	
présentent	un	risque	élevé	de	développer	une	forme	tardive	de	DMLA,	alors	que	l’allèle	
APOE4	semble	être	un	facteur	protecteur	(Mckay	et	al.,	2011),	contrairement	à	ce	qui	est	
observé	dans	d’autres	pathologies	comme	la	maladie	d’Alzheimer	(Bell	et	al.,	2012)	ou	
l’athérosclérose	(Mahley	and	Rall,	2000).	Dans	 la	DMLA,	 les	drusens	 larges	présentent	
une	 forte	 accumulation	 d’APOE	 (Klaver	 et	 al.,	 1998),	 ainsi	 qu’une	 grande	 quantité	 de	
cholestérol	extracellulaire	(Curcio	et	al.,	2001;	Pikuleva	and	Curcio,	2014).	On	pourrait	
penser	 qu’un	 défaut	 du	 transport	 inverse	 du	 cholestérol	 serait	 la	 cause	 du	
développement	 des	 drusens,	 par	 accumulation	 de	 lipides,	 mais	 c’est	 l’inverse	 qui	 se	
produit.	En	effet,	 l’isoforme	APOE4,	qui	dans	le	cerveau	est	associée	à	une	baisse	de	 la	
sécrétion	 d’APOE	 (Riddell	 et	 al.,	 2008;	 Sullivan	 et	 al.,	 2011)	 et	 à	 une	 diminution	 du	
transport	inverse	du	cholestérol,	diminue	le	risque	de	développer	la	DMLA	(Mckay	et	al.,	
2011).	 L’explication	 de	 cette	 corrélation	 est	 liée	 à	 une	 particularité	 des	 phagocytes	
mononucléés	:	APOE	et	le	cholestérol	sont	en	effet	capables	influencer	l’immunité	innée	
en	activant	un	cluster	de	récepteurs	liés	à	l’immunité	innée	(Abrégé	«	IIRC	»)	présents	à	
la	 surface	 des	 macrophages	 (Figure	 17	 A).	 Ce	 cluster	 est	 formé	 par	 les	 Toll-like	
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récepteurs	TLR2	et	TLR4,	ainsi	que	leurs	corécepteurs	-	comme	CD14	-	et	peut	induire	la	
production	 de	 cytokines	 inflammatoires.	 Une	 quantité	 excessive	 d’APOE	 peut	 ainsi	
induire	 une	 extraction	 massive	 de	 cholestérol	 à	 partir	 des	 radeaux	 lipidiques	
membranaires,	surpassant	la	séparation	physiologique	des	récepteurs	composant	l’IIRC	
(Figure	17	C),	et	activant	ainsi	les	voies	de	signalisation	intracellulaires	qui	en	découlent	
(Levy	et	al.,	2015a;	Smoak	et	al.,	2010).	Cette	activation	induit	ensuite	la	production	de	
cytokines	inflammatoires,	comme	IL-6	qui	réprime	l’effet	immunosuppresseur	de	l’EPR,	
favorisant	 la	survie	et	 l’accumulation	de	macrophages	(Levy	et	al.,	2015a),	et	CCL2	qui	
permet	 de	 recruter	 des	 macrophages	 supplémentaires	 via	 un	 mécanisme	 CCR2-
dépendent	(Sennlaub	et	al.,	2013).		
L’effet	distinct	des	différentes	 isoformes	d’APOE	a	été	 confirmé	 in	vivo	par	Levy	et	 al.	
L’utilisation	de	souris	exprimant	l’isoforme	humaine	d’APO2	(Souris	TRE2)	a	permit	de	
reproduire	 l’accumulation	 sous-rétinienne	 de	 macrophages	 via	 l’activation	 du	 cluster	
IIRC,	et	la	production	d’IL-6	et	CCL2	(Levy	et	al.,	2015b)	comme	observée	chez	la	souris	
Cx3cr1GFP/GFP	 (Levy	 et	 al.,	 2015a).	 L’isoforme	 APOE4,	 moins	 efficace	 pour	 extraire	 le	
cholestérol	 des	 radeaux	 lipidiques,	 conduit	 à	une	 diminution	 de	 l’expression	 de	 CCL2,	
permettant	 une	 meilleure	 protection	 contre	 la	 dégénérescence	 induite	 par	
l’inflammation	sous-rétinienne	(Levy	et	al.,	2015b).	
Dans	 l’ensemble,	 ces	 résultats	 montrent	 la	 très	 forte	 association	 qui	 lie	 les	
polymorphismes	 APOE-dépendants	 et	 l’activation	 excessive	 du	 système	 immunitaire	
inné	dans	le	développement	de	caractéristiques	phénotypiques	associées	à	la	DMLA.	

	

2.3.2.2) Facteur H du Complément 
	
Le	 système	 du	 complément	 est	 un	 groupe	 de	 protéines	 qui	 interagissent	 en	 cascade,	
jusqu’à	 aboutir	 à	 son	 opsonisation	 et	 la	 formation	 d’un	 complexe	 d’attaque	
membranaire,	créant	des	pores	dans	sa	membrane	plasmique	(Sarma	and	Ward,	2011).	
Les	 facteurs	du	 complément	 sont	majoritairement	 synthétisés	par	 le	 foie	et	 libérés	en	
concentrations	 importantes	 dans	 la	 circulation,	 mais	 les	 macrophages	 libèrent	 des	
sécrétions	locales	contenant	aussi	ces	facteurs	(Ezekowitz	et	al.,	1984).	Le	facteur	H	du	
complément	est	une	protéine	appartenant	à	ce	système,	et	qui	est	connue	pour	être	l’un	
des	éléments	 inhibant	 la	voie	alternative	du	complément	(Zipfel	and	Skerka,	2009).	Le	
CFH	est	exprimé	par	les	cellules	de	l’EPR	(Anderson	et	al.,	2010),	et	est	aussi	fortement	
sécrété	par	les	phagocytes	mononucléés	(Luo	et	al.,	2011;	Schlaf	et	al.,	2001).	Le	CFH	se	
lie	 aussi	 à	 l’intégrine	 CD11b/CD18,	 et	 induit	 entre	 autres	 la	 phagocytose	 des	 débris	
opsonisés	 par	 le	 CFH	:	 cet	 événement	 n’est	 pas	 associé	 à	 la	 production	 de	 cytokines	
inflammatoires,	 et	 est	 un	 composant	 important	 de	 la	 résolution	 de	 l’inflammation	
(DiScipio	et	al.,	1998;	Kang	et	al.,	2012).	Le	CFH	est	donc	impliqué	dans	la	résolution	de	
l’inflammation.	
	
Le	 risque	 de	 développer	 la	 DMLA	 est	 associé	 avec	 le	 polymorphisme	 nucléotidique	
rs1061170	 du	 gène	 codant	 le	 CFH	 (Edwards	 et	 al.,	 2005;	 Hageman	 et	 al.,	 2005).	 Ce	
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polymorphisme	conduit	à	une	substitution	d’une	histidine	pour	une	tyrosine	en	position	
402	du	domaine	SCR7.	Ce	polymorphisme	est	associé	aux	 formes	tardives	de	 la	DMLA	
(Fritsche	et	al.,	2013;	Seddon	et	al.,	2007),	mais	aussi	à	la	forme	précoce	(Fritsche	et	al.,	
2014)	 ce	 qui	 suggère	 qu’il	 est	 impliqué	 dans	un	mécanisme	précoce	 impliqué	 dans	 le	
déclenchement	de	la	maladie.	
	
Nous	 avons	 très	 récemment	 publié	 un	 article	 mettant	 en	 évidence	 un	 rôle	 assez	
surprenant	du	CFH	dans	la	pathogénèse	de	la	DMLA	(Calippe	et	al.,	2017).	Nos	résultats	
démontrent	 que	 la	 déficience	 en	 CFH	 chez	 les	 souris	 Cx3cr1GFP/GFP	 et	 TRE2	 inhibe	
complètement	 l’accumulation	 sous-rétinienne	 de	 macrophages	 et	 les	 dommages	 aux	
photorécepteurs	qui	y	sont	associés.	Plus	précisément,	le	CFH	dérivé	des	macrophages	
inhibe	la	résolution	de	l’inflammation	dans	nos	modèles	d’inflammation	sous-rétinienne	
induite	 par	 exposition	 à	 la	 lumière	 et	 transfert	 adoptif.	 Or,	 comme	 nous	 l’avons	 vu	
précédemment,	 le	 récepteur	 CD47	 exprimé	 par	 les	 macrophages	 permet	 leur	
élimination	grâce	à	l’interaction	avec	TSP-1.	Nous	montrons	ici	que	CD47	interagit	avec	
l’intégrine	 CD11b/CD18	 à	 la	 surface	 des	 macrophages,	 et	 que	 CFH	 en	 se	 liant	 à	 son	
récepteur	 intégrine,	 prévient	 l’élimination	 des	macrophages	 par	 TSP-1	 (Figure	 18),	 et	
donc	la	résolution	de	l’inflammation	(Calippe	et	al.,	2017).	
L’ensemble	de	ces	données	suggère	une	 fois	encore	qu’un	polymorphisme	associé	à	 la	
DMLA	favorise	son	développement	via	un	mécanisme	 lié	aux	phagocytes	mononucléés	
induisant	la	promotion	d’une	inflammation	chronique	sous-rétinienne.	
	

2.3.2.3) ARMS2/HTRA1 
	
De	nombreuses	études	ont	montré	que	plusieurs	polymorphismes	associés	à	des	gènes	
situés	sur	le	chromosome	10q26,	comme	ARMS2	ou	HTRA1,	sont	associés	avec	la	DMLA	
(Swaroop	et	al.,	2007),	bien	qu’on	n’en	connaisse	pas	encore	le	lien	de	causalité	(Wang,	
2014).	
Il	semble	que	l’haplotype	à	risque	soit	associé	à	une	surexpression	d’HTRA1(Yang	et	al.,	
2006).	Or,	la	déficience	en	HTRA1	inhibe	l’accumulation	associée	à	l’âge	de	macrophages	
sous-rétiniens	 (Données	 non	 publiées),	 ce	 qui	 suggère	 que	 l’expression	 d’HTRA1	
promeut	 l’inflammation	 sous-rétinienne,	 mais	 les	 mécanismes	 moléculaires	 précis	
demeurent	inconnus.	
De	 plus,	 l’haplotype	 à	 risque	 est	 associé	 à	 une	 diminution	 de	 l’expression	 d’ARMS2	
(Données	non	publiées)	et	ARMS2	semble	 favoriser	l’élimination	des	débris	cellulaires	
par	 osponisation	 (Micklisch	 et	 al.,	 2017)	:	 la	 déficience	 en	 ARMS2	 pourrait	 entrainer	
l’accumulation	de	débris	et	favoriser	aussi	l’inflammation	sous-rétinienne.	
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Figure	18	:	Le	facteur	H	du	complément	(CFH)	inhibe	la	résolution	de	l’inflammation	
médiée	par	CD47.	

(D’après	Calippe	et	al,	2017,	Immunity)	
	

2.3.3) Patho-mécanismes induits par les cytokines inflammatoires 
	
Comme	 nous	 l’avons	 vu	 précédemment,	 la	 progression	 de	 la	 DMLA	 chez	 l’homme	 est	
associée	à	l’accumulation	sous-rétinienne	de	macrophages.	Chez	la	souris,	de	nombreux	
modèles	 d’inflammation	 sous-rétinienne	 sont	 associés	 à	 l’accumulation	 de	 microglies	
activées,	 et	 de	 macrophages	 inflammatoires	 recrutés	 à	 partir	 de	 la	 population	 de	
monocytes	 classiques	 circulants	 exprimant	 de	 très	 faibles	 niveaux	 de	 CX3CR1.	 Ces	
populations	 cellulaires	 produisent	 des	 quantités	 importantes	 de	 cytokines	
inflammatoires,	comme	IL-1β,	IL-6	ou	TNF-α.	
	

2.3.3.1) IL-1β 
	
L’interleukine	1	bêta	est	une	cytokine	pro-inflammatoire	qui	joue	un	rôle	central	dans	la	
médiation	 de	 la	 réponse	 inflammatoire	 à	 une	 infection	 ou	 une	 blessure	 (Dinarello,	
1994).	 IL-1β	appartient	à	 la	 famille	des	 interleukines	de	 type	1	:	 cette	 famille	 inclut	7	
ligands	agonistes	dont	IL-1β,	IL-1a,	et	IL-18,	et	3	antagonistes	dont	IL-1Ra	(Garlanda	et	

Es
pa
ce
	so

us
-r
é-

ni
en

	

Immuno-suppression	 Inflamma/on	chronique	



	 51	

al.,	2013).		
L’IL-1β	est	produite	en	quantité	 importante	par	 les	monocytes	et	 les	macrophages,	 en	
réponse	 à	 la	 stimulation	 des	 TLRs	 ou	 de	 récepteurs	 de	 reconnaissance	 des	 motifs	
moléculaires	(PRRs)	par	les	motifs	moléculaires	associés	aux	pathogènes	(PAMPs)	et	les	
motifs	 moléculaires	 associés	 aux	 signaux	 de	 danger	 (DAMPs),	 	 (Takeuchi	 and	 Akira,	
2010).	 L’activation	 de	 ces	 récepteurs	 induit	 la	 production	 du	 précurseur	 de	 l’IL-1β,	 la	
pro-IL-1β.	 L’inflammasome	 -	 un	 complexe	 multi-protéique	 intervenant	 dans	 la	
maturation	d’IL-1β	et	 IL-18	ou	dans	 l’inactivation	de	 l’IL-33	–prend	alors	en	 charge	 le	
processus	de	maturation	de	la	pro-IL-1β.	L’échafaudage	moléculaire	de	l’inflammasome	
comprend	 des	molécules	 adaptatrices,	 des	 récepteurs	 -	 comme	 le	 NLRP3	 -	 et	 la	 pro-
caspase-1	 (Schroder	 and	 Tschopp,	 2010).	 L’activation	 de	 l’inflammasome	 induit	
l’activation	de	 la	caspase-1,	qui	à	son	tour	clive	 la	pro-IL-1β	(Thornberry	et	al.,	1992),	
permettant	la	production	d’IL-1β	mature	qui	est	ensuite	sécrétée	(Brough	and	Rothwell,	
2007).	
L’IL-1β	 est	 impliquée	 dans	 les	 mécanismes	 favorisant	 la	 progression	 de	 la	 DMLA	
exsudative	 en	 induisant	 la	 survie	 des	 cellules	 endothéliales	 et	 l’activation	 de	 gènes	
appartenant	au	 répertoire	génétique	 contrôlé	par	 le	VEGF	 (Schweighofer	et	 al.,	 2009).	
L’inhibition	 d’IL-1β	 prévient	 le	 développement	 de	 la	 néo-vascularisation	 choroïdienne	
(Lavalette	 et	 al.,	 2011),	 et	 la	production	d’IL-1β	active	des	mécanismes	neurotoxiques	
associés	 à	 de	 nombreuses	 pathologies	 cérébrales	 (Simi	 et	 al.,	 2007;	 Yamasaki	 et	 al.,	
1995).	Dans	l’inflammation	sous-rétinienne	induite	chez	la	souris	déficiente	en	Cx3cr1,	
la	dégénérescence	des	photorécepteurs	est	associée	à	 la	production	accrue	d’IL-1β	par	
les	phagocytes	mononucléés	activés	 (Sennlaub	et	 al.,	 2013).	En	effet,	 les	macrophages	
déficients	 en	 Cx3cr1	 sont	 insensibles	 au	 signal	 inhibiteur	 induit	 par	 la	 fractalkine,	 et	
libèrent	 une	 grande	 quantité	 d’ATP	 qui	 induit	 l’activation	 constitutive	 de	 leurs	
récepteurs	 P2RX7	 -	 eux	 aussi	 surexprimés	 (Hu	 et	 al.,	 2015).	 La	 stimulation	 de	 ces	
récepteurs	active	à	 son	 tour	 l’inflammasome,	 ce	qui	 augmente	 la	 sécrétion	d’IL-1β.	Le	
lien	 mécanistique	 unissant	 la	 production	 d’IL-1β	 à	 la	 dégénérescence	 des	
photorécepteurs	est	le	sujet	de	cette	thèse,	et	certaines	hypothèses	seront	évoquées	au	
chapitre	«	3.2.1.3	La	production	d’IL-1β	induit	indirectement	la	mort	neuronale	».	
	

2.3.3.2) TNF-α 
	
La	 production	 de	TNF-α	 est	 liée	 à	 la	 progression	 de	 la	DMLA	 exsudative.	 Les	patients	
dont	 les	 monocytes	 expriment	 de	 grandes	 quantités	 de	 TNF-α	 démontrent	 une	 plus	
haute	 prévalence	 de	 néo-vascularisation	 choroïdienne	 (Cousins	 et	 al.,	 2004)	 et	
l’inhibition	du	TNF-α	réduit	la	formation	des	néo-vaisseaux	induite	par	impact-laser	(Shi	
et	al.,	2006).	De	plus,	la	concentration	plasmatique	en	TNF-α	augmente	avec	l’âge	chez	
les	patients	(Bruunsgaard	et	al.,	2000).	
La	 production	 de	TNF-α	 par	 des	macrophages	 activés	 impacte	 l’homéostasie	 de	 l’EPR	
(Figure	 19),	 en	 réprimant	 l’expression	 du	 facteur	 de	 transcription	 orthodenticle	
homeobox	2	(OTX2),	ainsi	que	des	gènes	dont	il	contrôle	l’expression,	comme	celui	de	la	
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rétinal	déshydrogénase	5	(RDH5)	(Mathis	et	al.,	2017).	OTX2	contrôle	en	effet	des	gènes	
cruciaux	dans	la	régulation	du	cycle	visuel	du	rétinal	(Housset	et	al.,	2013).	Or,	la	DMLA	
précoce	est	associée	à	un	temps	de	récupération	plus	important	après	éblouissement,	ce	
qui	 suggère	 que	 le	 cycle	 visuel	 est	 ralenti,	 avant	 l’apparition	 de	 la	 dégénérescence	
rétinienne	(Owsley	et	al.,	2001).	On	peut	donc	penser	que	les	phagocytes	mononucléés	
qui	s’accumulent	au	stade	maculopathie	à	proximité	des	drusens	pourraient	induire	un	
ralentissement	du	cycle	visuel.	Enfin,	certaines	données	non	publiées	par	notre	équipe	
indiquent	 que	 l’exposition	 chronique	 de	 l’EPR	 au	 TNF-α	 suffit	 à	 induire	 de	 graves	
modifications	morphologiques	similaires	à	celles	observées	dans	la	DMLA	(Touhami	et	
al,	2018	:	article	soumis).	
	

	
Figure	19	:	 La	production	de	cytokines	 inflammatoires	par	 les	phagocytes	mononucléés	
induit	le	dysfonctionnement	et	la	dégénérescence	de	la	rétine	externe.	 	
	

2.3.3.3) IL-6 
	

Comme	 le	 TNF-α,	 la	 production	 d’IL-6	 par	 les	 macrophages	 contribue	 à	 la	 néo-
vascularisation	choroïdienne	(Izumi-Nagai	et	al.,	2007;	Levy	et	al.,	2015a).	De	plus,	 les	
patients	 atteints	 par	 la	 DMLA	 exsudative	 présentent	 un	 pourcentage	 plus	 élevé	 de	
monocytes	circulants	exprimant	IL-6	(Lechner	et	al.,	2017).	Mais	l’IL-6	joue	aussi	un	rôle	
essentiel	 sur	 le	 privilège	 immun	 de	 l’œil	:	 dans	 l’inflammation	 sous-rétinienne,	 IL-6	
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réduit	 l’expression	 de	 FasL	 (Figure	 19),	 favorisant	 l’accumulation	 de	 phagocytes	
mononucléés	sous-rétiniens	(Levy	et	al.,	2015a).	Les	macrophages	de	souris	déficientes	
en	 Cx3cr1	 ou	 de	 souris	 TRE2	 produisent	 des	 nivaux	 élevés	 d’IL-6,	 ce	 qui	 explique	
l’infiltration	 excessive	 de	 macrophages	 observées	 dans	 les	 modèles	 d’inflammation	
sous-rétinienne	(Levy	et	al.,	2015a,	2015b).	Ces	résultats	suggèrent	que	l’inhibition	d’IL-
6	 dans	 le	 cadre	 de	 la	 DMLA	 pourrait	 favoriser	 la	 résolution	 de	 l’inflammation	 en	
restaurant	les	fonctions	du	privilège	immun	de	l’espace	sous-rétinien.	
	

III) Neuro-immunité de la DMLA atrophique 

	
Dans	 ce	 chapitre,	 nous	 développerons	 une	 vision	 globale	 des	 mécanismes	 reliant	 la	
production	 de	 cytokines	 –	 par	 les	 macrophages	 sous-rétiniens	 –	 aux	 désordres	
physiologiques	 affectant	 (i)	 l’épithélium	 pigmentaire	 et	 (ii)	 la	 rétine	 neurale,	 et	 plus	
particulièrement	les	photorécepteurs,	qui	sont	les	deux	populations	cellulaires	les	plus	
affectées	lors	de	l’atrophie	géographique.	
	

3.1) Dégénérescence de l’EPR 
	

3.1.1) Généralités 
	
Avec	 l’âge	 et	 l’exposition	 ininterrompue	 aux	 stress	 environnementaux,	 l’épithélium	
pigmentaire	 rétinien	 (EPR)	 présente	 de	 plus	 en	 plus	 de	 dysfonctionnements.	 Chez	
certains	patients,	 l’EPR	dégénère,	 et	 cette	dégénérescence	 joue	un	 rôle	 central	dans	 la	
forme	sèche	de	la	DMLA,	ou	géographie	atrophique.	Tous	les	mécanismes	qui	impactent	
la	 survie	 de	 l’EPR	 ou	 l’ordre	 dans	 lequel	 ils	 surviennent	 n’ont	 pas	 été	 totalement	
élucidés,	mais	 il	 apparaît	nettement	 que	 le	 stress	oxydant	 et	 l’inflammation	 jouent	 un	
rôle	 majeur	 dans	 cette	 dégénérescence.	 Identifier	 la	 nature	 des	 perturbations	 qui	
déstabilisent	 l’intégrité	 de	 l’EPR	 est	 essentiel	 pour	 comprendre	 l’enchaînement	 des	
patho-mécanismes	 conduisant	 à	 l’apparition	 de	 la	 forme	 clinique	 de	 la	 DMLA	 sèche.	
Dans	 cette	 partie,	 nous	 traiterons	 dans	 un	 premier	 temps	 les	 modifications	 histo-
pathologiques	 de	 l’EPR	 induites	 par	 le	 stress	 oxydant,	 puis	 par	 les	 cytokines	
inflammatoires,	et	plus	particulièrement	l’IL-1β.	
	

3.1.2) Impact du stress oxydant sur l’EPR 
	
Chez	les	patients	qui	présentent	une	DMLA	précoce,	les	cellules	de	l’EPR	présentent	une	
forme	 atypique,	 élargie,	 et	 sont	 plus	 nombreuse	 à	 être	 multi-nucléés	 (Starnes	 et	 al.,	
2016).	Ces	 caractéristiques	pourraient	être	due	à	des	 fusions	 cellulaires,	ou	un	défaut	
lors	de	la	division	cellulaire	–	qui	est	réactivée	dans	le	cadre	de	la	dégénérescence.	Or,	



	 54	

certaines	 études	 ont	 montré	 que	 la	 phagocytose	 des	 segments	 externes	 –	 riches	 en	
acides	gras	polyinsaturés	 -	oxydés	entraîne	 la	production	de	 stress	oxydant,	 induisant	
une	réplication	incomplète	des	cellules	de	l’EPR	(Ach	et	al.,	2014;	Chen	et	al.,	2016)	:	ce	
mécanisme	 pourrait	 expliquer	 la	 présence	 accrue	 de	 cellules	 multi-nucléés	 chez	 les	
patients	atteints	de	DMLA.	
Effectivement,	 l’EPR	est	 constamment	 soumis	à	un	 stress	oxydatif	 important,	dû	à	son	
environnement	et	à	ses	fonctions.	C’est	son	activité	métabolique,	associée	à	la	présence	
de	 nombreuses	 mitochondries	 fournissant	 l’énergie	 nécessaire	 au	 fonctionnement	 de	
l’EPR	 (Strauss,	 2005),	 qui	 génère	 une	 quantité	 particulièrement	 élevée	 de	 radicaux	
libres	 et	 réactifs	 intermédiaires	 de	 l’oxygènes	 (ROS).	 Pendant	 la	 phagocytose	 des	
segments	 externes	 par	 exemple,	 les	 phagosomes	 génèrent	 de	 l’eau	 oxygénée	 via	
l’activité	des	NADPH	oxydases,	de	même	que	les	peroxysomes	après	béta-oxydation	des	
lipides	provenant	des	photorécepteurs	(Miceli	et	al.,	1994;	Tate	et	al.,	1995).	De	plus,	le	
stress	photo-oxydatif	causé	par	l’absorption	de	la	lumière	génère	lui	aussi	une	quantité	
extrêmement	 importante	 de	 ROS	:	 ce	 type	 de	 stress	 a	 d’ailleurs	 été	 corrélé	 avec	
l’apparition	 de	 dommages	 occasionnés	 à	 la	 rétine	 et	 à	 l’EPR	 (Ham	 et	 al.,	 1978).	 De	
manière	 plus	 générale,	 on	 peut	 aussi	 relier	 l’étiologie	 de	 la	 DMLA	 à	 l’explosion	 de	
l’augmentation	de	la	production	de	ROS,	via	la	consommation	de	cigarettes	par	exemple.	
En	 conditions	 physiologiques,	 l’EPR	 a	 à	 sa	 disposition	 toute	 une	 batterie	 d’outils	
antioxydants	qui	devraient	lui	permettre	de	lutter	contre	les	dommages	oxydatifs.	L’un	
des	plus	 importants	mécanismes	mis	en	place	est	 la	cascade	de	signalisation	contrôlée	
par	le	facteur	de	transcription	Nrf2.	Le	Nrf2	régule	un	programme	transcriptionnel	qui	
permet	de	moduler	l’homéostasie	des	systèmes	redox,	en	protégeant	ainsi	les	cellules	de	
l’EPR	(Nguyen	et	al.,	2003).	Malheureusement,	il	semblerait	que	ce	système	ne	soit	plus	
fonctionnel	 chez	 les	 patients	 atteints	 de	 DMLA.	 L’âge	 et	 la	 cigarette	 impactent	
négativement	la	production	de	l’ARNm	et	la	protéine	Nrf2,	entravant	tout	le	programme	
transcriptionnel	qui	se	trouve	en	aval	(Suzuki	et	al.,	2008).	Des	études	réalisées	chez	la	
souris	âgée	ont	pu	montrer	l’inefficacité	de	la	réponse	Nrf2	après	un	challenge	de	stress	
oxydant	(Sachdeva	et	al.,	2014).	Ces	modèles	sont	néanmoins	insuffisants	pour	induire	
chez	 le	 rongeur	 une	 dégénérescence	 de	 l’EPR	 comme	 on	 peut	 l’observer	 chez	 les	
patients,	 et	 tout	 porte	 à	 croire	 quand	 dans	 des	 stades	 avancés	 de	 DMLA,	 plusieurs	
mécanismes	cyto-protecteurs	sont	probablement	affectés.	
	
	

3.1.3) Impact des cytokines inflammatoires, et notamment de l’IL-1β 
	
Comme	nous	avons	pu	le	voir,	la	forme	avancée	de	DMLA	sèche	est	associée	à	une	forte	
accumulation	 sous-rétinienne	 de	 macrophages	 pro-inflammatoires.	 Ces	 macrophages	
jouent	 un	 rôle	 pathogène,	 comme	 cela	 a	 été	 montré	 dans	 de	 nombreux	 modèles	
d’inflammation	 sous-rétinienne	 et	 de	 DMLA.	 Ces	 cellules	 produisent	 de	 grandes	
quantités	de	médiateurs	pro-inflammatoires,	comme	l’IL-1β,	l’IL-6,	le	CCL2	ou	le	TNF-α.	
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Ces	cytokines	peuvent	induire	des	effets	toxiques	au	niveau	de	la	rétine,	comme	nous	le	
verrons	dans	le	prochain	chapitre,	mais	aussi	sur	les	cellules	de	l’EPR.	
En	 premier	 lieu,	 les	macrophages	 sont	 recrutés	 au	 niveau	 des	 drusens,	 probablement	
pour	participer	à	l’élimination	des	déchets	lipidiques	accumulés,	et	de	débris	cellulaires	
de	l’EPR,	asphyxié	par	l’accumulation	de	déchets.	En	théorie,	l’effet	immunosuppresseur	
de	l’EPR	devrait	permettre	l’élimination	des	phagocytes	mononucléés	afin	d’éviter	qu’ils	
s’accumulent.	Dans	un	modèle	de	co-culture,	les	phagocytes	mononucléés	activés	ont	la	
capacité	d’impacter	 le	 fonctionnement	de	 l’EPR,	en	down-régulant	 l’expression	d’OTX2	
via	la	production	de	TNF-α	-	OTX2	étant	un	facteur	de	transcription	qui	régule	des	gènes	
essentiels	à	la	fonction	de	l’EPR	–	favorisant	ainsi	leur	survie	au	niveau	de	l’espace	sous-
rétinien	(Mathis	et	al.,	2017).	
	
L’activation	de	 l’inflammasome	semble	aussi	 être	 impliquée	dans	 la	pathogénèse	de	 la	
DMLA	sèche.	L’inflammasome	est	un	 complexe	mutli-protéique,	qui	 réagit	 à	différents	
signaux	de	danger,	et	permet	la	synthèse	et	la	maturation	d’IL-1β	et	d’IL-18	(Martinon	et	
al.,	 2002),	 ainsi	 que	 l’inactivation	 d’IL-33	 (Cayrol	 and	 Girard,	 2009).	 De	 nombreux	
facteurs	peuvent	activer	l’inflammasome,	comme	le	stress	oxydant	(Dostert	et	al.,	2008)	
ou	 des	 composants	 de	 la	 cascade	 du	 complément.	 Plusieurs	 études	 montrent	 que	 la	
production	 d’IL-18	 –	 qui	 découle	 de	 l’activation	 de	 l’inflammasome	 -	 est	 associée	 au	
développement	 de	 l’atrophie	 géographique	 (Tarallo	 et	 al.,	 2012)	:	 IL-18	 induit	 même	
l’apoptose	des	cellules	de	l’EPR,	via	l’activation	de	la	caspase-8,	soumise	à	un	mécanisme	
dépendant	de	Fas	ligand	(Kim	et	al.,	2014).	
	
Sans	 aucun	 doute,	 l’activation	 du	 complexe	 de	 l’inflammasome	 a	 un	 objectif	 initial	
protecteur,	 comme	 la	 plupart	 des	 réactions	 inflammatoires.	 Le	 fait	 qu’il	 devienne	
pathologique	dans	le	cadre	de	la	DMLA	peut	être	dû	à	plusieurs	facteurs.	(i)	L’équilibre	
entre	 la	 production	 d’IL-1β	 et	 d’IL-18	 joue	 un	 rôle	 essentiel	 dans	 le	 contrôle	 de	
l’inflammation.	L’IL-18	est	 capable	de	 limiter	et	 contenir	 les	effets	pro-inflammatoires	
de	l’IL-1β	:	c’est	par	exemple	le	cas	dans	le	cadre	des	infections	gastriques,	afin	d’éviter	
d’endommager	 les	 cellules	 épithéliales	 (Hitzler	 et	 al.,	 2012).	 On	 peut	 imaginer	 qu’un	
déséquilibre	 dans	 la	 production	 de	 ces	 cytokines	 pourrait	 favoriser	 l’installation	 de	
l’inflammation	de	manière	durable	dans	l’atrophie	géographique.	(ii)	D’autre	part,	Doyle	
et	 al	 ont	 montré	 que	 l’augmentation	 de	 la	 production	 d’IL-18	 due	 à	 l’activation	 de	
l’inflammasome	permettait	de	prévenir	la	néo-vascularisation	dans	un	modèle	de	DMLA	
aigue	 (Doyle	 et	 al.,	 2012),	 alors	 qu’à	 l’inverse,	 IL-18	 semble	 contribuer	 à	 la	mort	 des	
cellules	 de	 l’EPR	 dans	 un	modèle	 chronique	 de	 géographie	 atrophique	 (Tarallo	 et	 al.,	
2012).	 Ces	 différences	 pourraient	 s’expliquer	 par	 la	 nature	 et	 la	 durée	 du	 stimulus	
initial,	 impactant	 finalement	 l’équilibre	 entre	 IL-1β	 et	 IL-18.	 Ainsi,	 dans	 un	 certain	
contexte,	 la	 production	 d’IL-1β	 perturberait	 cet	 équilibre,	 et	 favoriserait	 le	
développement	d’un	environnement	pro-inflammatoire	délétère.		
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3.2) Toxicité neuronale induite par les cytokines inflammatoires 
	
La	 neuro-inflammation	 définit	 un	 ensemble	 de	 processus	 inflammatoires	 chroniques	
déclenchés	par	un	stress	initial	–	une	blessure,	une	infection,	une	maladie	autoimmune	–	
et	 qui	 ne	 parvient	 pas	 à	 une	 résolution.	 Elle	 met	 en	 jeu	 différents	 facteurs	 de	
signalisation,	qui	agissent	sur	une	grande	variété	de	cellules	différentes	–	glie,	neurones,	
système	 immunitaire	 –	 qui	 participent	 à	 une	 réaction	 en	 chaîne	 qui,	 si	 elle	 n’est	 pas	
stoppée,	aboutit	à	la	mort	neuronale.	
Une	vision	relativement	globale	de	ces	mécanismes	a	émergé	grâce	aux	travaux	réalisés	
au	 cours	 de	 ces	 dernières	 années	 :	 on	 sait	 ainsi	 que	 la	 production	 de	 facteurs	
neurotrophiques	et	de	chemokines	est	plutôt	favorable	à	la	survie	neuronale	(Seki	et	al.,	
2004),	alors	que	les	réactifs	intermédiaires	de	l’oxygène	(Annunziato	et	al.,	2003)	ou	les	
cytokines	 (Holmin	 and	 Mathiesen,	 2000)	 ont	 plutôt	 tendance	 à	 induire	 la	 mort	
neuronale	par	apoptose	ou	par	nécrose.	
	
Dans	cette	partie,	nous	verrons	essentiellement	comment	 le	glutamate	est	étroitement	
impliqué	dans	ces	mécanismes	neurotoxiques,	mais	aussi	comment	le	stress	oxydant	et	
la	 perturbation	 des	 communication	 intercellulaires	 contribuent	 au	 phénotype	 global	
impliqué	 dans	 les	 pathologies	 neuro-dégénératives,	 et	 dans	 quelle	 mesure	 ces	
conclusions	peuvent	être	étendues	ou	appliquées	à	la	DMLA	atrophique.	
	

3.2.1) Glutamate 

3.2.1.1) Généralités sur le glutamate 
	
Le	glutamate	est	le	neurotransmetteur	excitateur	prédominant	dans	la	système	nerveux	
central	:	 il	participe	à	la	transmission	du	message	nerveux	tout	au	long	de	la	chaîne	de	
perception	 visuelle	 qui	 traverse	 la	 rétine.	 Les	 interneurones	 rétiniens	 (Cellules	
amacrines	et	horizontales)	utilisent	eux	le	plus	souvent	des	messagers	chimiques	ayant	
un	 potentiel	 post-synaptique	 inhibiteur,	 du	 type	 glycine	 ou	 acide	 γ-aminobutyrique	
(GABA),	afin	de	moduler	l’intégration	du	signal	nerveux	par	inhibition	latérale.	
Dans	 cette	 partie,	 nous	 nous	 focaliserons	 sur	 les	 particularités	 de	 l’homéostasie	 du	
glutamate	au	niveau	de	la	rétine	externe.	
	

3.2.1.1.1) Le cycle du glutamate 
	

Le	glutamate	est	produit	par	les	photorécepteurs	pré-synaptiques	à	partir	de	glutamine	:	
et	 est	 ensuite	 stocké	 au	 fur	 et	 à	mesure	 dans	 des	 vésicules.	 Ce	 sont	 les	 VGLUTs	 –	 ou	
transporteurs	vésiculaires	du	glutamate	-	qui	permettent	de	faire	transiter	le	glutamate	
du	 compartiment	 cellulaire	 à	 l’intérieur	 des	 vésicules	 synaptiques.	 A	 la	 suite	 d’un	
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potentiel	 d’action,	 leur	 contenu	 est	 libéré	 au	 niveau	 des	 terminaisons	 nerveuses	
directement	dans	la	synapse.		
	

   3.2.1.1.1.1) Transporteurs du glutamate 
	
Après	 fixation	à	 ses	 récepteurs	post-synaptiques,	 le	 glutamate	est	 rapidement	 capturé	
par	 les	cellules	macrogliales	via	des	transporteurs	dédiés,	afin	d’éviter	d’atteindre	une	
concentration	extracellulaire	neurotoxique.	Notons	ici	que	les	cellules	gliales	de	Müller	
ne	sont	pas	les	seules	à	exprimer	ces	transporteurs	:	l’ensemble	des	cellules	neuronales	
et	gliales	rétiniennes	expriment	des	transporteurs	de	haute-affinité	au	glutamate	(Rauen	
and	Wiessner,	2000).	Ainsi,	 les	 cellules	bipolaires,	horizontales	et	 les	photorécepteurs	
expriment	les	transporteurs	au	glutamate	EAAT2	(GLT-1),	EAAT3	(EAAC1)	et	EAAT5.	En	
résumé,		
	
Il	 existe	 en	 fait	 deux	 catégories	 de	 transporteurs	 au	 glutamate	:	 les	 canaux	 dont	 le	
fonctionnement	dépend	d’un	gradient	électrochimique	de	Na+	dits	EAATs,	et	les	autres.	
Les	transporteurs	vésiculaires	VGLUTs	–	qui	fonctionnent	selon	un	gradient	de	protons	
et	dont	le	rôle	ne	sera	pas	détaillé	ici	–	les	transporteurs	électroneutres	ASCT1	et	ASCT2,	
ainsi	que	le	système	xc-	-	un	échangeur	glutamate/cystine	-	appartiennent	à	la	deuxième	
catégorie.	
	

    3.2.1.1.1.1.1) EAATs 

	
Structure	:	 Les	 EAATs	 (Excitatory	 Amino	 Acid	 Transporter)	 sont	 des	 transporteurs	
électrogéniques	 secondaires	 dont	 la	 structure	 topologique	 comprend	 8	 domaines	
transmembranaires	et	deux	épingles	à	cheveux	β	(Grunewald	and	Kanner,	2000).	
	
Electrophysiologie	:	 L’étude	 des	 conditions	 stoechiométriques	 de	 l’échange	 anionique	
réalisé	par	le	transporteur	EAAT	a	permis	de	déterminer	que	le	passage	d’une	molécule	
de	glutamate	est	possible	grâce	au	 co-transport	de	 trois	 ions	Na+	et	un	proton	H+	en	
échange	de	la	libération	d’un	ion	K+	(Zerangue	and	Kavanaugh,	1996)	(Figure	20).	Il	est	
intéressant	 de	 noter	 que	 les	 EAATs	 ont	 également	 une	 capacité	 de	 transport	 inversé	
(Watzke	and	Grewer,	2001)	dans	certaines	conditions	non-physiologiques	-	comme	dans	
l’ischémie	cérébrale	-,	et	ainsi	contribuer	à	l’établissement	de	conditions	excitotoxiques	
(Rossi	et	al.,	2000).	
	
Membres	:	La	famille	des	EAATs	comprend	aujourd’hui	5	membres	:	EAAT1	(Ou	GLAST,	
le	transporteur	glutamate-aspartate),	EAAT2	(Ou	GLT-1),	EAAT3	(Ou	EAAC-1),	EAAT4	et	
EAAT5.	Ces	protéines	sont	respectivement	codées	par	 les	gènes	Slc1a3,	Slc1a2,	Slc1a1,	
Slc1a6,	et	Slc1a7.		
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Localisation	:	Dans	la	rétine,	l’expression	de	ces	transporteurs	a	été	identifiée	par	Eliasof	
et	 al	 (Eliasof	 et	 al.,	 1998)	 et	 l’expression	 d’EAAT5	 semble	 à	 priori	 être	 exclusive	 à	 la	
rétine	 chez	 les	 vertébrés	 (Arriza	 et	 al.,	 1997).	 Alors	 que	 l’expression	 d’EAAT1	 est	
restreinte	à	 la	cellule	gliale	de	Müller	(Lehre	et	al.,	1997),	on	retrouve	une	répartition	
plus	 spécifique	 de	 l’expression	 des	 autres	 EAATs.	 EAAT2	 est	 exprimé	 par	 les	
photorécepteurs,	 les	 cellules	 de	 Müller	 et	 les	 cellules	 bipolaires	 (Rauen	 and	 Kanner,	
1994),	EAAT3	par	les	neurones	de	la	rétine	interne	(Schultz	and	Stell,	1996),	EAAT4	par	
les	 astrocytes	 (Ward	 et	 al.,	 2004)	 et	 les	 segments	 externes	 des	 photorécepteurs	
(Pignataro	et	al.,	2005),	et	EAAT5	par	les	photorécepteurs	en	bâtonnets,	les	bipolaires	et	
les	cellules	de	Müller	(Arriza	et	al.,	1997;	Eliasof	et	al.,	1998).	
	

	
	

Figure	 20	:	 Cycle	 de	 transport	 et	 stoechiométrie	 des	 EAATs.	 (A)	 Diagramme	 simplifié	du	
cycle	de	transport	des	EAATs.	Le	glutamate	se	lie	au	transporteur	(T),	est	transloqué,	puis	libéré	
dans	 le	 cytosol.	 Le	 K+	 se	 lie	 alors	 du	 côté	 intracellulaire,	 réoriente	 le	 transporteur,	 et	 K+	 est	
libéré	en	extracellulaire.	(B)	Schéma	représentant	la	stoechiométrie	des	EAATs.	

(D’après	Jiang	et	al,	2011,	Neuropharmacology)	
	
Fonction	:	 Que	 ce	 soit	 dans	 le	 cerveau	 ou	 la	 rétine,	 le	 rôle	 des	 EAATs	 est	 clairement	
établi	:	 les	 transporteurs	 au	 glutamate	 permettant	 de	 capturer	 le	 glutamate	
extracellulaire	 libéré	 au	 niveau	 des	 synapses,	 assurant	 ainsi	 un	 contrôle	 précis	 de	 la	
transmission	synaptique	excitative.	
	
Concernant	la	cellule	de	Müller	:	Dans	la	rétine,	la	cellule	gliale	de	Müller	est	responsable	
de	 la	 plupart	 de	 la	 capture	 de	 glutamate	 extracellulaire.	 Là	 où	 90%	 de	 la	 capture	 de	
glutamate	dans	le	cerveau	est	assurée	par	le	transporteur	EAAT2/GLT-1	(Tanaka	et	al.,	
1997),	 c’est	 EAAT1/GLAST	 qui	 joue	 un	 rôle	majeur	 au	 sein	 du	 tissu	 rétinien	 (Rauen,	
2000).	Chez	 la	 souris,	 la	 cellule	de	Müller	assure	50%	de	 la	 capture	du	glutamate	par	
GLAST,	40%	via	des	transporteurs	électro-neutres	Na+-dépendant,	et	10%	via	d’autres	
transporteurs	 ou	 échangeurs	 Na+-indépendants	 (Sarthy	 et	 al.,	 2005).	 La	 présence	
d’autres	membres	de	la	famille	EAAT	au	niveau	de	la	cellule	de	Müller	a	aussi	été	relevée	
chez	d’autres	espèces	(Rauen,	2000).	
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Malgré	 le	 rôle	 essentiel	 qu’ils	 jouent	 en	 conditions	 physiologiques,	 les	 EAATs	 ne	 sont	
définitivement	 pas	 les	 seuls	 transporteurs	 qui	 régulent	 l’homéostasie	 du	 glutamate,	
certains	 ayant	 un	 effet	 inverse.	 Le	 système	 xC-	-	 un	 échangeur	 cystine/glutamate	 –	 a	
notamment	 été	 impliqué	 par	 de	 nombreuses	 études	 dans	 la	 mise	 en	 place	 de	
mécanismes	neurotoxiques	dévastateurs.	
	

    3.2.1.1.1.1.2) Le système xC
- 

	
Le	 système	 xC-	 est	 un	 co-transporteur	 de	 type	 anti-porteur	 présent	 à	 la	 membrane	
plasmique	 (Sato	 et	 al.,	 1995).	 Il	 fonctionne	 comme	 un	 transporteur	 électro-neutre,	
permettant	 le	 transport	d’une	molécule	 de	 cystine	 contre	 une	molécule	 de	 glutamate,	
avec	une	stoechiométrie	de	1:1,	indépendamment	du	gradient	de	Na+	(Sato	et	al.,	1999).	
Ce	système	peut	théoriquement	fonctionner	dans	les	deux	sens	(Bannai,	1986)	:	mais	le	
pool	 intracellulaire	 de	 cystine	 étant	 restreint	 car	 elle	 est	 très	 rapidement	 réduite	 en	
cystéine,	et	la	concentration	extracellulaire	en	glutamate	étant	généralement	plus	élevée	
qu’en	intracellulaire,	le	système	xC-	fonctionne	quasi-systématiquement	dans	le	sens	où	
la	 cystine	 est	 importée	 via	 l’exportation	 de	 glutamate.	 Le	 système	 xC-	est	 composé	 de	
deux	 sous-unités,	 une	 chaîne	 lourde	 4F2hc	 qui	 lie	 le	 transporteur	 à	 la	 membrane	
plasmique	(Bassi	et	al.,	2001),	et	une	chaîne	légère	xCT.	C’est	la	chaîne	légère	(Figure	21	
A),	 dont	 l’expression	 est	 codée	 par	 le	 gène	 Slc7a11,	 qui	 confère	 sa	 spécificité	 au	
transporteur	xC-.	
	

	
Figure	21	:	Représentation	schématique	du	système	xc-.	(A)	Le	système	xc-	est	composé	d’une	
chaîne	lourde	4F2hc,	et	d’une	chaîne	légère	xCT.	(B)	Le	système	xc-	importe	la	cystine	en	échange	
du	glutamate,	recapté	par	les	transporteurs	EAATs.	

(D’après	Lewerenz	et	al,	2011,	Antioxidants	et	Redox	Signaling)	
	
Le	 système	 xC-	joue	 un	 rôle	 absolument	 vital	 dans	 la	 protection	 des	 cellules	 contre	 le	
stress	oxydant	:	 en	effet,	 l’importation	de	 cystine	est	nécessaire	pour	 la	production	de	
glutathion	(GSH)	–	un	antioxydant	majeur	(Lewerenz	et	al.,	2006a;	Shih	et	al.,	2006).	En	
contrepartie,	le	relargage	de	glutamate	–	requis	pour	permettre	la	capture	de	cystine	–	

A	 B	
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tend	 à	 accroitre	 la	 concentration	 extracellulaire	 de	 glutamate,	 favorisant	 ainsi	
l’apparition	de	conditions	excitotoxiques	pour	les	neurones	:	c’est	pourquoi	l’expression	
et	l’activité	du	système	xc-	doivent	être	très	finement	régulées.	Il	a	été	montré	à	plusieurs	
reprises	qu’une	activité/fonction	aberrante	de	l’échangeur	cystine/glutamate	favorisait	
l’excitotoxicité	dans	le	cadre	de	certaines	pathologies	neurodégénératives	(Kigerl	et	al.,	
2012).	
	
Système	 xc-	 et	 rétine	:	 Chez	 la	 souris,	 l’ARNm	xCT	 est	 exprimé	 au	 niveau	 de	 plusieurs	
organes,	 notamment	 –	 et	 de	 manière	 robuste	 –	 au	 sein	 des	 tissus	 qui	 composent	 le	
système	nerveux	central,	 le	 cerveau	 et	 la	 rétine	 (Burdo	et	 al.,	 2006;	Dun	et	 al.,	 2006).	
Plus	 particulièrement,	 l’expression	 rétinienne	 du	 système	 xC-	 semble	 restreinte	 aux	
cellules	 gliales	 de	 Müller	 (Kato	 et	 al.,	 1993),	 aux	 macrophages	 résidents	 et	 aux	
photorécepteurs	 en	 cônes	 et	 en	 bâtonnets	 (Hu	 et	 al.,	 2008),	 où	 xC-	 participe	 à	 la	
libération	synaptique	non-vésiculaire	de	glutamate.	
Le	 système	 xc-	 est	 actif	 dans	 la	 rétine.	 En	 effet,	 l’injection	 intravitréenne	 de	 DL-α-
aminoadipate	 –	 un	 inhibiteur	 du	 système	 xc-	 -	 entraîne	 une	 diminution	 de	 la	
concentration	 rétinienne	 en	 GSH	 (Glutathion),	 et	 induit	 un	 dysfonctionnement	 de	 la	
rétine	 (Kato	 et	 al.,	 1993).	 Ce	 résultat	montre	que	 le	 système	 xc-	 est	 fonctionnellement	
important	pour	la	rétine.	
	
Régulation	 transcriptionnelle	:	 L’expression	 transcriptionnelle	 de	 xCT	 est	 notamment	
régulée	 par	 l’activation	 des	 AREs	 en	 réponse	 à	 Nrf2	 (Sasaki	 et	 al.,	 2002).	 Sa	
surexpression	est	liée	à	une	augmentation	de	l’activité	du	système	système	xC-	corrélée	à	
un	accroissement	du	taux	intracellulaire	de	glutathion	(Shih	et	al.,	2003).	En	conditions	
physiologiques,	 Nrf2	 est	 rapidement	 dégradé	 par	 le	 protéasome,	 car	 il	 interagit	 avec	
Keap1,	 une	 protéine	 adaptrice	 Nrf2-spécifique	 reconnue	 par	 le	 complexe	 ubiquitine	
ligase	 Cul3	 (Kobayashi	 et	 al.,	 2004;	McMahon	 et	 al.,	 2003)	:	 la	 transcription	 de	 gènes	
dont	l’expression	est	conrôlée	par	Nrf2	est	ainsi	inhibée.	Dans	un	contexte	associé	à	une	
augmentation	du	stress	oxydant,	ou	 tout	autre	 situation	qui	 entraîne	 l’activation	de	 la	
réponse	 cellulaire	 intégrée	 au	 stress	 (ISR),	 le	 facteur	 de	 transcription	 Nrf2	 est	
transloqué	au	noyau.	Là,	en	présence	de	petites	protéines	Maf,	il	se	lie	à	des	séquences	
régulatrices	 de	 type	 ARE,	 entraînant	 la	 surexpression	 des	 gènes	 qui	 y	 sont	 associés	
(Cullinan	et	 al.,	 2003).	Ces	séquences	ARE,	 appelées	éléments	de	 réponse	antioxydant,	
sont	 des	 séquences	 régulatrices	 qui	 contrôlent	 l’expression	 des	 gènes	 antioxydants	 et	
cytoprotecteurs.	Il	est	intéressant	de	noter	que	Nrf2	n’est	pas	le	seul	régulateur	de	xCT,	
et	 que	 l’activité	 d’ATF4	 –	 un	 facteur	 de	 transcription	 dépendant	 du	 système	 ISR	 –	 est	
aussi	 liée	 à	 l’expression	 d’xCT	 (Sato	 et	 al.,	 2004),	 ainsi	 que	 d’autres	 protéines	
régulatrices	 dont	 l’activité	 est	 associée	 à	 un	 mécanisme	 protecteur	 contre	 certaines	
pathologies	neuro-dégénératives.	
	
Fonction	physiologique	:	Dans	des	cellules	matures	en	culture,	les	neurones	présentent	
une	 faible	activité	du	 système	xc-,	 alors	que	dans	 les	astrocytes,	 le	système	xc-	 est	 très	
actif	 (Lobner,	2009).	Les	astrocytes	sont	capables	de	relarguer	GSH	et	cystéine	afin	de	
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réguler	l’état	redox	du	tissu	cérébral,	grâce	à	leurs	capacités	antioxydantes	(Dringen	and	
Hirrlinger,	2003;	Wang	and	Cynader,	2000).	Shih	et	al	ont	montré	que	la	surexpression	
de	xCT	dans	 les	astrocytes	permet	d’augmenter	 la	production	de	glutathion,	 et	d’ainsi	
protéger	les	neurones	contre	le	stress	oxydant	(Shih	et	al.,	2006).	Certes,	le	système	xC-	
favorise	 la	 production	 de	 composés	 antioxidants	 via	 l’importation	 de	 cystine,	mais	 la	
libération	de	glutamate	qui	se	fait	en	contrepartie	peut	avoir	un	effet	néfaste	si	elle	est	
excessive.	 Dans	 certains	 modèles,	 l’augmentation	 de	 l’activité	 du	 système	 xc-	 est	
corrélée	à	une	mort	neuronale.	Dans	certains	types	de	cancers	comme	le	gliome,	la	mort	
neuronale	 est	 associée	 à	 une	 importante	 libération	 de	 glutamate	 via	 le	 système	 xC-
	(Chung	et	al.,	2005);	dans	la	maladie	d’Azheimer,	ce	sont	les	microglies	qui,	après	avoir	
été	 exposées	 aux	 peptides	 Aβ,	 s’avèrent	 exercer	 un	 effet	 neurotoxique	 causé	 par	 la	
libération	trop	importante	de	glutamate	(Qin	et	al.,	2006).	
En	 effet,	 l’activité	 du	 système	 xC-	au	 niveau	 des	microglies	 peut	 être	 toxique	 pour	 les	
cellules	environnantes	–	et	notamment	les	oligodendrocytes	(Domercq	et	al.,	2007).	De	
même,	des	macrophages	activés	par	le	LPS	sont	en	mesure	de	libérer	assez	de	glutamate	
via	le	système	xc-	pour	induire	l’apoptose	neuronale	(Piani	and	Fontana,	1994).	Dans	le	
système	 rétinien,	 certaines	 données	 pointent	 aussi	 le	 rôle	 joué	 par	 les	 cellules	 gliales	
dans	la	neurotoxicité.	
	
En	conclusion,	le	rôle	joué	par	le	système	xc-	est	celui	d’une	épée	à	double-tranchant,	et	
peut	avoir	des	effets	bénéfiques	ou	négatifs.	D’un	côté,	en	cas	de	stress	oxydant	intense,	
l’augmentation	de	l’activité	du	système	xC-		permet	d’augmenter	la	capture	de	cystine,	et	
d’ainsi	 approvisionner	 la	 machinerie	 antioxydante.	 A	 l’inverse,	 si	 les	 cellules	 sont	
soumises	 à	 un	 stress	 excitotoxique,	 augmenter	 l’activité	 du	 système	 xc-	 et	 accroitre	 la	
libération	de	glutamate	pourrait	avoir	un	effet	destructeur.	
	

   3.2.1.1.1.2) Müller et photorécepteurs 
	
Comme	nous	 l’avons	vu,	les	cellules	gliales	ont	à	 leur	disposition	toute	une	batterie	de	
transporteurs	 au	 glutamate,	 afin	 de	 permettre	 un	 nettoyage	 efficace	 de	 l’espace	
synaptique,	et	éviter	une	accumulation	toxique	du	glutamate.	Dans	la	rétine,	les	cellules	
gliales	 de	 Müller	 expriment	 fortement	 la	 glutamine	 synthétase,	 ou	 enzyme	 GS,	 qui	
permet	 l’amidation	 du	 glutamate,	 afin	 de	 le	 transformer	 en	 glutamine,	molécule	 non-
neurotoxique	(Riepe	and	Norenburg,	1977).	La	glutamine	est	alors	relarguée	pour	être	
ensuite	captée	par	les	neurones	glutaminergiques	pré-synaptiques,	les	photorécepteurs	
dans	notre	cas	(Figure	22).	Ces	neurones	pourront	alors	hydrolyser	la	glutamine	grâce	à	
l’enzyme	glutaminase,	produisant	ainsi	 le	 glutamate,	 ce	 qui	boucle	 le	 cycle	neuro-glial	
glutamine/glutamate	(Poitry	et	al.,	2000).	
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3.2.1.1.2) Les récepteurs au glutamate 
	

Le	glutamate	étant	le	neurotransmetteur	excitateur	majeur	du	système	nerveux	central	
chez	 les	mammifères,	 les	 récepteurs	 au	 glutamate	 jouent	 un	 rôle	 absolument	 central	
dans	la	transmission	synaptique.	Il	existe	deux	types	de	récepteurs	au	glutamate	:	(i)	les	
récepteurs	ionotropiques,	qui	permettent	la	transmission	de	l’influx	nerveux,	et	(ii)	les	
récepteurs	métabotropiques,	dont	le	rôle	est	de	moduler	la	transmission	synaptique	et	
l’excitabilité	neuronale.	
	
	
	

	
	

Figure	22	:	Le	cycle	rétinien	du	glutamate	–	Régulations	à	l’échelle	des	photorécepteurs.	
Au	niveau	des	photorécepteurs,	le	glutamate	est	chargé	dans	les	vésicules	synaptiques	grâce	aux	
transporteurs	VGLUT.	Lors	de	la	transmission	synaptique,	le	contenu	de	ces	vésicules	est	libéré	
dans	l’espace	inter-synaptique	:	 le	glutamate	se	lie	alors	aux	récepteurs	exprimés	par	la	cellule	
bipolaire,	induisant	la	neurotransmission.	L’excès	extracellulaire	de	glutamate	est	recapté	via	les	
transporteurs	EAATs,	majoritairement	par	les	 transporteurs	EAAT1	et	EAAT2	exprimés	par	 la	
cellule	 de	 Müller.	 Celle-ci	 métabolise	 alors	 le	 glutamate	 en	 glutamine,	 qui	 est	 renvoyée	 aux	
photorécepteurs,	et	à	nouveau	transformée	en	glutamate.	

(D’après	Shigeri	et	al,	2004,	Brain	Research	Reviews)	
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3.2.1.1.2.1) Les récepteurs ionotropiques 
	
Les	 récepteurs	 ionotropiques	sont	des	 récepteurs	 couplés	à	un	 canal	 ionique.	 Selon	 le	
type	 de	 récepteur,	 ce	 canal	 s’active	 et	 devient	 perméable	 aux	 ions	Na+,	 K+,	 et	 parfois	
Ca2+	 après	 liaison	 au	glutamate.	Deux	 catégories	 de	 récepteurs	 ionotropiques	 ont	 été	
identifiées	à	ce	jour	:	les	récepteurs	NMDA,	et	les	récepteurs	non-NMDA	–	parmi	lesquels	
on	 retrouve	 les	 récepteurs	 AMPA	 et	 kainate.	 Ces	 différents	 types	 de	 récepteurs	 sont	
nommés	d’après	leurs	agonistes	spécifiques.	
	
Structurellement,	les	récepteurs	ionotropiques	sont	composés	de	plusieurs	sous-unités	
transmembranaires,	 qui	 s’assemblent	 de	 manière	 variable	 afin	 de	 former	 différentes	
isoformes.		
	
Les	 récepteurs	 NMDA	:	 Les	 récepteurs	 NMDA	 jouent	 un	 rôle	 crucial	 dans	 la	
communication	 neuronale.	 Ce	 sont	 des	 complexes	 d’hétéromères	 résultant	 de	
l’association	de	plusieurs	sous-unités,	donc	il	existe	une	grande	diversité,	ce	qui	résulte	
en	une	grande	variété	de	NMDA-R	(Paoletti	et	al.,	2013).	Chaque	sous-unité	confère	des	
propriétés	biophysiques	et	pharmacologiques	uniques	au	récepteur.	A	plus	large	échelle,	
la	 composition	 des	 récepteurs	 NMDA	 peut	 avoir	 un	 impact	 allant	 de	 la	 plasticité	
synaptique	aux	mécanismes	cellulaires	impliqués	dans	les	pathologies	neuronales	(Cull-
Candy	and	Leszkiewicz,	2004),	via	notamment	l’excitotoxicité	due	au	glutamate	–	due	à	
une	grande	perméabilité	au	Ca2+	(Liu	et	al.,	2007).	
	
Les	récepteurs	AMPA	:	Cette	famille	de	récepteurs	est	majoritairement	responsable	de	la	
transmission	 synaptique	 dite	 rapide	 (Raman	 et	 al.,	 1994).	 La	 plupart	 des	 récepteurs	
AMPA	sont	des	assemblages	hétéro-tétramériques	composés	à	partir	de	quatre	types	de	
sous-unités	GluA1-4	(Henley	and	Wilkinson,	2016).	Cette	composition	aléatoire	n’est	pas	
anodine,	car	elle	intervient	dans	la	régulation	du	trafficking	post-synaptique	des	AMPA-
R,	ce	qui	impacte	la	plasticité	synaptique	(Watson	et	al.,	2017),	ou	la	réponse	neuronale	
au	stress	(Liu	and	Zukin,	2007).	Les	récepteurs	AMPA	sont	perméables	à	différents	types	
d’ions,	 comme	 Ca2+,	 Na+	 et	 K+,	 permettant	 ainsi	 la	 conduction	 nerveuse.	 Il	 est	 très	
intéressant	de	noter	que	la	perméabilité	au	Ca2+	pour	ces	canaux	requiert	l’absence	de	
la	 sous-unité	 GluA2	 sous	 sa	 forme	 éditée	 –	 une	 arginine	 remplaçant	 la	 glutamine	 en	
position	607	 (Sommer	et	 al.,	 1991)	-	:	 cela	 reste	un	événement	assez	 rare	malgré	 tout	
(Greger	et	al.,	2002),	ce	qui	 fait	du	récepteur	AMPA	un	candidat	 très	probable	pour	 la	
médiation	de	l’excitotoxicité	(Chen	et	al.,	1999;	Vandenberghe	et	al.,	2000).		
	
Les	récepteurs	Kainate	:	Comme	les	récepteurs	AMPA	et	NMDA,	la	famille	des	récepteurs	
kainate	 est	 composée	 de	 plusieurs	 combinaisons	 tétramériques	 réalisées	 à	 partir	 des	
différentes	 sous-unités	 GluK1-5	 (Lerma	 and	 Marques,	 2013),	 formant	 ainsi	 un	 canal	
perméable	au	Na+	et	au	K+	(Van	Damme	et	al.,	2002),	ainsi	qu’au	Ca2+.	Cette	diversité	
est	renforcée	par	l’épissage	alternatif	et	l’édition	d’ARNm	(Köhler	et	al.,	1993;	Wilding	et	
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al.,	2005).	La	nature	même	du	rôle	des	récepteurs	kainate	est	encore	assez	controversée,	
mais	 ils	 interviennent	à	au	moins	 trois	niveaux	:	 (i)	 la	dépolarisation	post-synaptique,	
(ii)	la	modulation	de	la	libération	pré-synaptique	de	neurotransmetteurs	(Schmitz	et	al.,	
2000),	et	(iii)	la	maturation	des	circuits	neuronaux	pendant	le	développement	(Lauri	et	
al.,	 2006).	 Certaines	 études	 impliquent	 les	 récepteurs	 de	 type	 kainate	 dans	 le	
phénomène	d’excitotoxicité	induit	par	le	glutamate	(Milatovic	et	al.,	2002).	
	
La	 dimension	 pathologique	 et	 les	mécanismes	 de	 l’excitotoxicité	 du	 glutamate	 causée	
par	la	sur-stimulation	des	différents	récepteurs	seront	traités	plus	loin	(1.2).		
	

3.2.1.1.2.2) Les récepteurs métabotropiques 
	

Les	récepteurs	métabotropiques	au	glutamate	–	couramment	abrégés	mGluRs	–	dont	il	
existe	huit	isoformes,	forment	une	super-famille	de	récepteurs	synaptiques	couplés	aux	
protéines	 G,	 ou	 GPCRs	:	 ce	 sont	 des	 récepteurs	 liés	 à	 la	 membrane	 plasmique.	 En	
réponse	à	une	interaction	avec	leur	ligand	-	le	glutamate	-,	ils	permettent	la	transduction	
de	 signaux	 intracellulaires	 via	 des	 interactions	 avec	 les	 protéines	 G.	 La	 nature	 de	 ces	
protéines	 G	 varie	 selon	 la	 sous-famille	 du	 mGluR	 concerné	 –	 groupe	 I,	 II	 ou	 III	 -,	
induisant	ainsi	différentes	cascades	intracellulaires	de	signalisation.	Dans	l’ensemble,	les	
mGluRs	du	groupe	I	augmentent	l’excitabilité	neuronale,	alors	que	ceux	des	groupes	II	et	
III	 ont	 tendance	 à	 inhiber	 la	 libération	 pré-synaptique	 de	 neurotransmetteurs	 –	 et	
seront	donc	exprimés	par	des	neurones	pré-synaptiques	(Thompson	et	al.,	1993).	
Nous	ne	détaillerons	pas	plus	 le	 rôle	de	 ces	 récepteurs,	qui	 restent	 rarement	associés	
aux	pathologies	neuro-dégénératives	liées	au	glutamate	:	on	leur	attribue	d’ailleurs	plus	
couramment	un	rôle	protecteur	(Baskys	et	al.,	2005;	Colwell	and	Levine,	1999),	de	par	
leur	activité	neuro-modulatrice.	

	

3.2.1.1.2.3) Les photorécepteurs expriment les récepteurs 
au glutamate 

	
La	présence	de	 récepteurs	glutamatergiques	 ionotropiques	au	niveau	de	 la	membrane	
plasmique	de	neurones	pré-synaptiques	peut	paraître	contre-intuitive,	en	particulier	au	
niveau	 des	 photorécepteurs,	 qui	 sont	 les	 neurones	 les	 plus	 en	 amont	 de	 la	 cascade	
visuelle.	
Cependant,	 cette	 caractéristique	 est	 bien	 établie	 dans	 le	 cerveau,	 où	 la	 présence	 de	
d’auto-récepteurs	 glutamatergiques	 -	 de	 type	 kainate	 notamment	 –	 au	 niveau	 de	
neurones	 pré-synaptiques	 -	 dans	 l’Hippocampe	 -	 permet	 de	 réguler	 négativement	 la	
libération	de	glutamate,	 et	d’ainsi	moduler	 l’activité	post-synaptique	 (Chittajallu	et	 al.,	
1996).	D’autres	études	menées	à	partir	d’échantillons	cérébelleux	ont	montré	que	l’acide	
kainique	 induisait	 la	 libération	 de	 glutamate	 à	 partir	 de	 certains	 neurones	 pré-
synaptiques	(Ferkany	et	al.,	1982).	
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Et	dans	la	rétine,	ce	phénomène	n’est	pas	inconnu	non	plus.	Une	étude	réalisée	chez	la	
souris	a	montré	avec	précision	l’expression	et	la	localisation	pré-synaptique	de	la	sous-
unité	 GluK5	 –	 appartenant	 au	 répertoire	 des	 récepteurs	 kainate	 -	 au	 niveau	 des	
terminaisons	nerveuses	des	photorécepteurs	en	bâtonnets	(Haumann	et	al.,	2017).	Chez	
la	 souris	 toujours,	 Jakobs	et	 al	ont	montré	 l’expression	des	 récepteurs	kainate	par	 les	
photorécepteurs	 en	 bâtonnets	 (Jakobs	 et	 al.,	 2007).	 Une	 autre	 étude	 a	 identifié	
l’expression	 des	 sous-unités	 GluR6	 et	 GluR7	 –	 appartenant	 aussi	 au	 répertoire	 des	
récepteurs	kainate	–	au	niveau	pré-synaptique,	c’est-à-dire	au	niveau	des	terminaisons	
des	 photorécepteurs	 en	 bâtonnets,	 chez	 le	 primate	 cette	 fois-ci	 (Harvey	 and	 Calkins,	
2002).	D’autres	auteurs	ont	pu	mettre	en	évidence	en	microscopie	électronique	chez	le	
rat	 la	présence	de	sous-unités	des	récepteurs	NMDA	au	niveau	terminal	des	dendrites	
synaptiques	de	photorécepteurs	(Fletcher	et	al.,	2000).		
	
Enfin,	 plusieurs	 articles	 font	 état	 d’un	 effet	 excitotoxique	 du	 glutamate	 sur	 les	
photorécepteurs,	 ce	 qui	 pousse	 à	 croire	 que	 ceux-ci	 expriment	 bien	 des	 récepteurs	
glutamatergiques	ionotropiques.	Par	exemple,	à	partir	de	cellules	issues	d’une	lignée	de	
rétinoblastome	 (Y-79)	 différenciées	 en	 photorécepteurs,	 une	 étude	 a	 montré	 l’effet	
excitotoxique	du	glutamate	via	des	mécanismes	 impliquant	 le	stress	oxydant	(Wang	et	
al.,	 2016).	 	Une	autre	étude,	 réalisée	à	partir	de	 rétines	d’embryons	de	poulet,	 a	 aussi	
montré	 un	 effet	 toxique	 du	 glutamate	 sur	 la	 survie	 des	 photorécepteurs,	 bien	 que	
modéré	par	rapport	aux	neurones	des	couches	plus	internes	de	la	rétine	(Reif-lehrer	et	
al.,	1975).	Ces	résultats	ont	été	confirmé	plus	tard	dans	une	autre	étude,	soulignant	une	
fois	de	plus	l’effet	discret	du	glutamate	sur	les	photorécepteurs	par	rapport	aux	autres	
neurones	 rétiniens,	 ce	qui	pourrait	 expliquer	pourquoi	 certains	auteurs	ont	pu	 choisir	
d’omettre	de	mentionner	cet	effet	(Blanks	et	al.,	1981).	Enfin,	l’étude	publiée	par	Delyfer	
et	al	établit	clairement	dans	un	modèle	de	rétinite	pigmentaire	–	chez	la	souris	rd1	–	que	
l’inhibiteur	 CNQX	 permet	 de	 protéger	 les	 bâtonnets	 de	 la	 dégénérescence	 dans	 un	
contexte	 ou	 le	 glutamate	 extracellulaire	 s’accumule,	 suggérant	 ainsi	 l’existence	 d’un	
phénomène	excitotoxique	dirigé	contre	les	photorécepteurs	(Delyfer	et	al.,	2005).	
	
	

 3.2.1.2) Toxicité du glutamate 
	
Comme	nous	l’avons	vu,	le	glutamate	est	un	puissant	neurotransmetteur	excitateur	qui	
permet	en	conditions	physiologiques	la	transmission	du	message	nerveux,	mais	qui	dans	
certaines	conditions	pathologiques	peut	être	toxique	pour	les	neurones.	
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3.2.1.2.1) Excitotoxicité du glutamate 
	

3.2.1.2.1.1) Définition 
	

Lucas	et	al	ont	observé	dès	les	années	50	qu’une	concentration	extracellulaire	excessive	
en	glutamate	créé	un	phénomène	excitotoxique	chez	les	neurones,	entraînant	leur	mort	
(Lucas	 and	 Newhouse,	 1957;	 Olney,	 1969).	 En	 règle	 générale,	 il	 était	 admis	 que	
l’excitotoxicité	 est	 due	 à	 une	 libération	 synaptique	 excessive	 de	 glutamate.	 Mais	 des	
études	plus	récentes	ont	mis	en	évidence	la	contribution	d’autres	populations	cellulaires	
–	 comme	 les	 cellules	 gliales	 ou	 les	 macrophages	 -	 à	 l’accumulation	 extracellulaire	 de	
glutamate	(Kigerl	et	al.,	2012;	Napper	et	al.,	1999).		
L’excitotoxicité	 en	 elle-même	 est	 causée	 par	 la	 sur-stimulation	 des	 récepteurs	
glutamatergiques.	 Ce	 phénomène	 induit	 de	 fortes	 modifications	 des	 concentrations	
ioniques	intracellulaires,	et	s’accompagne	d’un	influx	de	Ca2+,	entraînant	l’activation	de	
mécanismes	cellulaires	létaux.	On	a	longtemps	cru	que	l’excitotoxicité	due	au	glutamate	
–	 dans	 le	 cas	 des	 neurones	 corticaux	 par	 exemple	 -	 était	 essentiellement	 causée	 par	
l’activation	 des	 récepteurs	 NMDA	 (Choi,	 1998;	 Choi	 et	 al.,	 1987).	 Jusqu’à	 ce	 que	
l’utilisation	d’inhibiteurs	de	type	NBQX/CNQX	spécifiques	des	récepteurs	AMPA/kainate	
prouve	son	utilité,	comme	dans	un	modèle	de	mort	neuronale	 induite	pas	LPS/cystine	
(Kigerl	et	al.,	2012).	Les	récepteurs	AMPA	sont	désormais	aussi	reconnus	pour	avoir	un	
effet	excitotoxique	lorsqu’ils	sont	sur-stimulés	(Kiagiadaki	et	al.,	2010).	
Il	est	important	de	noter	que	si	la	majorité	des	études	portant	sur	l’excitotoxicité	met	en	
jeu	 les	 NMDA-R,	 c’est	 parce	 que	 jusqu’à	 récemment	 les	 AMPA-R	 étaient	 considérés	
comme	 imperméables	 au	 Ca2+	 -	 et	 pas	 parce	 que	 les	 AMPA-R	 jouent	 un	 rôle	mineur	
dans	ce	phénomène.	Ce	serait	d’ailleurs	plutôt	l’inverse,	puisque	certaines	études	en	lien	
avec	 l’ischémie	 cérébrale	 révèlent	 un	 meilleur	 effet	 neuro-protecteur	 pour	 les	
antagonistes	aux	AMPA-R.	
Le	 mécanisme	 impliqué	 dans	 l’excitotoxicité	 induite	 par	 le	 glutamate	 semble	 être	 la	
production	 d’espèces	 réactives	 oxygénées	 et	 azotées	 induite	 par	 l’augmentation	 de	 la	
concentration	en	ions	Ca2+	(Dugan	et	al.,	1995;	Schinder	et	al.,	1996),	ce	qui	sera	détaillé	
dans	le	prochain	paragraphe.	
	

3.2.1.2.1.2) Les acteurs moléculaires 
	
La	 sur-stimulation	 des	 récepteurs	 glutamatergiques	 s’accompagne	 d’un	 fort	 influx	 de	
Ca2+,	 qui	 conduit	 à	 une	 surcharge	 intracellulaire.	 Cette	 surcharge	 va	 permettre	
l’activation	 d’une	 série	 d’enzymes	 Ca2+-dépendantes,	 augmentant	 la	 production	
d’espèces	réactives	oxygénées	et	azotées,	et	activant	la	cascade	de	réactions	conduisant	
à	la	mort	cellulaire.		
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Figure	 23	:	 Schéma	 représentant	 les	 principales	 voies	 de	 signalisation	 impliquées	 dans	
l’excitotoxicité.	

(D’après	Lo	et	al,	2003,	Nature	Review	Neuroscience)	
	
	
Dans	 le	 cas	de	 l’excitotoxicité	du	glutamate,	 les	deux	évènements	 clefs	 sont	 l’influx	de	
Ca2+,	 et	 l’effondrement	 du	 potentiel	 transmembranaire	 mitochondrial.	 Ainsi,	
l’excitotoxicité	du	glutamate	est	associée	à	une	perturbation	de	l’homéostasie	du	Ca2+,	
induisant	la	production	de	ROS	et	de	RNS,	et	la	perte	de	fonction	mitochondriale	(Figure	
23).	
	
ROS	:	 Les	 neurones,	 qui	 ont	 des	 compétences	 extrêmement	 limitées	 en	 matière	 de	
défense	anti-oxydante,	sont	particulièrement	vulnérables	à	la	toxicité	due	aux	radicaux	
libres	 ROS	 (Wang	 and	 Michaelis,	 2010).	 En	 temps	 normal,	 les	 ROS	 contribuent	 à	 la	
signalisation	 cellulaire	 via	 différents	 mécanismes,	 comme	 la	 modulation	 de	 l’activité	
enzymatique,	ou	 l’activation	de	 facteurs	de	 transcription	 (Dröge,	2002).	Mais	des	 taux	
élevés	de	ROS	entraînent	l’activation	de	processus	pro-apoptotiques.	
Chez	 les	 neurones,	 très	 gourmands	 en	 énergie,	 une	mitochondrie	 dysfonctionnelle	 est	
une	source	importante	de	radicaux	libres.	Ainsi,	un	problème	au	niveau	de	la	chaîne	de	
respiration	 mitochondriale	 peut	 contribuer	 à	 la	 mort	 neuronale	 via	 apoptose	 ou	
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nécrose.	Une	autre	source	neuronale	majeure	de	ROS	est	la	NADPH	oxidase,	qui	favorise	
la	production	de	superoxide	(Brennan	et	al.,	2009).	
	
RNS	:	 L’influx	 de	 Ca2+	 a	 aussi	 pour	 propriété	 d’activer	 l’enzyme	 nNOS,	 favorisant	 la	
production	du	messager	gazeux	NO	 (Bredt	et	 al.,	 1991).	L’oxyde	nitrique	 joue	un	 rôle	
important	dans	l’excitotoxicité,	en	interagissant	avec	l’anion	superoxyde	pour	former	la	
péroxynitrite,	hautement	toxique	(Beckman	et	al.,	1990),	qui	va	ensuite	interférer	avec	
la	respiration	mitochondriale.	
	
Réticulum	 endoplasmique	:	 Certaines	 études	 suggèrent	 que	 la	 production	 de	 NO	
associée	 à	 une	 surcharge	 en	 Ca2+	 entraînerait	 la	 libération	 du	 Ca2+	 piégé	 dans	 le	
réticulum,	induisant	ainsi	un	stress	(Uehara	et	al.,	2006).	
	
Protéases	:	 Les	 mécanismes	 apoptotiques	 induits	 par	 l’excitotoxicité	 requirent	
l’activation	de	protéases	telles	que	les	calpaïnes	et	les	capases.	Les	calpaïnes,	en	plus	de	
moduler	 de	 nombreux	 processus	 physiologiques	 (Robles	 et	 al.,	 2003),	 peuvent	 aussi	
jouer	 le	rôle	de	médiateurs	dans	 la	mort	cellulaire,	en	activant	des	voies	apoptotiques	
indépendantes	des	caspases	(Neumar	et	al.,	2003).	Les	caspases	interviennent	dans	une	
cascade	de	mécanismes	initiée	par	la	libération	du	cytochrome	c	(Danial	and	Korsmeyer,	
2004),	 et	 qui	 s’achève	 par	 l’activation	 de	 la	 caspase-3	 (Eldadah	 and	 Faden,	 2000),	
induisant	l’apoptose	neuronale.	
	
Cette	 liste	de	mécanismes	n’est	pas	exhaustive,	mais	donne	une	assez	bonne	vision	de	
l’ensemble	 des	 processus	 impliqués	 dans	 l’apoptose	 neuronale	 suite	 à	 un	 événement	
excitotoxique.	
	

3.2.1.2.1.3) Pathologies liées à l’excitotoxicité 
	

Le	 rôle	 de	 l’excitotoxicité	 dans	 ces	 maladies	 neuro-dégénératives	 est	 aujourd’hui	
reconnu,	 et	 requiert	 d’autant	 plus	 d’attention	 qu’elles	 affectent	 un	 nombre	 croissant	
d’individus.	 La	 chorée	 de	 Huntington	 par	 exemple	 est	 un	 trouble	 neuro-dégénératif	
héréditaire	qui	détériore	les	fonctions	cognitives,	les	fonctions	motrices	et	l’humeur.	Elle	
affecte	sévèrement	 les	projections	GABAergiques	des	neurones	épineux	moyens	situés	
dans	 le	 néostriatum	 (Vonsattel	 and	 DiFiglia,	 1998).	 L’hypothèse	 excitotoxique	 a	 été	
retenue	par	certains	chercheurs	pour	expliquer	la	sensibilité	exacerbée	des	neurones	du	
striatum	 dans	 le	 cadre	 de	 cette	 pathologie,	 en	 impliquant	 les	 récepteurs	
glutamatergiques	ionotropiques	(Coyle	and	Schwarcz,	1976;	Zhang	et	al.,	2008).	Dans	le	
cadre	 de	 la	 maladie	 d’Alzheimer	 -	 un	 trouble	 neuro-dégénératif	 associé	 à	 une	 perte	
progressive	de	la	mémoire	et	des	fonctions	cognitives	-	ce	sont	les	dépôts	de	plaques	Aβ	
qui	 semblent	 induire	 les	 symptômes	 observés.	 Ces	 dépôts	 initieraient	 les	 cascades	
neurotoxiques	 entraînant	 l’excitotoxicité,	 l’inflammation	 et	 la	 mort	 neuronale	 (Selkoe	
and	Hardy,	2016).	Concernant	 la	maladie	de	Parkinson	–	désordre	neurologique	causé	
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par	 la	 perte	 des	 neurones	 dopaminergiques	 –	 les	 causes	 de	 la	 maladie	 sont	 encore	
explorées.	 Le	 concept	 d’excitotoxicité	 serait	 aussi	 mis	 en	 cause	 par	 certaines	 études	
(Helton	et	al.,	2008).	
	
La	 rétine,	 qui	 appartient	 au	 système	 nerveux	 central,	 est	 elle	 aussi	 soumise	 au	
phénomène	 d’excitotoxicité	 dans	 le	 cadre	 de	 certaines	 pathologies	 oculaires,	 comme	
l’occlusion	veineuse,	le	glaucome,	ou	la	rétinopathie	diabétique.	Concernant	l’ischémie	–	
un	ensemble	de	conditions	pathologiques	qui	entraîne	une	diminution	du	flux	sanguin,	
créant	 un	 défaut	 d’oxygène	 et	 de	 glucose	 -	 	 de	 nombreuses	 modifications	
morphologiques	 et	 fonctionnelles	 apparaissent	 au	 cours	 du	 temps.	 On	 constate	 une	
diminution	de	la	capture	de	glutamate	via	les	transporteurs	EAATs	(Barnett	et	al.,	2001),	
qui	s’accompagne	d’une	augmentation	de	la	concentration	extracellulaire	en	glutamate,	
comme	cela	a	pu	être	mesuré	dans	l’humeur	aqueuse	(Wakabayashi	et	al.,	2006).	Cette	
perte	de	fonction	pourrait	être	due	à	un	ensemble	de	perturbations	métaboliques	aigues	
(Bull	and	Barnett,	2002;	Conradt	and	Stoffel,	1997).		
Le	 glaucome	 caractérisé	 par	 une	 apoptose	 progressive	 et	 rapide	 des	 cellules	
ganglionnaires	 rétiniennes.	 Le	métabolisme	du	 glutamate	 est	mis	 en	 cause	 dans	 cette	
maladie	:	 certaines	 études	 rapportent	une	 diminution	 de	 l’expression	 des	EAATs	 dans	
des	modèles	de	glaucome	chez	 le	rongeur	(Schuettauf	et	al.,	2007).	De	même,	certains	
auteurs	 rapportent	 une	 série	 de	 perturbations	 métaboliques	 au	 sein	 de	 la	 cellule	 de	
Müller,	avec	typiquement	une	diminution	de	l’expression	et	de	l’activité	de	la	glutamine	
synthétase	(Moreno	et	al.,	2005).	Enfin,	l’article	de	Ju	et	al	montre	une	association	entre	
l’augmentation	 de	 la	 pression	 intra-oculaire	 et	 l’occurrence	 de	 dommages	
mitochondriaux	dans	un	modèle	murin	(Ju	et	al.,	2008).	
Dans	 le	 cadre	 de	 la	 rétinopathie	 diabétique	 –	 une	 complication	 due	 au	 diabète	 –	 des	
niveaux	 élevés	 de	 glutamate	 et	 de	 stress	 oxydant	 entre	 autres	 semblent	 jouer	un	 rôle	
essentiel	 dans	 la	 pathogénèse	 de	 cette	 maladie.	 Les	 mêmes	 mécanismes	 que	
précédemment	 semblent	 être	 impliqués,	 avec	 une	 petite	 particularité	:	 alors	 que	 la	
fonction	 des	 transporteurs	 glutamatergiques	 est	 bien	 diminuée	 (Li	 and	 Puro,	 2002),	
certaines	 études	 rapporteraient	 une	 augmentation	 de	 l’activité	 de	 la	 glutamine	
synthétase	(Silva	et	al.,	2013)	–	apparemment	insuffisante	pour	composer	efficacement	
l’accumulation	de	glutamate.	 Il	est	 intéressant	de	noter	que	ce	dernier	article	pourrait	
montrer	-	sans	le	nommer	-	un	rôle	joué	par	l’échangeur	cystine/glutamate.	
	
Du	point	de	vue	thérapeutique,	et	afin	d’éviter	une	surchage	métabolique	intracellulaire	
en	Ca2+	due	à	l’excitotoxicité,	il	a	été	envisagé	d’inhiber	les	récepteurs	glutamatergiques	
à	 l’aide	 d’antagonistes	 spécifiques.	 Cependant,	 il	 est	 désormais	 évident	 que	 le	 blocage	
des	 récepteurs	 au	 glutamate	 interfère	 avec	 le	 fonctionnement	 du	 cerveau,	 et	
s’accompagne	 d’effets	 neurologiques	 délétères,	 comme	 montré	 dans	 plusieurs	 essais	
cliniques	 (Lees,	 1998).	 Il	 paraît	 donc	 approprié	 d’envisager	 d’autres	 pistes	
thérapeutiques.	
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3.2.1.2.2) Oxytose et système xc
- 

	

3.2.1.2.2.1) Stress oxydant 
	
Nous	 avons	 pu	 le	 voir	 précédemment,	 le	 stress	 oxydant	 joue	 un	 rôle	 majeur	 dans	 la	
pathogénèse	de	 l’atrophie	géographique,	notamment	vis-à-vis	de	 l’EPR,	mais	aussi	des	
neurones.	On	peut	dissocier	deux	composantes	du	stress	oxydatif	:	les	espèces	réactives	
d’une	part,	et	la	voie	du	monoxyde	d’azote	d’autre	part.	
	
L’ensemble	 des	 espèces	 oxydatives	 oxygénées	 et	 azotées	 forme	 un	 autre	 groupe	 de	
médiateurs	potentiellement	neurotoxiques.	Les	espèces	réactives	de	l’oxygène	sont	plus	
communément	 appelées	 ROS,	 acronyme	 dérivé	 de	 leur	 appellation	 anglaise	 «	reactive	
oxygen	 species	».	 Cette	 famille	 comprend	 plusieurs	 composés	 chimiques	 hautement	
instables	qui	participent	en	situation	physiologique	à	certaines	chaînes	de	signalisation	
(Nimnual	et	al.,	2003).	Parmi	ces	composés,	on	retrouve	 l’ion	superoxyde,	 les	radicaux	
hydroxyle,	et	le	peroxyde	d’hydrogène	(Hensley	et	al.,	2000).	Les	cellules	possèdent	un	
système	 de	 défense	 antioxydant	 efficace	 et	 des	 mécanismes	 de	 réparation	 adaptés,	
permettant	de	lutter	efficacement	contre	les	composés	instables	de	l’oxygène	(Hunter	et	
al.,	1985)	mais	qui	peuvent	être	débordés	dans	un	cadre	inflammatoire.	
	

	
Figure	24	:	Toxicité	oxydative	du	glutamate,	la	mort	neuronale	induite	par	l’inhibition	du	
système	xc-.		

(D’après	Lewerenz	et	al,	2011,	Antioxidants	and	Redox	Signalling)	
	
L’autre	 type	 de	 médiateur	 inflammatoire	 appartenant	 aux	 espèces	 réactives	 est	 le	
messager	gazeux	NO,	ou	monoxyde	d’azote,	produit	par	l’enzyme	nitric	oxide	synthase	
(NOS),	dont	il	existe	trois	isoformes.	La	forme	neuronale	(nNOS)	et	la	forme	épithéliale	
(eNOS)	 sont	 constitutivement	exprimées	par	 les	neurones	et	 les	 cellules	endothéliales	
respectivement	:	 leur	 activité	 est	 régulée	 de	 manière	 Ca2+-dépendante.	 La	 forme	
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inductible	 iNOS	n’est	 pas,	 comme	 son	 nom	 l’indique,	 exprimée	 constitutivement	 :	 son	
expression	est	induite	dans	les	macrophages,	les	microglies	ou	les	astrocytes	en	réponse	
à	un	stimulus	inflammatoire	du	type	endotoxine	(LPS)	ou	cytokine	(Stuehr	and	Marletta,	
1985).	 Le	 messager	 gazeux	 NO	 est	 capable	 d’induire	 l’apoptose	 neuronale,	 et	 plus	
particulièrement	lorsque	les	neurones	sont	privés	de	facteurs	neurotrophiques	(Estevez	
et	al.,	1998).	Certaines	études	suggèrent	que	NO	exerce	un	effet	néfaste	sur	la	survie	des	
neurones	 en	 inhibant	 la	 respiration	 mitochondriale,	 conduisant	 à	 une	 défaillance	
énergétique,	puis	à	une	augmentation	des	concentrations	 intracellulaires	en	Na+	et	 en	
Ca2+,	induisant	finalement	la	mort	neuronale	(Kapoor	et	al.,	2003).		
	

   3.2.1.2.2.2) Métabolisme du glutathion 
	
Comme	nous	l’avons	vu	précédemment,	le	glutathion	est	un	petit	tripeptide	GSH,	et	est	
l’un	 des	 antioxydants	 biologiques	 les	 plus	 puissants	 à	 disposition	 des	 cellules.	 Le	
glutathion	 joue	 le	 rôle	 d’agent	 réducteur	 pour	 une	 grande	 variété	 de	 composés	
chimiques	:	 disulfides,	 péroxydes,	 composés	 nucléophiles,	 permettant	 ainsi	 d’éliminer	
les	réactifs	oxydants	comme	le	péroxyde	d’hydrogène	ou	les	radicaux	libres.	
	
La	 première	 étape	 dans	 la	 synthèse	 de	 GSH	 est	 la	 génération	 de	 γ-glutamylcystéine,	
catalysée	 par	 la	 glutamate	 cystéine	 ligase	 (GCL)	 (Misra	 and	 Griffith,	 1998).	 La	 GSH	
synthétase	catalyse	ensuite	 la	synthèse	de	glutathion	à	partir	de	γ-glutamylcystéine	et	
de	 glycine.	 Le	 glutathion	 peut	 ensuite	 être	 transporté	 en	 dehors	 de	 la	 cellule,	 et	 va	
permettre	 de	 réduire	 différents	 types	 de	 ROS	 via	 des	 réactions	 catalysées	 par	 la	
glutathion	 péroxydase	GPx.	 Durant	 cette	 réaction,	 le	 GSH	 est	 oxydé	 en	 GSSG,	 puis	 est	
recyclé	par	la	GSH	réductase,	ou	est	ensuite	exporté	de	la	cellule.	
	

   3.2.1.2.2.3) Oxytose 
	
Le	 transport	 de	 glutamate	 via	 le	 système	 xc-	 dépend	 en	 grande	 partie	 du	 gradient	
transmembranaire	 de	 glutamate.	 Il	 peut	 donc	 être	 inhibé	 par	 le	 glutamate	
extracellulaire,	seul	antagoniste	physiologique	connu	à	ce	jour.	
	
En	 théorie,	 les	 transporteurs	 EAATs	 ont	 la	 capacité	 fonctionnelle	 de	 réduire	 la	
concentration	 extracellulaire	 de	 glutamate	 à	 2	 nM	 (Zerangue	 and	 Kavanaugh,	 1996).	
Cependant,	 même	 si	 dans	 le	 cerveau	 la	 majorité	 du	 glutamate	 se	 trouve	 en	
intracellulaire,	 la	concentration	extracellulaire	mesurée	par	microdyalise	est	d’environ	
2-9	 µM	 (Baker	 et	 al.,	 2003).	 Cette	 différence	 résulte	 de	 l’export	 extrasynaptique	 de	
glutamate	dû	à	l’activité	du	système	xc-.	Le	système	xc-	est	le	médiateur	de	la	capture	de	
cystine.	 La	 cystine	 une	 fois	 capturée	 est	 rapidement	 réduite	 en	 cystéine,	 la	 facteur	
limitant	régulant	la	production	du	glutathion	(Cooper	and	Kristal,	1997).		
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En	 1989,	 Murphy	 et	 al	 ont	 montré	 que	 le	 glutamate	 induisait	 la	 mort	 cellulaire	 de	
manière	 Ca2+-dépendante,	 en	 inhibant	 la	 capture	 de	 cystine	 et	 induisant	 ainsi	 une	
déplétion	 en	 GSH,	 et	 une	 augmentation	 du	 stress	 oxydant	 (Murphy	 et	 al.,	 1989a).	
L’inhibition	de	l’import	de	cystine	via	le	système	xc-	entraîne	donc	une	augmentation	du	
stress	oxydant,	et	éventuellement	la	mort	cellulaire.	Ce	mécanisme	est	appelé	«	toxicité	
oxydative	du	glutamate	»,	ou	oxytose	–	oxytosis	en	anglais.	Il	est	important	de	noter	que	
le	phénomène	d’oxytose	est	fonctionnellement	différent	de	l’excitotoxicité	à	proprement	
parler.		
	
Mécanisme	:	 La	 série	 d’évènements	 qui	 conduit	 à	 la	mort	 cellulaire	 par	 oxytose	 a	 été	
assez	 bien	 caractérisée.	 Comme	 nous	 l’avons	 vu,	 de	 fortes	 concentrations	
extracellulaires	 en	 glutamate	 inhibent	 le	 fonctionnement	 du	 système	 xc-,	 induisant	 un	
défaut	de	 la	 capture	en	 cystine,	 ralentissant	 la	 synthèse	de	GSH,	 jusqu’à	 sa	disparition		
(Lewerenz	 et	 al.,	 2006b).	 Environ	 6	 heures	 après	 le	 traitement	 au	 glutamate,	 la	
concentration	 en	 GSH	 chute	 en	 dessous	 de	 20%,	 et	 les	 radicaux	 libres	 produits	 par	
l’activité	 mitochondriale	 du	 complexe	 I	 s’accumulent	 exponentiellement	 (Tan	 et	 al.,	
1998a).	L’importance	du	rôle	de	la	mitochondrie	dans	la	production	de	ROS	(Neitemeier	
et	 al.,	 2016)est	 soutenue	 par	 le	 fait	 l’agent	 découplant	 du	 carbonyl	 cyanide	 4-
(trifluoromethoxy)	 phenylhydrazone	 –	 plus	 couramment	 appelé	 FCCP	 -	 permet	 une	
protection	 relativement	 efficace	 des	 neurone	 contre	 l’oxytose	 (Tan	 et	 al.,	 1998a).	
L’enzyme	12/15-lipoxygénase	entre	alors	en	jeu,	probablement	suite	à	l’inhibition	de	la	
GSH	 péroxydase	 4	 (GPx4)	 (Seiler	 et	 al.,	 2008),	 générant	 les	 acides	 12-	 et	 15-
hydroxyeicosatetranoiques	 (Li	 et	 al.,	 1997a).	 Ces	 facteurs	 activent	 les	 guanylates	
cyclases,	qui	induisent	une	augmentation	de	la	concentration	intracellulaire	en	cGMP,	et	
un	fort	influx	de	Ca2+	s’en	suit	(Li	et	al.,	1997b).	10	à	12h	après	l’induction	de	l’oxytose,	
la	 concentration	 en	 ROS	 est	maximale,	 et	 induit	 l’apoptose	 (Landshamer	 et	 al.,	 2008)	
(Figure	24).	
	
Différences	avec	 l’apoptose	classique	:	La	nomenclature	actuelle	différencie	 trois	 types	
de	morts	cellulaires	:	l’apoptose	classique	ou	type	I,	l’autophagie	ou	type	II,	et	la	nécrose	
programmée	ou	type	III.	L’oxytose	partage	des	caractéristiques	avec	le	type	I	et	le	type	
III	 (Higgins	 et	 al.,	 2009).	 Certains	 résultats	 suggèrent	 que	 dans	 le	 cas	 de	 l’oxytose,	
l’apoptose	et	la	nécrose	auraient	lieu	en	même	temps	(Fukui	et	al.,	2009).	Globalement,	
l’oxytose	 présente	 quelques	 particularités,	 comme	 l’absence	 de	 libération	 du	
cytochrome	c,	et	une	fragmentation	tardive	de	l’ADN	(Tan	et	al.,	1998b).	
	
Le	phénomène	d’oxytose	a	pu	être	étudié	et	observé	à	partir	de	neurones	en	culture	:	en	
effet,	dans	des	culture	primaires	de	neurones	immatures,	les	récepteurs	au	glutamate	ne	
sont	pas	exprimés,	ce	qui	prévient	 l’effet	excitotoxique	du	glutamate	extracellulaire	en	
forte	concentration.	En	revanche,	 il	est	 très	 intéressant	de	noter	que	dans	des	cultures	
primaires	 de	 neurones	 maintenus	 assez	 longtemps	 pour	 que	 les	 récepteurs	
ionotropiques	 soient	 exprimés,	 les	 cellules	 sont	 sensibles	 à	 l’excitotoxicité,	 mais	
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succombent	 aussi	 à	 l’oxytose	 induite	 par	 le	 glutamate	:	 les	 deux	 phénomènes	 ne	 sont	
donc	pas	incompatibles	(Schubert	and	Piasecki,	2001).	
L’échangeur	cystine/glutamate	est	un	outil	complexe	à	manipuler	par	nature,	de	par	ses	
effets	 ambivalents.	La	 surexpression	du	 système	xc-	permet	 la	 capture	de	 cystine	 et	 la	
production	 d’antioxydants,	mais	 occasionne	 parallèlement	 une	 libération	 excessive	 de	
glutamate	qui	peut	être	toxique	pour	les	neurones	environnants.		Le	fait	que	des	cellules	
neuronales	immatures	en	culture	incubées	avec	de	hauts	niveaux	de	glutamate	meurent	
à	 cause	 du	 stress	 oxydant	 (Murphy	 et	 al.,	 1989a)	 montre	 bien	 qu’en	 situation	
pathologique,	 un	 déséquilibre	 entre	 la	 libération	 de	 glutamate	 via	 le	 système	 xc-	 et	 sa	
recapture	 par	 les	 EAATs	 pourrait	 conditionner	 l’augmentation	 de	 la	 concentration	 de	
glutamate	extracellulaire	jusqu’à	des	niveaux	toxiques.	
Ce	point	mérite	une	attention	particulière	dans	un	contexte	pathologique	associé	à	une	
expression	 inadéquate	 des	 transporteurs	 au	 glutamate	 EAATs,	 censés	 théoriquement	
contrebalancer	 la	 libération	de	glutamate	par	 le	système	xc-.	Ce	type	de	déséquilibre	a	
été	 mis	 en	 évidence	 dans	 le	 contexte	 du	 gliome	 (Savaskan	 et	 al.,	 2008),	 où	 la	
surexpression	de	xc-	favorise	la	survie	des	cellules	cancéreuses	(Takano	et	al.,	2001)	qui	
produisent	 une	 importante	 quantité	 de	 radicaux	 libres,	 conséquence	 logique	 de	 leur	
reconversion	 métabolique	 –	 on	 parle	 d’effet	 Warburg.	 La	 libération	 de	 glutamate	
entraîne	 la	 neuro-dégénérescence	 des	 tissus	 environnants,	 favorisant	 l’apparition	 de	
déficits	 neurologiques	 chez	 les	 patients	:	 heureusement,	 ces	 effets	 morbides	 peuvent	
être	atténués	grâce	à	l’inhibition	du	système	xc-	(Savaskan	et	al.,	2008).		
	

 3.2.1.3) La production d’IL-1β induit indirectement la mort 
neuronale 

	
De	précédents	rapports	font	état	d’une	potentialisation	in	vitro	par	IL-1β	et	Il-6	de	l’effet	
excitotoxique	du	glutamate	sur	les	neurones	(Qiu	et	al.,	1998).	L’IL-1β	peut	être	toxique	
pour	 les	neurones	du	cerveau	(Holmin	and	Mathiesen,	2000).	En	effet,	 l’IL-1β	est	mise	
en	 cause	 dans	 l’apoptose	 neuronale	 déclenchée	 par	 l’ischémie	 cérébrale.	 Plus	
particulièrement,	l’IL-1β	n’aurait	pas	d’effet	toxique	direct	sur	les	neurones	:	ce	sont	les	
cellules	 gliales	 qui	 seraient	 les	 médiatrices	 de	 cette	 toxicité.	 Ce	 type	 d’interactions	 a	
particulièrement	été	mis	en	évidence	via	les	études	conduites	sur	le	système	xc-.	
A	partir	de	 l’observation	que	 les	souris	déficientes	en	IL-1R1	–	le	récepteur	à	 l’IL-1β	–	
présentaient	moins	de	pertes	neuronales	dans	un	modèle	d’ischémie	cérébrale,	l’équipe	
de	 Sandra	 Hewett	 a	montré	 le	 rôle	 central	 joué	 par	 IL-1β	 dans	 la	 potentialisation	 de	
l’apoptose	 neuronale,	 via	 une	 sur-activation	 du	 système	 xc-	 des	 cellules	 astrocytaires	
(Fogal	 et	 al.,	 2007).	 IL-1β	 régule	 l’expression	 et	 l’activité	 du	 système	 xc-	 dans	 les	
astrocytes	en	culture.	Bien	que	xc-	soit	aussi	exprimé	par	les	neurones	et	les	microglies,	
il	apparaît	qu’IL-1β	n’induise	de	modifications	de	son	expression	que	dans	 les	cellules	
gliales,	induisant	ainsi	une	libération	excessive	de	glutamate,	qui	serait	le	médiateur	de	
la	 toxicité	neuronale	causée	par	 IL-1β	dans	des	conditions	hypoxiques	(Jackman	et	al.,	
2010a).	 De	 plus,	 exposer	 des	 co-cultures	 de	 neurones/astrocytes	 en	 conditions	
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hypoglycémiques	 a	 une	 dose	 d’IL-1β	 permet	 aussi	 de	 potentialiser	 la	mort	 neuronale	
(Jackman	et	al.,	2012a).	
Ce	 type	 de	 régulation	 induite	 par	 l’IL-1β	 peut	 paraître	 contre-intuitive,	 puisqu’elle	
entraîne	 la	 mort	 neuronale.	 Mais	 il	 est	 intéressant	 de	 noter	 que	 la	 surexpression	 du	
système	xc-	permet	malgré	tout	de	 favoriser	 la	survie	des	astrocytes	(He	et	al.,	2015)	 :	
ainsi,	nous	serions	une	fois	encore	face	à	un	mécanisme	théoriquement	bénéfique,	mais	
qui	peut	s’avérer	 toxique	en	 conditions	pathologiques	extrêmes	–	 comme	 l’hypoxie	ou	
l’hypoglycémie.	 Typiquement,	 dans	 la	mesure	 où	 IL-1β	 peut	 induire	 une	 baisse	 de	 la	
capture	gliale	de	glutamate	en	conditions	hypoxiques	(Chen	et	al.,	2014),	on	peut	tout	à	
fait	 imaginer	une	configuration	 favorisant	 la	survie	des	cellules	gliales,	mais	 impactant	
négativement	celle	des	neurones.	De	manière	globale,	il	a	d’ailleurs	été	montré	plusieurs	
fois	 que	 la	 clairance	 du	 glutamate	 est	 inhibée	 en	 présence	 de	 médiateurs	 pro-
inflammatoires,	 comme	 le	 TNF-α	 ou	 l’IL-1β	 (Chao	 et	 al.,	 1995;	 Fine	 et	 al.,	 1996;	
Takahashi	et	al.,	2003).	
Enfin,	un	article,	publié	en	2016	par	Shi	et	al,	a	mis	en	évidence	un	mécanisme	déclenché	
par	 l’IL-1β,	 impactant	 l’expression	 du	 système	 xc-.	 Les	 auteurs	 ont	montré	 que	 l’IL-1β	
induit	une	 surexpression	de	 l’ARNm	codant	 la	 sous-unité	xCT	du	système	xc-	dans	des	
astrocytes	 en	 culture.	 Le	 mécanisme	 mis	 en	 évidence	 fait	 intervenir	 l’élément	 trans-
régulateur	HuR,	qui	en	présence	d’IL-1β	est	transloqué	du	noyau	au	cytoplasme,	se	lie	à	
l’extrémité	3’-UTR	de	xCT,	et	en	stabilise	l’ARNm,	permettant	ainsi	d’augmenter	sa	demi-
vie.	Cet	effet	est	accompagné	par	l’augmentation	de	la	synthèse	protéique	et	l’activité	du	
système	xc-	(Shi	et	al.,	2016).		
	
L’IL-1β	est	donc	connue	pour	 jouer	le	rôle	d’un	médiateur	toxique	dans	 le	contexte	de	
l’ischémie	 cérébrale,	mais	 étrangement,	 certaines	 études	 lui	 confèrent	 un	 rôle	 neuro-
protecteur	dans	la	rétine	en	atténuant	 l’effet	neurotoxique	du	glutamate	(Namekata	et	
al.,	 2009),	 ou	 en	 prévenant	 la	 dégénérescence	 des	 photorécepteurs	 induite	 par	 la	
lumière	(LaVail	et	al.,	1992;	Whiteley	et	al.,	2001).	Cependant,	les	auteurs	de	ces	études	
ont	 réalisé	 chez	 les	 animaux	 étudiés	 l’injection	 intra-vitréenne	 d’une	 dose	 d’IL-1β	
équivalente	à	une	dizaine	de	microgrammes	par	œil.	On	sait	que	les	dosages	protéiques	
effectués	par	ELISA	permettent	de	doser	l’IL-1β	à	une	cinquantaine	de	picogrammes	par	
œil	dans	des	modèles	d’inflammation	sous-rétinienne	 (Lavalette	et	 al.,	 2011).	On	peut	
donc	 penser	 à	 un	 effet	 dose-réponse	 d’IL-1β,	 qui	 serait	 neuroprotecteur	 à	 forte	
concentration,	et	neurotoxique	à	doses	plus	physiologiques.	
Dans	l’ensemble,	IL-1β	favorise	les	dommages	neuronaux	via	un	mécanisme	glutamate-
dépendant,	 dans	 un	 contexte	 où	 l’énergie	 fait	 défaut	 –	 c’est-à-dire	 avec	 un	 défaut	 de	
glucose	ou	d’oxygène	(Fogal	et	al.,	2007;	 Jackman	et	al.,	2010b,	2012a).	 IL-1β	est	aussi	
capable	 de	 protéger	 les	 astrocytes	 contre	 le	 stress	 oxydant,	 en	 augmentant	 la	
biosynthèse	de	GSH	(He	et	al.,	2015).	Ces	résultats	montrent	que	la	capacité	de	l’IL-1β	à	
avoir	un	effet	bénéfique	ou	néfaste	est	très	contexte-dépendant.	
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3.2.2) Les communications cellulaires rétiniennes 

	
Comme	 nous	 l’avons	 vu,	 on	 retrouve	 trois	 types	 de	 cellules	 gliales	 dans	 la	 rétine	 des	
mammifères	:	 les	astrocytes,	les	cellules	gliales	de	Müller,	et	les	microglies.	Ces	cellules	
gliales	 fournissent	 un	 support	 structurel	 et	 métabolique,	 en	 phagocytant	 les	 débris	
neuronaux,	 en	 produisant	 des	 neurotransmetteurs	 ou	 des	 facteurs	 trophiques,	 et	 en	
régulant	les	équilibres	aqueux	et	ionique.	Les	astrocytes,	majoritairement	localisés	dans	
la	couche	la	plus	interne	de	la	rétine,	participent	à	la	formation	de	la	barrière	hémato-
rétinienne	en	étendant	 leurs	prolongements	 cytoplasmiques	autour	des	vaisseaux.	Les	
microglies	 peuvent	 être	 stimulées	 et	 remplir	 la	 fonction	 de	 macrophages,	 mais	
interagissent	aussi	bien	avec	les	neurones	environnants	via	la	production	de	facteurs	de	
croissance.	
Il	 serait	 ambitieux	de	 retranscrire	 ici	 l’ensemble	des	 interactions	neuro-gliales	qui	ont	
lieu	au	sein	de	la	rétine,	c’est	pourquoi	nous	nous	focaliserons	sur	celles	qui	impactent	la	
survie	neuronale,	et	plus	particulièrement	les	photorécepteurs	lorsque	cela	a	été	étudié.	
	

3.2.2.1) Interactions neuro-gliales rétiniennes 

	

3.2.2.1.1) Homéostasie du glutamate 

Dans	 la	 rétine,	 les	 cellules	 de	 Müller	 sont	 responsables	 de	 la	 capture	 de	 l’excès	 de	
glutamate	 libéré	 au	 niveau	 des	 synapses	 lors	de	 la	 neuro-transmission.	 Cette	 fonction	
est	 absolument	 essentielle	 au	 maintien	 de	 l’homéostasie	 rétinienne,	 et	 toute	
perturbation	peut	impacter	la	survie	des	différentes	populations	neuronales	rétiniennes,	
ce	qui	peut	être	considéré	comme	une	forme	d’interaction	neuro-gliale.	Ces	mécanismes	
de	régulation	ont	été	présentés	au	chapitre	«	3.2.1.1.1)	Le	cycle	du	glutamate	».	
	

3.2.2.1.2) Les facteurs trophiques 

Les	 facteurs	 neurotrophiques	 sont	 des	 facteurs	 de	 croissance	 qui	 favorisent	 le	
développement	 et	 la	 survie	 neuronale.	 L’utilité	 de	 ces	 facteurs	 a	 été	 étudiée	 dans	 de	
nombreuses	 pathologies	 neuro-dégénératives	 –	 comme	 la	 maladie	 d’Alzheimer,	 la	
maladie	de	Parkinson,	ou	le	glaucome	–	afin	de	promouvoir	la	survie	neuronale	(Allen	et	
al.,	2013;	Johnson	et	al.,	2011).		
	
Le	 BDNF	 (Ou	 Brain-Derived	 Neurotrophic	 Factor)	 appartient	 à	 la	 famille	 des	
neurotrophines,	est	exprimé	par	les	neurones	et	promeut	la	survie	neuronale	(Barde	et	
al.,	1982).	BDNF	se	lie	à	son	récepteur	TrkB,	et	induit	l’expression	de	gènes	associés	à	la	
survie	neuronale,	 tout	en	 inactivant	 les	gènes	pro-apoptotiques	 (Bonni	et	 al.,	 1999).	 Il	
est	intéressant	de	noter	que	TrkB	est	exprimé	dans	les	cellules	de	Müller,	mais	n’a	pas	
été	 détecté	 au	 niveau	 des	 photorécepteurs	 (Grishanin	 et	 al.,	 2008).	 Le	 traitement	 des	
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cellules	de	Müller	avec	BDNF	entraîne	en	effet	l’expression	de	FGF-2	et	CNTF,	induisant	
des	 effets	 neuroprotecteurs	 dans	 les	 photorécepteurs	 (Harada	 et	 al.,	 2015).	 FGF-2	
permet	par	exemple	de	directement	stimuler	la	survie	des	photorécepteur	(Fontaine	et	
al.,	1998).		
Le	CNTF	(Ciliary	Neurotrophic	Factor)	exerce	en	effet	un	effet	neuro-protecteur	sur	les	
neurones	:	 la	 délétion	 du	 gène	 codant	 pour	 CNTF	 induit	 la	 dégénérescence	 neuronale	
dans	des	modèles	murins	(Linker	et	al.,	2002).	CNTF	est	majoritairement	exprimé	par	la	
cellule	gliale	de	Müller	dans	la	rétine	(Kirsch	et	al.,	1997).	CNTF	a	montré	son	efficacité	
dans	la	prévention	de	l’apoptose	des	photorécepteurs	induite	dans	plusieurs	modèles	de	
dégénérescence	 rétinienne,	 y	 compris	 la	 rétinite	 pigmentaire	 (Cayouette	 et	 al.,	 1998;	
Tao	et	al.,	2002).	
Le	GDNF	(Glial	Cell	Line-Derived	Neurotrophic	Factor)	appartient	à	la	surperfamille	de	
TGF-β.	 Dans	 la	 rétine,	 GDNF	 stimule	 la	 survie	 des	 photorécepteurs	 dans	 la	
dégénérescence	 rétinienne	 (Frasson	 et	 al.,	 1999).	 GDNF	 est	 majoritairement	 exprimé	
par	 les	 photorécepteurs	 ou	 l’EPR,	 et	 son	 récepteur	 est	 essentiellement	 exprimé	 au	
niveau	de	la	cellule	de	Müller	(Hauck	et	al.,	2006).	La	culture	de	cellules	de	Müller	isolée	
en	présence	de	GDNF	induit	l’expression	de	BDNF	(Harada	et	al.,	2003),	suggérant	que	
GDNF	 exerce	 ses	 effets	 neuro-protecteurs	 vis-à-vis	 des	 photorécepteurs	 de	 manière	
indirecte,	en	stimulant	les	cellules	de	Müller.	De	plus,	GDNF	entraîne	la	surexpression	du	
transporteur	 au	 glutamate	 EAAT1/GLAST	 dans	 les	 cellules	 de	 Müller	 (Koeberle	 and	
Bähr,	 2008),	 suggérant	 que	 son	 utilisation	 serait	 une	 perspective	 intéressante	 pour	
maintenir	le	glutamate	à	des	concentrations	non-neurotoxiques	(Harada	et	al.,	1998).		
Le	 NGF	 (Ou	 Nerve	 Growth	 Factor)	 appartient	 à	 la	 famille	 de	 neurotrophines,	 et	 peut	
stimuler	les	récepteurs	TrkA	et	p75NTR.	La	stimulation	de	ces	récepteurs	induit	des	effets	
opposés	:	 celle	 de	 TrkA	 est	 associé	 à	 l’induction	 d’effets	 neuro-protecteurs,	 alors	 que	
celle	de	p75NTR	est	impliquée	dans	l’apoptose	neuronale	(Frade	et	al.,	1996;	Nykjaer	et	
al.,	2004).	L’utilisation	d’antagonistes	du	récepteur	p75NTR	permet	d’ailleurs	d’atténuer	
la	 dégénérescence	 des	 photorécepteurs	 dans	 des	 modèles	 de	 rétinite	 pigmentaire	
(Platón-Corchado	et	al.,	2017).		
Ces	résultats	montrent	 l’importance	des	 interactions	neuro-gliales	entre	les	cellules	de	
Müller	et	les	photorécepteurs	dans	l’induction	de	la	survie	neuronale.	La	stimulation	de	
la	 neuroprotection	 via	 ces	 mécanismes	 pourrait	 ainsi	 permettre	 de	 ralentir	 la	
dégénérescence	neuronale	observée	dans	l’atrophie	géographique.	
	

3.2.2.2) Interactions entre microglies et cellules de Müller 

Les	 mécanismes	 qui	 régulent	 les	 interactions	 entre	 les	 microglies	 et	 les	 cellules	 de	
Müller	 n’ont	 pas	 été	 exhaustivement	 élucidés,	mais	 il	 semble	 qu’il	 existe	 un	 dialogue	
entre	ces	deux	populations	cellulaires.	Certaines	données	suggèrent	que	la	disponibilité	
extracellulaire	 en	 ATP	 pourrait	 moduler	 la	 morphologie	 et	 l’activité	 des	 cellules	
microgliales	(Li	et	al.,	2012).	Les	cellules	de	Müller	sont	une	source	majeure	d’ATP,	et	
pourraient	donc	être	impliquées	dans	ce	mécanisme.	Ainsi,	 le	glutamate	extracellulaire	
peut	 induire	 la	 libération	 d’ATP	 par	 les	 cellules	 de	 Müller	 via	 l’ouverture	 de	 canaux	
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pannexines	 (Iglesias	 et	 al.,	 2009),	 et	 il	a	 été	 montré	 que	 l’inhibition	 des	 canaux	
pannexines	entraîne	une	diminution	de	 la	mobilité	des	prolongements	cytoplasmiques	
des	 microglies	 (Fontainhas	 et	 al.,	 2011).	 L’altération	 du	 métabolisme	 de	 la	 cellule	 de	
Müller	pourrait	donc	affecter	le	fonctionnement	des	microglies.	De	même,	les	cellules	de	
Müller	semblent	répondre	à	l’activation	des	microglies	induite	par	le	LPS,	notamment	en	
down-régulant	 l’expression	 de	 leurs	 transporteurs	 au	 glutamate,	 et	 en	 augmentant	
l’expression	de	gènes	pro-inflammatoires	(Wang	et	al.,	2011).	Il	a	de	plus	été	montré	que	
les	microglies	 pouvaient	 libérer	 des	 quantités	 importantes	 de	 glutamate,	 induisant	 la	
diminution	 du	 transport	 de	 glutamate	 dans	 les	 astrocytes,	 et	 contribuant	 ainsi	 à	
l’accumulation	plus	importante	du	glutamate	extracellulaire	(Takaki	et	al.,	2012).	Il	est	
intéressant	 de	 noter	 que	 dans	 certains	modèles,	 les	 interactions	microglie-cellules	 de	
Müller	impactent	la	production	de	facteurs	neurotrophiques,	ce	qui	pourrait	moduler	la	
survie	neuronale	(Harada	et	al.,	2002).		Certaines	de	ces	expériences	ont	été	réalisées	in	
vitro,	 il	 est	 donc	 risqué	 d’étendre	 leurs	 conclusions	 au	 fonctionnement	 d’une	 rétine	
entière,	mais	il	est	intéressant	de	noter	que	la	signalisation	mutuelle	entre	microglies	et	
cellules	de	Müller	pourrait	amplifier	les	signaux	inflammatoires.	
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	 La	 dégénérescence	 maculaire	 liée	 à	 l’âge,	 ou	 DMLA,	 est	 la	 première	 cause	 de	
cécité	 chez	 les	 seniors	 dans	 les	 pays	 industrialisés	 (Klein	 et	 al.,	 2004).	 C’est	 une	
pathologie	multifactorielle	associée	à	l’âge	qui	résulte	de	l’interaction	entre	des	facteurs	
de	 risques	 génétiques	 et	 environnementaux,	 (Yu	 et	 al.,	 2012).	 La	 DMLA	 affecte	
particulièrement	la	macula,	zone	de	vision	précise	riche	en	cônes	située	au	centre	de	la	
rétine.	 Dans	 un	 premier	 temps,	 la	 DMLA	 au	 stade	 précoce	 asymptomatique	 -	 dit	
«	maculopathie	liée	à	l’âge	»	-	est	caractérisée	par	la	présence	de	dépôts	lipoprotéiques	
de	type	«	drusens	»	au	niveau	de	la	macula,	et	des	anomalies	pigmentaire	de	l’épithélium	
pigmentaire	 rétinien	 sous-jacent	 (Bird	 et	 al.,	 1995).	 	 Chez	 certains	 patients,	 ce	 stade	
précoce	 peut	 évoluer	 vers	 un	 état	 plus	 avancé	 (Klein	 et	 al.,	 2004)	 dont	 il	 existe	 deux	
formes	cliniques	:	la	DMLA	exsudative	-	ou	forme	humide	–	et	la	géographie	atrophique	–	
ou	 forme	 sèche	 (Sarks,	 1976).	 La	 forme	 humide	 est	 caractérisée	 par	 la	 néo-
vascularisation	 sous-rétinienne	 qui	 se	 développe	 à	 partir	 de	 la	 choroïde,	 et	
s’accompagne	 de	 fuites	 vasculaires	 (Sarks,	 1976).	 Dans	 la	 forme	 sèche,	 une	 lésion	
atrophique	définie	par	la	perte	de	l’épithélium	pigmentaire	(EPR)	et	la	dégénérescence	
des	 photorécepteurs	 (Sarks,	 1976)	 se	 développe	 progressivement	 au	 niveau	 de	 la	
macula	 (Sarks	 et	 al.,	 1988).	 A	 l’heure	 actuelle,	 des	 injections	 régulières	 d’anti-VEGF	
permettent	 de	 ralentir	 la	 progression	 de	 la	 DMLA	 exsudative	 chez	 90%	 des	 patients	
(Rofagha	 et	 al.,	 2013),	 mais	 il	 n’existe	 encore	 aucun	 traitement	 pour	 l’atrophie	
géographique.	
	
A	l’état	normal,	la	couche	des	photorécepteurs	et	l’espace	sous-rétinien	sont	dépourvus	
de	 cellules	 immunitaires	 grâce	 à	 l’effet	 immunosuppresseur	 de	 l’EPR	 (Streilein	 et	 al.,	
2002).	Mais	la	forme	sèche	de	la	DMLA	est	caractérisée	par	un	contexte	inflammatoire	
chronique	 qui	 s’accompagne	 d’une	 forte	 accumulation	 de	 cellules	 immunitaires	 dans	
l’espace	 sous-rétinien,	 comprenant	 entre	 autres	 les	 macrophages	 et	 les	 microglies	
(Combadière	 et	 al.,	 2007).	 Les	 travaux	 précédents	 de	 notre	 équipe	 ont	 permis	 de	
montrer	 que	 dans	 l’atrophie	 géographique,	 des	 macrophages	 inflammatoires	 CCR2+	
sont	invariablement	présents	au	niveau	des	lésions	atrophiques,	ainsi	que	dans	la	zone	
de	transition	(ZT)	(Levy	et	al.,	2015a;	Sennlaub	et	al.,	2013).	La	zone	atrophique	(ZA)	est	
caractérisée	 par	 une	 absence	 totale	 d’EPR	 et	 par	 une	 très	 forte	 dégénérescence	 des	
photorécepteurs.	Elle	est	bordée	par	une	zone	de	transition,	au	niveau	de	laquelle	l’EPR	
est	 toujours	 présent	 mais	 où	 l’on	 peut	 observer	 une	 forte	 perte	 des	 bâtonnets	 et	 un	
raccourcissement	 important	des	segments	externes	des	cônes	(Bird	et	al.,	2014).	 Il	est	
clairement	établi	qu’un	dysfonctionnement	de	l’EPR	–	qui	en	conditions	physiologiques	
assure	 de	 nombreuses	 fonctions	 favorisant	 la	 survie	 des	 photorécepteurs	 –	 conduit	 à	
l’apparition	 de	 modifications	 histo-pathologiques	 entraînant	 la	 dégénérescence	 des	
photorécepteurs	 (Mitamura	 et	 al.,	 2013).	 Notre	 groupe	 a	 montré	 l’impact	 de	
l’accumulation	 sous-rétinienne	 de	 phagocytes	 mononucléés	 re-larguant	 une	 grande	
quantité	 de	 médiateurs	 inflammatoires	 sur	 la	 survie	 des	 photorécepteurs	 (Hu	 et	 al.,	
2015;	 Sennlaub	 et	 al.,	 2013)	 et	 sur	 la	 physiologie	 de	 l’EPR	 (Mathis	 et	 al.,	 2017).	 Le	
premier	objectif	de	ma	thèse	a	consisté	à	déterminer	si	les	phagocytes	mononucléés	sont	
capables	d’induire	la	perte	des	segments	des	cônes	comme	on	l’observe	dans	l’atrophie	
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géographique,	et	d’en	déterminer	le	médiateur.	Cette	thématique	est	développée	dans	le	
premier	 article	 «	Les	 phagocytes	 mononucléés	 sous-rétiniens	 induisent	 la	 perte	 des	
segments	des	cônes	via	IL-1β	».	
	
Nous	 avons	 ensuite	 cherché	 à	 comprendre	 comment	 l’IL-1β	 induit	 l’apoptose	 des	
bâtonnets.	En	effet,	des	données	publiées	précédemment	par	notre	équipe	indiquent	que	
les	 macrophages	 cultivés	 en	 présence	 d’explants	 rétiniens	 induisent	 l’apoptose	 des	
bâtonnets	 (Sennlaub	 et	 al.,	 2013),	 et	 que	 cette	 dégénérescence	 est	 dépendante	 de	 la	
production	d’IL-1β	(Hu	et	al.,	2015).	Dans	la	rétine,	les	photorécepteurs	n’expriment	pas	
ou	 très	 peu	 le	 récepteur	 à	 l’IL-1β,	 	 IL-1R1	 (Scuderi	 et	 al.,	 2015),	 contrairement	 aux	
cellules	gliales	de	Müller	(Liu	et	al.,	2012;	Namekata	et	al.,	2008).	La	deuxième	étape	de	
ma	thèse	a	donc	consisté	à	caractériser	les	mécanismes	à	priori	indirect	par	lesquels	IL-
1β	 peut	 altérer	 la	 survie	 des	 bâtonnets,	 et	 tenter	 d’identifier	 un	 agent	 thérapeutique	
pouvant	 prévenir	 leur	 apoptose.	 Plusieurs	 études	 ont	 montré	 qu’IL-1β	 n’exerce	 pas	
d’effet	 toxique	 direct	 sur	 les	 neurones,	mais	 potentialise	 leur	 dégénérescence	 via	 son	
action	 sur	 les	 cellules	gliales	 (Fogal	 et	 al.,	 2007)	en	 induisant	une	augmentation	de	 la	
libération	 de	 glutamate	 (Jackman	 et	 al.,	 2012b).	 Dans	 la	 rétine,	 IL-1β	 induit	 une	
perturbation	de	 l’homéostasie	du	glutamate	en	diminuant	sa	recapture	par	 les	cellules	
gliales	de	Müller	(Chen	et	al.,	2014).	IL-1β	induit	aussi	l’augmentation	de	la	transcription	
et	de	l’activité	du	transporteur	cystine/glutamate	xc-	dans	les	cellules	gliales,	favorisant	
ainsi	 la	 sécrétion	 de	 glutamate	 (Fogal	 et	 al.,	 2007).	 Ces	 données	 suggèrent	 qu’IL-1β	
pourrait	 affecter	 la	 survie	 des	 bâtonnets	 en	 perturbant	 l’homéostasie	 rétinienne	 du	
glutamate.	 Cette	 thématique	 est	 développée	 dans	 le	 deuxième	 article	 intitulé	 «	La	
production	 d’IL-1β	 par	 les	 phagocytes	 mononucléés	 sous-rétiniens	 induit	 la	
dégénérescence	des	bâtonnets	en	dérégulant	l’homéostasie	rétinienne	du	glutamate	».	
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Article 1 : Les phagocytes mononucléés sous-rétiniens induisent la 
perte des segments des cônes via IL-1 beta : 

	
1)	Situation	du	sujet	:	
	
L’atrophie	géographique,	l’une	des	formes	tardives	de	la	dégénérescence	maculaire	liée	
à	l’âge	(DMLA),	est	caractérisée	par	une	lésion	atrophique	qui	s’étend	progressivement.	
Cette	 lésion	 est	 définie	 par	 la	 perte	 de	 l’épithélium	 pigmentaire	 rétinien	 (EPR),	 et	 la	
dégénérescence	de	la	couche	des	photorécepteurs	(Sarks,	1976).	Au	niveau	de	la	zone	de	
transition	(ZT)	située	en	périphérie	de	la	zone	atrophique	(ZA),	le	nombre	de	bâtonnets	
chute	brutalement	(Bird	et	al.,	2014;	Curcio,	2001)	;	le	nombre	de	cônes	ne	diminue	pas	
mais	ceux-ci	ont	perdu	leurs	segments	externes.	
Nous	 avons	 montré	 précédemment	 que	 dans	 l’atrophie	 géographique,	 les	 phagocytes	
mononucléés	 –	 comprenant	 les	monocytes,	 les	 macrophages	 et	 les	 microglies	 -	 sous-
rétiniens	 s’accumulent	 au	 niveau	 de	 la	 zone	 atrophique	 et	 la	 zone	 de	 transition	
(Combadière	et	al.,	2007;	Levy	et	al.,	2015a).	Nous	avons	démontré	que	les	macrophages	
CCR2+	 provenant	 de	 la	 circulation	 sanguine	 participent	 systématiquement	 à	
l’infiltration	sous-rétinienne	dans	la	ZA	et	la	ZT	(Sennlaub	et	al.,	2013).	Chez	la	souris,	le	
recrutement	de	monocytes	circulants	joue	aussi	un	rôle	majeur	dans	la	dégénérescence	
des	photorécepteurs	(Cruz-Guilloty	et	al.,	2013).	Nous	avons	montré	que	les	monocytes	
murins	purifiés	à	partir	de	la	moelle	osseuse	induisent	in	vivo	et	in	vitro	 l’apoptose	des	
bâtonnets	(Sennlaub	et	al.,	2013),	et	que	cet	effet	est	en	partie	causé	par	l’	IL-1β	(Hu	et	
al.,	2015).	Certains	résultats	suggèrent	que	 les	macrophages	sous-rétiniens	participent	
aussi	à	la	dégénérescence	des	segments	de	cônes	dans	la	rétinite	pigmentaire	(Gupta	et	
al.,	2003).	
	
Nous	 proposons	 ici	 d’établir	 un	 lien	 entre	 l’accumulation	 sous-rétinienne	 de	
macrophages	et	l’atrophie	des	segments	de	cônes.	
	
2)	Résultats	:		
	
2.1)	 La	 présence	 de	 phagocytes	mononucléés	 dans	 l’espace	 sous-rétinien	 est	 associée	
avec	la	perte	des	segments	externes	des	cônes	:	
	
Nous	 avons	 analysé	 par	 immunohistochimie	 sur	 coupe	 de	 rétine	 humaine	 les	
populations	 de	 cônes	 et	 de	 bâtonnets	 chez	 des	 patients	 présentant	 une	 atrophie	
géographique,	 en	 les	 comparant	 à	 des	 patients	 sains.	 Nos	 résultats	 confirment	 que	 le	
nombre	 de	 bâtonnets	 est	 drastiquement	 réduit	 au	 niveau	 de	 la	 zone	 de	 transition,	
comme	 dans	 la	 zone	 atrophique	;	 le	 nombre	 de	 cônes	 est	 réduit	 d’environ	 50%	
seulement	 au	 niveau	 de	 la	 zone	 atrophique.	 Ce	 résultat	 confirme	 les	 observations	 de	
Bird	et	al.	
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Nous	 avons	 ensuite	 réalisé	 des	 immuno-marquages	 sur	 rétines	 à	 plat,	 afin	 de	 révéler	
l’association	 entre	 la	 présence	 de	 phagocytes	 mononucléés	 CD14+	 et	 la	 perte	 des	
segments	 de	 cônes.	 Nos	 résultats	 confirment	 la	 présence	 de	 macrophages	 CD14+	 au	
niveau	de	la	zone	de	transition.	La	reconstruction	3D	des	images	acquises	au	microscope	
confocal	 nous	 a	 ensuite	 permis	 de	 montrer	 la	 perte	 presque	 totale	 des	 segments	
externes	des	cônes,	associée	à	la	présence	de	macrophages	CD14+.	
	
2.2)	La	culture	d’explants	rétiniens	en	présence	de	macrophages	permet	de	reproduire	
la	perte	de	segments	de	cônes	:	
	
Afin	de	reproduire	ex	vivo	nos	observations	réalisées	chez	l’homme,	nous	avons	adapté	
un	modèle	d’explants	rétiniens	utilisé	précédemment	(Hu	et	al.,	2015),	en	cultivant	des	
macrophages	 humains	 avec	 des	 explants	 rétiniens	 de	 primate	 ou	 de	 souris.	 Nous	
montrons	 ici	 que	 ce	modèle	 de	 co-culture	 permet	 d’induire	 l’apoptose	 des	 bâtonnets.	
L’analyse	des	 cônes	montre	qu’en	présence	de	macrophages,	 leur	nombre	ne	diminue	
pas,	mais	que	leur	segment	externe	est	très	fortement	réduit.		
	
2.3)	L’IL-1β	induit	la	perte	des	segments	de	cônes	ex	vivo	et	in	vivo	:	
	
Les	macrophages	humains	étant	facilement	activables	pour	la	production	d’IL-1β	(Netea	
et	 al.,	 2009),	 nous	 avons	 cultivé	 des	 explants	 rétiniens	 en	 présence	 d’IL-1β.	 Nous	
montrons	 ici	 que	 l’IL-1β	 induit	 la	 perte	 des	 segments	 externes	 des	 cônes,	 et	 que	
l’utilisation	de	 l’antagoniste	 IL-1Ra	permet	de	 prévenir	 la	 réduction	des	 cônes	 induite	
par	 les	macrophages.	 Ces	 résultats	 ont	 ensuite	 été	 confirmés	 in	 vivo	 dans	 un	modèle	
d’inflammation	 sous-rétinienne	 induite	 chez	 la	 souris	 Cx3cr1-/-	 par	 exposition	 à	 la	
lumière.	 Nous	 montrons	 que	 l’injection	 intra-vitréenne	 d’IL-1Ra	 permet	 là	 encore	
d’inhiber	la	perte	des	segments	de	cônes.	
	
3)	Conclusions	:	
	
Nos	 résultats	 démontrent	 l’association	 entre	 la	 présence	 de	 phagocytes	mononucléés	
sous-rétiniens	 et	 la	 dégénérescence	 des	 segments	 externes	 de	 photorécepteurs	 en	
cônes.	Les	macrophages	induisent	un	phénotype	similaire	in	vitro	et	in	vivo.	Les	données	
que	 nous	 avons	 obtenues	 montrent	 clairement	 que	 les	 macrophages	 participent	 aux	
mécanismes	 induisant	 la	 dégénérescence	 de	 la	 couche	 des	 photorécepteurs	 dans	
l’atrophie	géographique,	et	que	l’IL-1β	est	le	médiateur	de	cette	toxicité.		
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Subretinal mononuclear phagocytes
induce cone segment loss via IL-1b
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Elisa Dominguez1,2, Sophie Lavalette1,2, Valérie Forster1,2, Shulong Justin Hu1,2,
Lourdes Siquieros1,2, Cheryl Mae Craft5,6,7,8, José-Alain Sahel1,2,9,
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Abstract Photo-transduction in cone segments (CS) is crucial for high acuity daytime vision. For
ill-defined reasons, CS degenerate in retinitis pigmentosa (RP) and in the transitional zone (TZ) of
atrophic zones (AZ), which characterize geographic atrophy (GA). Our experiments confirm the loss
of cone segments (CS) in the TZ of patients with GA and show their association with subretinal
CD14+mononuclear phagocyte (MP) infiltration that is also reported in RP. Using human and mouse
MPs in vitro and inflammation-prone Cx3cr1

GFP/GFP mice in vivo, we demonstrate that MP-derived
IL-1b leads to severe CS degeneration. Our results strongly suggest that subretinal MP
accumulation participates in the observed pathological photoreceptor changes in these diseases.
Inhibiting subretinal MP accumulation or Il-1b might protect the CS and help preserve high acuity
daytime vision in conditions characterized by subretinal inflammation, such as AMD and RP.
DOI: 10.7554/eLife.16490.001

Introduction
The macula consists of a small cone-dominated fovea, responsible for high acuity vision, surrounded
by a rod-dominated parafovea and peripheral retina. Photo-transduction in cone segments (CS) are
crucial for cone function and therefore high acuity and daytime vision. In geographic atrophy (GA), a
late form of age-related Macular Degeneration (AMD), an extending atrophic zone (AZ) forms, char-
acterized by the loss of the retinal pigment epithelium (RPE, a monolayer of cells with important
functions in photoreceptor homeostasis) and degeneration of the photoreceptor cell layer
(Sarks, 1976). The initial lesion in GA often develops parafoveally (Sarks et al., 1988) and slowly
expands through the central retina and fovea, which leads to a severe drop in visual acuity. In the
AZ, despite the absence of the RPE, residual cones survive, but they lack the cone segments (CS)
(Bird et al., 2014). Similar findings are observed in disciform subretinal scars, the end-stage of
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exudative AMD (Curcio, 2001). Surprisingly, in a transitional zone (TZ), just peripheral to the RPE-
loss in the scar and AZ, the number of rods drops dramatically compared to the retina more distant

from the lesion (Bird et al., 2014; Curcio, 2001). In contrast, the number of cones changes little in
the TZ, but they lack their CS (Bird et al., 2014; Curcio, 2001). One could assume that the CS loss
in the TZ of AMD patients is due to RPE dysfunction, but CS loss is also observed in retinitis pigmen-

tosa (RP) patients with rod-gene mutations and unremarkable RPE (Mitamura et al., 2013).
Mononuclear phagocytes (MP) comprise a family of cells that include classical monocytes (Mo),

macrophages (Mf), and microglial cells (MC) among others (Chow et al., 2011). We and others have

shown that subretinal MPs accumulate in the AZ and on the apical side of the RPE of the TZ in
patients with GA (Combadière et al., 2007; Gupta et al., 2003; Lad et al., 2015; Levy et al.,
2015). We have recently demonstrated that numerous blood-derived MPs (CCR2-positive) invariably

participate in the infiltration of both, the AZ and TZ (Sennlaub et al., 2013). In mice, the recruitment
of blood-derived monocytes contributes importantly to autoimmune, photo-oxidative, and genetic
photoreceptor degeneration (Rutar et al., 2012; Suzuki et al., 2012; Kohno et al., 2013; Cruz-Guil-

loty, 2013) and we demonstrated that bone-marrow derived murine monocytes induce rod apopto-
sis in vivo and in vitro (Sennlaub et al., 2013), which is in part mediated by IL-1b (Hu et al., 2015).
Interestingly, subretinal MPs also accumulate in RP secondarily to primary rod cell death, and have

been suggested to induce the unexplained CS degeneration in these patients (Gupta et al., 2003).
We here confirm that the TZ is infiltrated by CD14+MPs and that rod photoreceptors and cone

segments are lost in the TZ despite the presence of underlying RPE. Using co-cultures of human

CD14+Mos and mouse bone-marrow derived Mos with retinal explants in vitro and inflammation-
prone Cx3cr1GFP/GFP mice in vivo, we show that MP derived IL-1b induces CS degeneration addition-
ally to previously reported rod apoptosis. Taken together, our results suggest that the presence of

CD14+MPs in the subretinal space, not only observed in the TZ but also in patients with RP, partici-
pates in CS degeneration as they produce similar changes in vitro and in vivo.

Results

Cone and rod loss in relation to GA lesions
Bird and colleagues recently analyzed the loss of outer nuclear layer (ONL) nuclei and cone outer

segments in GA using histology and electron microscopy (Bird et al., 2014). They reported that rod
loss and cone outer segment degeneration occur peripheral to the margin of the RPE defect, in the
transitional zone (TZ) (Bird et al., 2014). In this report, we analyzed the rod and cone populations in

and around 10 atrophic zones (AZ) of 9 GA donor patients and in 6 control, non GA donor eyes
using immunohistochemical techniques on paraffin sections with specific primary antibodies for rho-
dopsin, L/M-cone opsin, and cone arrestin, which allows identifying rod or cone photoreceptors

even if they lost their outer segments. In the central region of control eyes, cone arrestin (green
staining) -rhodopsin (red staining) double labeling visualized a 4 to 6 nuclei thick ONL, with cone
segments (CS) and dendrites clearly demarcated by the cone arrestin immunological staining

(Figure 1A, Hoechst blue staining of nuclei, RPE autofluorescence orange). The rod outer segments
(OS) are strongly immunologically positive for rhodopsin staining, while the rod cell bodies stained
more faintly, but enough to identify rod cell bodies (Figure 1A inset). The retina distant (>1000 mm)

from the RPE lesion in sections from donor eyes with GA was very similar to the control eyes
(Figure 1B), featuring clearly marked cone arrestin+ CS (Figure 1B inset). In the TZ, close to the mar-
gin of the lesion but where RPE was still present, the ONL was irregular, thinned (around 2 nuclei of

ONL), and cone and rod morphology was severely altered with the outer segments missing and the
inner segments difficult to distinguish from the cell bodies (Figure 1C). The thinning and loss of seg-
ments was invariably found to extend peripherally to the margin of the RPE loss, into the TZ

(Figure 1C, the autofluorescent RPE is visible in the left part of the micrograph, the arrow depicts
the margin of the RPE with the atrophic zone to the right). The TZ, characterized by a thinned ONL
in the presence of underlying RPE, was of variable length (200–800 mm) in our samples similar to pre-

vious reports (Bird et al., 2014). Within the AZ residual cone arrestin+ cones, but also rhodopsin+

rods were observed in all but one analyzed samples, but their distribution was irregular and all pho-
toreceptors lacked their OS (Figure 1D). L/M-cone opsin immunohistochemistry, which recognizes
the opsins of the most abundant red and green cones, confirmed the CS loss in the TZ and AZ
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(Figure 1C,D insets). Next, we quantified cone arrestin+cones (Figure 1E) and rhodopsin+ rods

(Figure 1F) in the central retina of control eyes and eyes with GA lesions. The cone density at a

greater than 1000 mm distance from the RPE-denuded AZ, was similar between control and GA

eyes. In the atrophic zone the number of cone somata was significantly reduced to around half the

numbers of controls (Figure 1E) and was not significantly different in the TZ (0–200 mm from the AZ,

which is the TZ length invariably found in all donor eyes). Rod cell counts, on the other hand,

revealed a slight decrease distant from the lesions, but a severe 90% reduction in the TZ compared

to controls (Figure 1F). Interestingly, in all but one atrophic zone we also detected rhodopsin+ resid-

ual rods.
Taken together, our results confirm a severe rod cell loss in the TZ of patients with GA, where the

RPE is still morphologically intact, while the number of cone numbers was relatively spared. How-

ever, cones of the TZ and residual rods and cones in the AZ had invariably lost their segments.

Figure 1. Rhodopsin, cone arrestin, and L/M cone opsin staining on central sections from control and geographic atrophy patients. (A–D)
Representative micrographs of immunohistochemical detection of rhodopsin (red), cone arrestin (green, A–D and left insets of B, C and D), or L/M cone

opsin (green, right insets of B, C and D) and Hoechst nuclear stain (blue, RPE autofluorescence visible in orange) on central sections of control donors

(A) and donors with geographic atrophy (GA, panel B–D) at a distance greater than 1000 mm from the atrophic zone (AZ) (B), at the boundary of the AZ

and transitional zone (TZ, panel C; white arrow indicates the margin of the autofluorescent RPE), and within the AZ (D). (E and F) Quantification of the

number of arrestin+cone somata (E, one way ANOVA, Dunnett’s post test *p=0,0024) and rhodopsin+rod somata (F, one way ANOVA, Dunnett’s post

test *p<0.0001) in control- and GA-donors (10 GA samples from 9 donors and in 6 control samples from 6 donors). ONL: outer nuclear layer;

c-arrestin: cone-arrestin; RPE: retinal pigment epithelium; CTL: control; AZ: atrophic zone; TZ: transitional zone; GA: geographic atrophy. Scale bar =

50 mm.

DOI: 10.7554/eLife.16490.002
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Subretinal CD14+ mononuclear phagocytes associate with cone
segment loss in the transitional zone
Using pan- mononuclear phagocyte (MP) markers, we and others have previously shown that the

subretinal space (i) above large Drusen (Lad et al., 2015; Levy et al., 2015; Sennlaub et al., 2013),

(ii) within GA lesions (Combadière et al., 2007; Gupta et al., 2003; Lad et al., 2015;

Sennlaub et al., 2013; Penfold et al., 2001), and (iii) in the TZ of patients with GA (Levy et al.,

2015; Sennlaub et al., 2013) are infiltrated with MPs. We demonstrated that blood-born classical

CD18+CCR2+Mos take part in the infiltrate at these three locations (Sennlaub et al., 2013). Circulat-

ing classical Mos also express high levels of CD14 (Geissmann et al., 2003), which is additionally

expressed by other members of the MP family (Gautier et al., 2012) and is therefore not discrimina-

tive for infiltrating Mos versus resident MPs (unlike CCR2). We analyzed the presence of subretinal

CD14+MPs and cone segment morphology on central RPE/choroid and retinal flat-mounts from 4

age-matched control donor eyes (Figure 2A–D) and 5 donor eyes with central GA lesions

(Figure 2E–H), with particular attention to the TZ. Flat-mount immunohistochemistry facilitates the

appreciation of cone outer segments and the detection of the smaller, dispersed MPs that are more

difficult to detect on sections. We used CD14 immunohistochemistry to visualize MPs, peanut agglu-

tinin (PNA) that stains inner and outer CS (but not cone cell bodies) (Blanks and Johnson, 1984),

Figure 2. CD14, peanut agglutinin and cone arrestin staining on central flatmount preparations from control and geographic atrophy patients.

Representative micrographs of immunohistochemical detection (confocal Z stack projections) of CD14 (white), cone arrestin (red), peanut agglutinin

(PNA,green), and Hoechst nuclear stain (blue, RPE autofluorescence visible in orange) of RPE/choroid- (A and E) and retinal- flatmounts (B–D and F–H)
of a control donor (A–D) and a donor with geographic atrophy (GA, panel E–H). (E) 3D reconstruction at higher magnification of a CD14+cell on RPE

flatmounts in an orthogonal (E, upper inset) and perpendicular (E, lower inset). (F) Representative confocal micrographs of CD14 (F, upper inset) -IBA-1
(F, lower inset) double labeling. (D and H) Oblique and perpendicular (insets) 3D reconstruction views of the outer aspect of the retinal flatmounts. The

margin of the atrophic zone (AZ), recognized by the loss of RPE (E) and by the irregular cone distribution and a thinned outer nuclear layer (G) is

indicated by the yellow dotted line. (G) PNA/arrestin pattern distant (>1000 mm) from the AZ of a patient with GA (G inset). Experiments on flatmounts

from 4 different control and patients with GA gave similar results. AZ : atrophic zone; TZ : transitional zone. Scale bars A and E = 100 mm; B–C and F–
G = 50 mm; inset D and H = 20 mm.

DOI: 10.7554/eLife.16490.003
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and cone arrestin that stains cones irrespective of the presence of CS (see Figure 1). Central (1.5 cm
around the fovea/center) retina/RPE/choroid complexes were dissected from the donor eyes and

sectioned by radial incisions into 8 triangular pieces that each contain a parafoveal part in the case
of control eyes and a central AZ, TZ, and non-atrophic more peripheral part for GA donor eyes. In
GA tissues, the retinas of the AZ were carefully peeled from the RPE/choroid, as they adhere to
Bruchs membrane in the area of RPE defects. This is not the case in the TZ, where the retina

detaches easily from the underlying RPE, comparable to control retinas.
Confocal microscopy of CD14 stained central RPE confirmed that subretinal CD14+MPs are only

very occasionally observed in healthy age-matched donors (Figure 2A, CD14 white staining, RPE

orange autofluorescence). Within the AZ of patients with GA where the RPE has disappeared
(Figure 2E right to the yellow dotted line, AZ), CD14+MPs were numerous, but were also always
observed on the autofluorescent RPE in the TZ (Figure 2E left to the yellow dotted line, TZ), very
similar to our published results using an IBA-1 antibody (Levy et al., 2015). A three dimensional
reconstruction of an orthogonal and perpendicular close up view of a CD14+cell shows its position

on the apical side of the CD14-negative RPE (Figure 2E insets). The RPE also expresses CD14, but
to a much lesser extend compared to MPs (Elner et al., 2003), which might explain why the RPE did
not appear CD14-positive in our experimental conditions. A comparative RT-PCR of CD14 in human
blood-derived Mos versus human post-mortem RPE cells revealed a ten-fold stronger expression in

Mo in our samples (data not shown).
On retinal flatmounts, confocal microscopy of CD14 (white staining) / cone arrestin (red staining)

/ PNA (green staining) / Hoechst nuclear stain (blue staining) immunohistochemistry of control retina

shows the CD14+-resting MCs of the ganglion cell layer with their long processes (Figure 2B), while
CD14+MCs of the central inner retina of patients with GA displayed an activated MC phenotype
with shortened processes (Figure 2F). CD14+MCs also stained positive for the marker IBA-1, con-
firming their MP nature (Figure 2F insets). Orthogonal Z stack projections (Figure 2C), and oblique

(Figure 2D) and perpendicular 3D reconstruction views (Figure 2D inset) of the outer aspect of the
retinal flat-mounts reveal the normal cone arrestin+PNA+ segments of the central parafoveal retina
in the absence of CD14+MPs. Retinal flat-mounts of the AZ and adjacent TZ of patients with GA
(Figure 2G below and above the yellow dotted line, respectively) show CD14+MPs that stayed

attached to the retina (white staining). In the AZ, recognizable by a severely thinned ONL and a
slightly brown color in bright-field microscopy due to RPE-debris sticking to the subretinal aspect of
the flat-mount, the PNA staining was much reduced, but cone arrestin+cone cell bodies were visible
in reduced numbers and their distribution was irregular (Figure 2G). In the adjacent TZ cone

arrestin+ cone density was relatively spared (Figure 2G). However, in both the AZ and TZ the typical
cone arrestin+PNA+cone segment pattern had disappeared and cone arrestin immunological stain-
ing pattern of the remaining cone somata became apparent in the flat-mount, possibly because of
greater antibody penetration in the thinned retinal flatmount. At a greater distance to the atrophic

zone (>1000 mm), cone arrestin and PNA immunological staining located to cone segments, was
indistinguishable to the pattern observed in flat-mounts from healthy donors (Figure 2G inset). Obli-
que (Figure 2H) and perpendicular 3D reconstruction views (Figure 2H inset) reveal the nearly com-
plete loss of normal PNA+ cone segments in the transitional zone that is associated with the

presence of CD14+MPs.
In summary, these results confirm the loss of cone inner and outer segments adjacent to the atro-

phic zone where the RPE is present that we observed in sections (Figure 1). They illustrate the close

physical association of cone segment loss and CD14+Mos accumulation in the TZ.

Mononuclear phagocytes induce cone segment loss in retinal explants
ex vivo
We have previously shown that wildtype- and in particular Cx3cr1-deficient-mouse bone marrow-
derived monocytes (BMM) induce photoreceptor cell apoptosis in a monocyte/ mouse retinal
explant co-culture system (Sennlaub et al., 2013). To analyze an eventual effect of human MPs on
photoreceptors, we first co-cultured 100 000 human blood-derived CD14+Mos (hMo) adhering to

polycarbonate filters floating on DMEM with C57BL/6 mouse retinal explants for 18 hr (with the pho-
toreceptors facing the adherent Mos). Apoptosis was analyzed by TUNEL staining of the retinal
explants cultured without Mos (Figure 3A), or with Mos (Figure 3B). TUNEL+ nuclei in the photore-
ceptor cell layer of retinal explants were more numerous in the presence of Mos. Double-
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Figure 3. Evaluation of rods and cones in monocyte/retinal explant co-cultures. (A and B) Orthogonal projection of confocal Z stack images of the

outer nuclear layer of TUNEL- (red), Hoechst nuclear dye- (blue) stained mouse retinal explants after 18 hr of culture (A) or co-culture with human

monocytes (hMo, panel B). (C) TUNEL(red)/rhodopsin(green) co-staining of a section of a mouse retinal explant co-cultured with hMo (the inset

represents a longer green exposure of the outer nuclear layer). (D) Quantification of TUNEL+nuclei in mouse retinal explants cultured with or without

hMo (n = 4/group, Mann Whitney *p=0,028). (E and F) Orthogonal projection of confocal Z stack images of the photoreceptor segments of mouse

retinal explants after 18 hr of mono-culture (E) or co-culture with hMo (F) after cone arrestin (red)/peanut agglutinin (PNA, green) staining. (G)

Quantification of cone numbers in retinal explants cultured with or without hMo (n = 10/group). (H and I) Oblique-, and perpendicular (insets) -3D

Figure 3 continued on next page
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immunological labeling for rhodopsin and TUNEL on sections prepared from the retinal explants

revealed that the TUNEL+ nuclei of the ONL were positive for rhodopsin (Figure 3C inset) and not

located at proximity to the inner segments, where cone nuclei are located (Figure 3C). Apoptosis

was only observed in a minority of rods in these short-term co-cultures and rhodopsin+rod segments

were unremarkable in the culture condition (Figure 3C). Quantification of TUNEL+ nuclei/mm on 8

explants per group revealed a significant increase in TUNEL+ photoreceptors in co-culture with

hMos compared to retinal explants cultured without hMos (Figure 3D) similar to co-cultures using

Cx3cr1-deficient BMMs (Sennlaub et al., 2013). Next, we analyzed the cone population of PNA

(green fluorescence) cone arrestin (red fluorescence) double-labeled mouse retinal explants after

18 hr of mono-culture (Figure 3E), or co-culture with hMos (Figure 3F). Quantification of cone

arrestin+PNA+ cones (Figure 3G) revealed no influence of the presence of hMos on the number of

cones after 18 hr of culture. However, the PNA-staining in hMo-exposed retinal flat-mounts

appeared punctuated and the typical elongated shape of mouse PNA+CS staining in retinas cultured

without Mos had disappeared (Figure 3E and F). Oblique and perpendicular 3D reconstruction

views of confocal microscopy Z-stacks of explant mono-cultures (Figure 3H), or co-culture with hMos

(Figure 3I) reveals the near complete loss of PNA+CS in the hMo exposed explants. Similarly,

arrestin staining revealed a severe shortening of arrestin+CS in the co-culture condition compared to

controls (Figure 3H and I insets). Quantification of PNA+ volume (quantitated on the whole Z-stack,

divided by the number of cones) in retinal explants co-cultured with increasing numbers of hMo con-

firms numerically a severe, significant reduction in PNA+CS volume as a function of hMos numbers

(Figure 3J). To evaluate eventual artifacts due to interspecies incompatibilities we next quantified

PNA+CS volumes of mouse retinal explants that we co-cultured for 18 hr with 100 000 Cx3cr1-defi-

cient-mouse BMMs (which induces rod apoptosis similar to hMos [Sennlaub et al., 2013]). Our

results revealed a similar, severe reduction in CS volume (Figure 3K). Furthermore, orthogonal 3D

reconstruction views of confocal microscopy Z-stacks of PNA(red)/arrestin(green)-stained explants

prepared from the para-central area of a non-human primate cultured without (Figure 3L), or with

100 000 hMos (Figure 3M) reveals a similar near complete loss of PNA+CS in the hMo exposed pri-

mate explants (Quantification Figure 3N). Again, the arrestin staining revealed a similar severe

shortening of arrestin+CS (Figure 3L and M insets).
Taken together, our data show that Mos induce rod apoptosis and severe CS loss in a short-term

retinal explant model. The CS loss was observed with the PNA and arrestin staining, with human

blood-derived Mo and Cx3cr1-deficient-mouse BMMs, on mouse retinal explants and in explants

from non-human primates, suggesting that the cone alterations were not the result of interspecies

incompatilibilities.

IL-1b induces cone segment loss in retinal explant
Mos were not observed to physically infiltrate the outer segments or to ingest rhodopsin+ or PNA+

segments in the 18 hr co-culture (data not shown). Alternatively, the rapid CS reduction in the co-

culture system might be due to the production of a secreted factor, such as inflammatory cytokines.

We have previously shown that Cx3cr1-deficient mouse BMM induce rod apoptosis in the Mo/retinal

explant co-cultures via IL-1b (Hu et al., 2015). We showed that Cx3cr1-deficient BMMs constitutively

secrete adenosine triphosphate (ATP), express increased surface P2RX7 receptor and secrete mature

IL-1b after transcriptional stimulation without a second exogenous stimulus (Hu et al., 2015), that is

classically required for inflammasome activation and IL-1b maturation (Schroder and Tschopp,

Figure 3 continued

reconstruction views of confocal Z stack images of the photoreceptor segments of mouse retinal explants after 18 hr of mono-culture (H) or co-culture
with hMo (I) after peanut agglutinin (PNA, green) and cone-arrestin (red, insets) staining. (J) Quantification of cone segment volume in mouse retinal

explants cultured without or with the indicated numbers of hMos (n = 6/group, Mann Whitney *p<0,0004). (K) Quantification of cone segment volume

in mouse retinal explants cultured without or with 100 000 Cx3cr1-deficient bone marrow-derived Mos (n = 4–6/group, Mann Whitney *p<0,0061). (L
and M) Orthogonal-, and perpendicular (insets) -3D reconstruction views of confocal Z stack images of the photoreceptor segments of macaque retinal

explants after 18 hr of mono-culture (L) or co-culture with hMo (M) after peanut agglutinin (PNA, red) and cone-arrestin (green) staining. (N)

Quantification of cone segment volume in macaque retinal explants cultured without or with 100 000 hMos (n = 8/group, Mann Whitney *p<0,0002).

hMo/Mo : human monocyte; arr: cone-arrestin; CS : cone segments; PNA : peanut agglutinin. Scale bar : A–F = 50 mm; H and I = 10 mm.

DOI: 10.7554/eLife.16490.004
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2010). Similarly, human blood monocytes constitutively release endogenous ATP, which leads to

mature IL-1b after transcriptional induction without a second exogenous stimulus (Netea et al.,

2009). RT-PCRs of mRNA prepared from freshly isolated hMo, hMo cultured alone or with a retinal

explant for 18 hr (both on polycarbonate filters) revealed that IL-1b mRNA, but not IL18 mRNA, was

significantly induced in hMos in the co-culture condition (Figure 4A), contrary to IL-6 and TNFa that

were not induced (data not shown). PNA-staining of retinal explants cultured for 18 hr in the

absence of Mos (Figure 4B) but with recombinant IL-1b (Figure 4C), showed that IL-1b was sufficient

to severely reduce PNA+CS. Quantification of PNA+CS confirmed the significant, IL-1b-induced vol-

ume loss (Figure 4D). In these experiments IL-1b was used at a concentration of 50 ng/ml (in the

range of concentration classically used in vitro) but the local IL-1b concentration that cones are

exposed to in the co-culture is difficult to estimate, as a gradient of IL-1b is expected to form around

the IL-1b producing Mos. To directly evaluate the effect of locally produced IL-1b we studied the

effect of the IL-1 receptor antagonist (IL-1Ra) on the co-cultures. PNA-stained flatmounts of Mo/reti-

nal co-cultures without (Figure 4E) or in the presence of IL-1Ra (Figure 4F) shows that IL-1b-inhibi-

tion significantly protects against Mo-induced CS loss (Figure 4G).
In summary, these experiments show that IL-1b, transcribed by Mos in the co-culture, is sufficient

to induce CS reduction and necessary in Mo-induced CS loss.

Figure 4. The influence of IL-1b retinal explants co-cultures. (A) Quantitative RT-PCR of RT-PCR of IL-1b and IL-18 normalized with S26 mRNA in fresh

human monocytes (hMo), hMo cultured alone or with a retinal explant for 18 hr (both on polycarbonate filters, n = 5, ANOVA, Dunnett’s post

test*p=0,0079). (B and C) Oblique and perpendicular (insets) 3D reconstruction views of 18 hr peanut agglutinin (PNA)-stained retinal explant (B) and IL-

1b (50 ng/ml) exposed explant (C). (D) Quantification of cone segment volume in retinal explants cultured with or without IL-1b (n = 6/group, Mann

Whitney *p=0,0087). (E and F) Oblique and perpendicular (insets) 3D reconstruction views of 18 hr peanut agglutinin (PNA)-stained retinal explant co-

cultured with human monocytes without (E) or with IL-1 receptor antagonist (F, 10 mg/ml). (G) Quantification of cone segment volume in Mo/retinal co-

cultures with or without an IL-1 receptor antagonist (n = 6/group, Kruskal-Wallis, Dunn’s post test *p=0,0022 versus ’without hMo’; †p=0,0182 versus

“with hMo without IL1-Ra). RetEx: retinal explant; CTL: control; CS: cone segment; hMo: human Monocytes. Scale bar B, C, E, F = 10 mm.

DOI: 10.7554/eLife.16490.005
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IL-1Ra inhibits cone segment loss in subretinal inflammation in vivo
Our data show that CS loss in the TZ is associated with CD14+MP infiltration of the subretinal space
in patients with GA and that Mos, and more precisely Mo-derived IL-1b, induce a similar effect in
vitro. However, the in vitro co-culture system is by nature a very artificial model, characterized by an
excess of Mos, the absence of an underlying RPE, and rod and cone segment degeneration occur-
ring in hours rather than days and weeks. To evaluate if subretinal inflammation and IL-1b secretion
observedin vivo induce CS loss in the presence of the RPE, we used a light-challenge model of
Cx3cr1GFP/GFP mice. We have previously shown that Cx3cr1 deficiency in mice (lacking the tonic
inhibitory signal from CX3CL1 expressing neurons [Zieger et al., 2014; Silverman et al., 2003])
leads to a strong increase of subretinal MP accumulation with age from the age of 6 months
(Combadière et al., 2007) or after light-challenge or laser-injury (Combadière et al., 2007;
Raoul et al., 2008; Ma et al., 2009). We showed that the subretinal infiltrate in these mice is com-
posed of a mixture of microglial cells and pathogenic blood-derived Mos similar to GA lesions
(Combadière et al., 2013). We demonstrated that IL-1b protein is increased in Cx3cr1GFP/GFP mice
with age (Lavalette et al., 2011) and after a 4 day acute light-challenge that it induces rod cell apo-
ptosis without affecting RPE morphology (Hu et al., 2015). Cx3cr1GFP/GFP mice do not develop Dru-
sen and RPE atrophy, but they do model MP accumulation between the RPE and the photoreceptor
segments, as well as some degree of associated rod degeneration (Combadière et al., 2007;
Sennlaub et al., 2013; Hu et al., 2015), somewhat similar to the TZ of patients with GA (Figures 1
and 2). Eventual cone alterations in Cx3cr1GFP/GFP mice have not yet been described. Orthogonal
3D reconstruction views of confocal microscopy Z-stacks of CS in PNA-stained retinal flat-mounts of
2–3 months old Cx3cr1GFP/GFP mice kept under normal light conditions (Hu et al., 2015) (Figure 5A)
displayed the typical elongated shape of PNA+CS staining similar to freshly extracted wildtype reti-
nal flat-mounts (data not shown). In contrast, PNA+CS of 4 day light-challenged Cx3cr1GFP/GFP mice
that accumulate GFP+ subretinal MPs, were shortened and punctuated (Figure 5B) throughout the
retinal flatmounts. Daily subcutaneous IL-1Ra injections during the light-challenge of Cx3cr1GFP/GFP

mice prevented the change in CS morphology despite the presence of GFP+MPs in the subretinal
space (Figure 5C). Quantification of PNA+CS volume in control and light-challenged C57BL6/J and
Cx3cr1GFP/GFP mice revealed a significant decrease in the light-challenged Cx3cr1GFP/GFP mice
(Figure 5D). Strikingly, IL-1b inhibition, which had no effect on subretinal MP accumulation
(Figure 5E), completely prevented the loss of PNA+CS volume in the light-challenged mice
(Figure 5D).

Taken together, our data show that subretinal inflammation, observed in light-challenged
Cx3cr1GFP/GFP mice in vivo is associated with IL-1b-dependent PNA+CS degeneration in the pres-
ence of the RPE similar to the results we obtained with Mos and recombinant IL-1b in vitro.

Discussion
Our immunohistological study of human donor eyes reveals severe rod cell loss, little cone loss but
CS degeneration peripheral to the margin of the RPE lesion that defines GA, confirming a recent
morphological study (Bird et al., 2014). As previously reported, this TZ, characterized by a thinned
outer nuclear layer despite the presence of the RPE, was of variable length but found in all speci-
mens. We also confirm a surprisingly important number of residual cones that lack their CS in the AZ
(Bird et al., 2014; Curcio, 2001). Interestingly, rhodopsin immunohistochemistry also identified
some residual, segment-lacking rhodopsin+ rods within the RPE lesion.

Other investigators and we have previously shown that AZs of patients with GA contain numerous
subretinal MPs (Combadière et al., 2007; Gupta et al., 2003; Lad et al., 2015; Sennlaub et al.,
2013; Penfold et al., 2001). We also demonstrated that IBA1+MPs, but also blood-derived CCR2+-
MPs, invade the subretinal space of the TZ (Levy et al., 2015; Sennlaub et al., 2013). In the current
study, we used immunohistochemistry on flat-mount preparations with an antibody recognizing a co-
receptor of the toll like receptor 2 and 4, CD14, to visualize the infiltration of CD14+MPs (blood- or
tissue-derived MPs) beyond the AZ in the TZ. Co-staining for PNA and cone arrestin confirmed the
presence of residual cones in the AZ and the severe CS degeneration in the TZ of retinal flat-mounts
and illustrates the close physical association of CS degeneration with CD14+MPs.

It is not clear why CS degenerate in the TZ, where the RPE is present. The degeneration might be
a result of dysfunctional RPE prior to its degeneration, suggested by the observation of
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hyperfluorescence of the TZ (Sparrow et al., 2010). However, to date, we do not know if the hyper-

fluorescence is due to an increase of fluorescent bisretinoids in the RPE (which could be a sign of

RPE dysfunction), or to the superposition of several RPE cells or RPE-debris containing subretinal

MPs in the TZ (Lad et al., 2015; Sennlaub et al., 2013; Gocho et al., 2013; Zanzottera et al.,

2015). The observation that CS degeneration is also observed in RP patients with rod-gene muta-

tions and unremarkable RPE (Mitamura et al., 2013) further argues that an RPE-independent factor

might participate in the degeneration.
Intriguingly, CS degeneration in RP (Gupta et al., 2003), and as we show here in the TZ of

patients with GA , is associated with the accumulation of subretinal MPs. We have previously shown

that mouse MPs induce partial rod cell apoptosis in vivo and that wildtype mouse Mos and Cx3cr1-

deficient Mos and MCs (characterized by excessive IL-1b secretion) induce rod apoptosis in retinal

explant co-cultures (Sennlaub et al., 2013; Hu et al., 2015). The influence of subretinal MPs on

cones is unknown. Using Mo/retinal explant co-cultures, we here show that human blood-derived

CD14+Mo induce some degree of rod apoptosis in retinal explants similar to mouse Cx3cr1-deficient

mouse BMMs (Hu et al., 2015). Interestingly, cone death was not observed, but all cones showed

signs of severe CS degeneration. We show that IL-1b was robustly transcribed in co-cultured Mos,

that recombinant IL-1b replicated CS degeneration, and that IL-1b-inhibition reversed the Mo-

induced CS degeneration.

Figure 5. Cone segments in light-induced subretinal inflammation of C57BL6/J and Cx3cr1GFP/GFP-mice and the

effect of pharmacological IL-1b inhibition. (A–C) Orthogonal projections of confocal Z stack images of the

photoreceptor segments of peanut agglutinin (PNA, red) stained Cx3cr1GFP/GFP-mice (expressing GFP under the

Cx3cr1 promoter) that were kept under normal light conditions (A), or exposed to an inflammation-inducing light-

challenge (LC) and treated with PBS (B) or IL-1b receptor antagonist (C, IL-1Ra). (D and E) Quantification of cone

segment volume (D) and subretinal mononuclear phagocytes (E) in normal light raised and LC-mice (n = 5–8/

group; Kruskal-Wallis, Dunn’s post test *p=0,0109 versus Cx3cr1GFP/GFP-mice in normal light; †p=0,0028 versus

light-challenged Cx3cr1GFP/GFP-mice). PNA: peanut agglutinin; GFP: green fluorescent protein; IL-Ra: IL-1b

receptor antagonist LC: illuminated/light-challenged. Scale bar 30 mm.

DOI: 10.7554/eLife.16490.006
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The co-culture in vitro system, characterized by an excess of Mos, the lack of underlying RPE,
mild rod apoptosis and quite severe CS degeneration occurring in hours rather than days and weeks,
can however only be a rough approximation of the in vivo situation. The pattern of continuous rod

(but not cone) apoptosis and CS degeneration over longer time periods would result in severe rod
cell loss (as they don’t regenerate), little cone loss but CS degeneration intriguingly similar to what is
observed in the TZ of patients with GA.

To test whether IL-1b-induced CS degeneration takes place in subretinal inflammation in vivo in
the presence of the RPE, we analyzed cone morphology in inflammation-prone Cx3cr1GFP/GFP mice.

When subretinal MP accumulation was induced using a light-challenge (Hu et al., 2015), we
observed CS degeneration, similar to the results we obtained with Mos in vitro Furthermore, inhibi-
tion of IL-1b, induced in these experimental conditions (Hu et al., 2015), prevented the CS degener-

ation in vivo, in accordance with the observation that IL-1b potently induced CS degeneration in
vitro.

Our study clearly demonstrates the association of subretinal MPs with CS degeneration in human
samples and that MPs can induce a similar phenotype in vitro and in vivo, which strongly suggest
that subretinal MPs participate in the degenerative changes in GA. Further studies of IL-1b expres-

sion in human GA samples are needed to implicate this specific cytokine in the degenerative process
in the human disease. However, IL-1b has been shown to be strongly expressed in subretinal MPs of
choroidal neovascular membranes in wet AMD (Oh et al., 1999) and CS degeneration is also

observed adjacent to the fibrovascular membranes in disciform subretinal scars of wet AMD (Cur-
cio, 2001). These observations suggest that an IL-1b-dependent mechanism might exist in the
human pathology.

Little is known about the cellular and molecular mechanisms of CS loss in GA. The observation
that the degenerative changes appear peripheral to the RPE lesion and that similar changes are

observed in RP (Gupta et al., 2003) and RP models (Punzo et al., 2009), suggest that other factors
than RPE loss play a significant role. We clearly demonstrate that subretinal MPs, observed in both
RP and the TZ, induce severe IL-1b-dependent CS degeneration in the presence of morphologically

normal RPE in vivo. Gupta et al. proposed several years ago that the subretinal inflammation second-
ary to rod degeneration in RP could be the ’missing link’ to explain secondary CS and cone degener-

ation observed in RP (Gupta et al., 2003). CS maintenance in RP has recently been shown to
depend on cone glucose uptake and aerobic glycolysis (Aı̈t-Ali et al., 2015) that is stimulated by
insulin (Punzo et al., 2009) and rod-derived cone viability factor (Aı̈t-Ali et al., 2015). Inflammatory

cytokines, including IL-1b, inhibit insulin-dependent glucose uptake and are increasingly recognized
to play an important role in insulin-resistance in the pathogenesis of type 2 diabetes (Shoe-
lson, 2006). IL-1b-induced cone insulin resistance, decreased glucose uptake and subsequent cone

starvation might explain the CS loss in RP and AMD.
Taken together, these results strongly suggest that infiltrating MPs observed in the TZ of

patients with GA and in RP patients contribute importantly in the CS degeneration as they produce
similar changes in vitro and in vivo. Inhibiting subretinal MP accumulation, or as we show IL-1b inhibi-
tion, might help preserve CS and high acuity daytime vision in these patients.

Materials and methods

Donor eyes and immunohistochemistry
Donor eyes with a known history of AMD and controls were collected through the Minnesota Lions
Eye Bank: 9 control maculae from 9 patients (5 men and 4 women; mean age 85 years ± 2.4 SEM)
and 15 GA donor maculae from 12 patients (5 men and 7 women; mean age 82.9 years ± 2.2 SEM).

Donor eyes without a history of eye disease and with a visible fovea on post-mortem funduscopy
and a regular histology of the parafovea, recognizable by multilayered ganglion cell nuclei were

used as control eyes. GA donor eyes had a known history of AMD, visible GA lesions on post-mor-
tem fundus pictures, and histologically confirmed missing RPE and thinned photoreceptor cell layer
in the lesion of the parafovea (multilayered ganglion cell layer) in the absence of subretinal vessels

(as observed in neovascular AMD) or a fibroglial scar. Donor families gave informed consent in accor-
dance with the eye bank’s ethics committee. Postmortem fundus photographs were taken and the
posterior segment was fixed 4 hr in 4% PFA, dissected, embedded in paraffin, and sectioned. The
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anterior segment was dissected at the Minnesota Eye Bank, fundus photographs were taken, the
posterior segment was fixed in PFA 4% for 4 hr and placed in ice cold PBS for shipping to our
laboratory.

For immunohistochemistry on paraffin sections (5 control maculae from 5 patients and 10 GA
donor maculae from 7 patients), the posterior segments were dissected to include the optic nerve,
the macula and the central retina between the vessel arches, included in paraffin, and sectioned.
The sections of the retina from donor eyes were stained as follow. After rehydration, antigen
retrieval was performed in 70% formic acid for 15 min. After a pre-incubation step in 10% horse

serum diluted in PBS 1X, slides were incubated with primary antibodies (anti-rhodopsin antibody
[clone 4D2, Chemicon-Merck Millipore, Guyancourt, France; 1:500]; rabbit polyclonal anti-human
cone arrestin antibody [DEI Luminaire Founder, Cheryl Craft; 1:25000] (Zhang et al., 2001), L/M-
cone opsin [Chemicon; 1:500]) and revealed with the appropriate secondary antibodies (Life Technol-
ogies, Villebon-sur-Yvette, France). Pictures of the retina were taken with a fluorescence microscope
(Leica DM550B, Leica, Nanterre, France) and rods and cones quantified within the GA lesion, 0–200
mm and >200 mm from the lesion.

For flat-mount immunohistochemistry (4 age-matched control donor eyes and 5 donor eyes with
central GA lesions), central (1.5 cm around the fovea/center) retina/RPE/choroid complexes were dis-
sected from the donor eyes and sectioned by radial incisions into 8 triangular pieces that each con-
tain a parafoveal part in the case of control eyes and AZ central, adjacent TZ, and non-atrophic
peripheral part for GA donor eyes. In GA tissues, the retina of the atrophic part was subsequently

carefully detached from underlying Bruch’s membrane to which the atrophic retina is attached.
Immunohistochemistry was performed on submerged samples with the primary antibodies anti-
CD14 (MCA1218; 1:100 Serotec, Kidlington, UK), Peanut agglutinin Alexa 488 (Thermofisher, Ville-
bon-sur-Yvette, France; 1:50), anti-human cone arrestin antibody (LUMIF-hCAR; 1:10000), Hoechst
nuclear stain (Thermofischer; 1:1000), and revealed using appropriate fluorescent secondary anti-
bodies (Molecular Probe). Preparations were observed with a Olympus FV1000 (Olympus, Rungis,
France) confocal microscope.

Monocyte preparations, monocyte-retinal co-culture, and retinal
explants
PBMCs were isolated from heparinized venous blood from healthy volunteer individuals. In accor-
dance with the Declaration of Helsinki, volunteers provided written and informed consent for the

human monocyte expression studies, which were approved by the Centre national d’ophthalmologie
des Quinze-Vingt hospital (Paris, France) ethics committees (no. 913572). Peripheral blood mononu-
clear cells (PBMCs) were isolated from blood by 1-step centrifugation on a Ficoll Paque layer (GE
Healthcare) and sorted with EasySep Human Monocyte Enrichment Cocktail (StemCells Technology,
Grenoble, France). Human Mo were seeded on polycarbonate filters floating on DMEM for 2 hr.
C57BL/6J mouse retina were prepared and placed with the photoreceptors facing 2000 to 100,000

adherent Mo for 18 hr at 37˚C. In one set of experiments IL-1b was inhibited by the IL-1 receptor
antagonist (R&D, Lille, France, 10 mg/ml). Alternatively, retinal explants were cultured with recombi-
nant IL-1b (R&D; 50 ng/ml). In one set of experiments, we exposed eight 5 ! 5 mm (Sarks et al.,
1988) retinal explants dissected from the peri-central retina of a cynomolgus macaque to 100,000
human Mo or cultured eight explants without Mos. These experiments were done in accordance

with the National Institutes of Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals. The donor reti-
nal tissue samples were prepared from a control eye of an unrelated protocol that was approved by
the Local Animal Ethics Committees and conducted in accordance with Directive 2010/63/EU of the
European Parliament and French authorization C 92-032-02 regulation. The non human primate used
in this study were cynomolgus macaques (macaca fasicularis) from foreign origin. Macaca fascicularis

were housed under standard environmental conditions (12-h light–dark cycle, 22 ± 1˚C, 50% humid-
ity) with free access to food and water. The animal was sacrificed by an overdose of barbiturate pen-
tobarbital, the eyes were enucleated and retina dissected and prepared for retinal explant culture.
For TUNEL staining (In Situ Cell Death Detection Kit, Roche Diagnostics, Meylan, France) mouse reti-
nal flat-mounts were fixed in 4% PFA for 30 min, washed in 1x PBS (pH 7.3), incubated for 90 min at

37˚C with the reaction mixture and the reaction was stopped by washing with 1x PBS. For immuno-
histochemistry the flat-mounts were incubated with anti-mouse cone-arrestin antibody (Millipore,
Guyancourt, France, #AB15282, 1:100; mouse retina explants) or rabbit polyclonal anti-human cone
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arrestin antibody (DEI Luminaire Founder, Cheryl Craft; 1:25000; macaque retinal explants) and Pea-

nut agglutinin Alexa 488 (Thermofisher; 1:50; both mouse and macaque explants) overnight and

revealed with an appropriate antibody (Thermofisher). Nuclei were stained with Hoechst (Thermo-

fischer; 1:1000). Flat-mounts images were captured with a DM 5500 microscope (Leica) or an Olym-

pus Confocal microscope. PNA+cone S (CS) volume was quantified on confocal microscopy Z-stacks

that encompass the 2 outermost nuclei of the ONL and the whole outer segments, and divided by

the number of cones in the field.

Reverse transcription and real-time polymerase chain reaction (RT-PCR)
RT-PCR was used to measure mRNA expression levels of IL-1b. Total RNA was extracted from fresh

monocytes and monocytes cultured for 18 hr on polycarbonate filters floating on DMEM with or

without an overlaying retinal explant using the Nucleospin RNA XS (740902, Macherey-Nagel,

Düren, Germany) according to the manufacturer’s instructions and converted to cDNA using oligo

(dT) as primer and Superscript II (Life Technologies). Each RT assay was performed in a 20 mL reac-

tion. Subsequent RT-PCR was performed using cDNA, Sybr Green PCR Master Mix (Life Technolo-

gies) and the following sense and antisense primers: IL-1b (5’-CAT GGA ATC CGT GTC TTC CT-3’

and 5’-GAG CTG TCT GCT CAT TCA CG-3’), IL-18 (5’-GAC CAA GGA AAT CGG CCT C-3’ and 5’-

GCC ATA CCT CTA GGC TGG CT-3’) or RPS26 (5’-AAG TTT GTC ATT CGG ATT AAC-3’ and 5’-

AGC TCT GAA TCG TGG TG-3’) (0.5 pmol/mL). Real-time PCR was performed using the Applied Bio-

systems StepOne real-time PCR systems (Applied Biosystems) with the following profile: 10 min at

95˚C, followed by a total of 40 two-temperature cycles (15 sec at 95˚C and 1 min at 60˚C). To verify

the purity of the products, a melting curve was produced after each run according to the manufac-

turer’s instructions. Results were expressed as fold induction after normalization by RPS26.

In vivo light-challenge model
Cx3cr1GFP/GFP mice were purchased from the Jackson Laboratories (Charles River Laboratories,

Saint-Germain-sur-l’Arbresle, France). All mice were negative for gene defects for the Crb1rd8,

Pde6brd1, and Gnat2cpfl3 mutations. Mice were housed in the animal facility under specific pathogen-

free condition, in a 12 hr/12 hr light/dark (100–500 lux) cycle with water and normal diet food avail-

able ad libitum. All experimental protocols and procedures were approved by the local animal care

ethics committee (N˚00156.02).
Two- to three-month-old mice were adapted to darkness for 6 hr, pupils dilated and exposed to

green LED light (starting at 2AM, 4500 Lux, JP Vezon equipment, Yzeure, France) for 4 days as previ-

ously described (Sennlaub et al., 2013). Light-challenged mice were treated with daily subcutaneous

injections of 100 ml of PBS or IL-1Ra (R&D; 1 mg/d/kg). On day 4, the mice were killed by CO2

asphyxiation and enucleated. The globes were fixed in 4% PFA for 30 min, then rinsed in 1x PBS (pH

7.3). Retinal and RPE/choroid tissues were dissected intact from the globe, stained with Peanut

agglutinin Alexa 594 (Thermofisher; 1:50) and flat-mounted. Mononuclear phagocytes were visual-

ized by using the Cx3cr1 promoter-controlled GFP expression.

Quantification of cone outer segment volumes
Cone outer segment (OS) volumes were quantified using Imaris software (Bitplane) on stacks of con-

focal images which contain the entire photoreceptor outer and inner segments, of PNA-stained reti-

nal flatmounts. 4 randomly chosen stacks (technical replicates) were taken per experimental retina or

retinal explant. The software then calculated the volume of the PNA+ structures, which was subse-

quently divided by the number of PNA+ CS to yield the average individual CS volume in the stack.

The CS volume of each retina or retinal explant (biological replicate) was calculated as the mean of

the 4 individual stacks.

Statistical analysis
Sample sizes for our experiments were determined according to our previous studies. Each experi-

ment with mouse retinal explants or light-challenge retina is representative of at least 3 independent

experiments. Graph Pad Prism 6 (GraphPad Software) was used for data analysis and graphic repre-

sentation. Grubb’s test was used to determine outliers. All values are reported as mean ± SEM. Sta-

tistical analysis was performed by one-way Anova analysis of variance followed by Bonferroni or
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Dunnett’s post-test (multiple comparison of groups with equal variance and normal distribution),

Kruskal-Wallis followed by a Dunns post-test (non-parametric multiple comparison of groups) or

Mann–Whitney U test (non-parametric 2-group experiments) for comparison among means depend-

ing on the experimental design. The n and p-values are indicated in the figure legends.
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Article 2 : La production d’IL-1β par les phagocytes mononucléés 
sous-rétiniens induit la dégénérescence des bâtonnets en 
dérégulant l’homéostasie rétinienne du glutamate : 

	
1)	Situation	du	sujet	:	
	
La	Dégénérescence	Maculaire	Liée	à	 l’Age	 (DMLA)	est	 la	première	 cause	de	déficience	
visuelle	dans	les	pays	 industrialisés	(Klein	et	al.,	2004).	L’atrophie	géographique,	 l’une	
des	 formes	 cliniques	 de	DMLA	 tardive,	 est	 caractérisée	 par	 une	 lésion	 progressive	 de	
l’épithélium	 pigmentaire	 rétinien	 (EPR)	 et	 des	 photorécepteurs	 (PRs)	 (Sarks,	 1976;	
Sarks	 et	 al.,	 1988).	 Dans	 l’atrophie	 géographique,	 les	 phagocytes	 mononucléés	
s’accumulent	dans	l’espace	sous-rétinien	(Gupta	et	al.,	2003),	et	sont	associés	à	la	perte	
des	 photorécepteurs	 (Sennlaub	 et	 al.,	 2013).	Nous	 avons	montré	 que	 l’IL-1β	 produite	
par	 les	 phagocytes	mononucléés	 est	 responsable	 de	 la	mort	 des	 bâtonnets	 (Hu	 et	 al.,	
2015)	et	de	la	perte	des	segments	de	cônes	(Eandi	et	al.,	2016).	
La	sécrétion	d’IL-1β	est	associée	à	de	nombreuses	pathologies	neuro-dégénératives	du	
système	nerveux	 central	 (Koprich	 et	 al.,	 2008;	 Rossi	 et	 al.,	 2012;	 Shaftel	 et	 al.,	 2008),	
mais	 son	 récepteur	 IL-1R1	 est	 faiblement	 exprimé	 chez	 les	 neurones	par	 rapport	 aux	
cellules	 gliales	 (Huang	 et	 al.,	 2011).	 Il	 est	 généralement	 admis	 qu’IL-1β	 n’est	 pas	
directement	 neurotoxique,	 mais	 potentialise	 la	 mort	 neuronale	 via	 les	 cellules	 gliales	
(Fogal	et	al.,	2007)	en	 induisant	une	 libération	excessive	de	glutamate	(Jackman	et	al.,	
2012b).	 A	 l’état	 basal,	 la	 concentration	 extracellulaire	 de	 glutamate	 est	 très	 finement	
régulée	 (Jablonski	 et	 al.,	 2011;	 Reichenbach	 et	 al.,	 1993)	 afin	 ne	 pas	 atteindre	 une	
concentration	 excitotoxique	 pour	 les	 neurones	 (Ishikawa,	 2013)	 comme	 les	
photorécepteurs	(Delyfer	et	al.,	2005).	Dans	la	rétine,	IL-1β	induit	(i)	une	diminution	de	
la	 recapture	 de	 glutamate	 par	 les	 cellules	 gliales	 de	Müller	 (Chen	 et	 al.,	 2014)	 et	 (ii)	
augmente	 la	 transcription	 et	 l’activité	 du	 transporteur	 cystine/glutamate	 xc-,	
favorisation	la	sécrétion	de	glutamate	(Fogal	et	al.,	2007).	
	
Nous	 avons	 émis	 l’hypothèse	 que	 l’IL-1β	 produite	 par	 les	 phagocytes	 mononucléés	
induit	une	perturbation	de	l’homéostasie	du	glutamate,	entraînant	l’augmentation	de	la	
concentration	 extracellulaire	 en	 glutamate	 et	 induisant	 la	 perte	 secondaire	 des	
bâtonnets.	
	
2)	Résultats	:		
	
2.1)	IL-1β	induit	indirectement	la	mort	des	bâtonnets	:	
	
Afin	de	confirmer	le	lien	entre	IL-1β	et	dégénérescence	des	photorécepteurs,	nous	avons	
cultivé	des	explants	rétiniens	de	souris	en	présence	d’IL-1β	:	nos	résultats	montrent	une	
augmentation	 significative	 du	 marquage	 TUNEL	 dans	 la	 couche	 des	 photorécepteurs.	
Nous	montrons	aussi	que	l’IL-1β	seule	ne	suffit	pas	à	induire	la	mort	de	photorécepteurs	
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isolés,	mais	induit	la	modification	de	gènes	impliqués	dans	la	régulation	homéostasique	
du	 glutamate	 sur	 explant	 entier.	 Nous	 observons	 une	 diminution	 de	 l’expression	 des	
transporteurs	au	glutamate,	et	une	surexpression	de	l’échangeur	cystine/glutamate	xc-,	
associée	à	une	augmentation	de	la	concentration	extracellulaire	en	glutamate	
	
2.2)	L’inhibition	des	récepteurs	glutamatergiques	prévient	l’apoptose	des	bâtonnets	:	
	
L’IL-1β	 induit	 une	 libération	 excessive	 de	 glutamate	 dans	 la	 rétine,	 et	 l’excès	 de	
glutamate	induit	un	effet	excitotoxique	sur	les	neurones	(Choi	et	al.,	1987).	Nous	avons	
donc	 testé	 l’effet	 du	 CNQX	 -	 un	 inhibiteur	 des	 récepteurs	 glutamatergiques	 -	 sur	 des	
explants	 rétiniens	 cultivés	 en	 présence	 d’IL-1β.	 Nous	 montrons	 que	 l’inhibition	 des	
récepteurs	 au	 glutamate	 suffit	 à	 prévenir	 la	 mort	 des	 bâtonnets	 induite	 par	 l’IL-1β,	
suggérant	l’induction	d’un	effet	excitotoxique	du	glutamate.	
Afin	de	confirmer	cette	hypothèse,	nous	avons	ensuite	cultivé	des	explants	rétiniens	en	
présence	 d’une	 concentration	 élevée	 de	 glutamate.	 Nos	 résultats	 montrent	 que	 le	
glutamate	 seul	 suffit	 à	 induire	 l’apoptose	 des	 bâtonnets,	 mais	 n’induit	 pas	 la	
dégénérescence	des	segments	externes	des	cônes.		
	
2.3)	 La	 cystine	 exogène	 permet	 de	 sauver	 les	 photorécepteurs	 de	 la	 dégénérescence	
induite	par	l’IL-1β	:		
	
L’inhibition	des	récepteurs	glutamatergiques	n’étant	pas	une	perspective	thérapeutique	
viable	dans	un	tissu	nerveux	(Lees,	1998),	nous	avons	testé	l’effet	de	la	cystine,	un	acide	
aminé	essentiel	à	la	synthèse	du	peptide	antioxydant	glutathion.	Nos	résultats	montrent	
qu’une	forte	concentration	de	cystine	permet	d’inhiber	la	neuro-toxicité	induite	par	l’IL-
1β.	
	
3)	Conclusions	:		
	
Les	données	que	nous	avons	obtenues	démontrent	que	la	production	d’IL-1β	induit	une	
diminution	 de	 l’expression	 des	 transporteurs	 au	 glutamate,	 et	 une	 surexpression	 de	
l’échangeur	 cystine/glutamate	 xc-,	 aboutissant	 à	 l’augmentation	 de	 la	 concentration	
extracellulaire	 en	 glutamate.	 Nous	montrons	 que	 l‘excès	 de	 glutamate	 exerce	 un	 effet	
excitotoxique	 sur	 les	 bâtonnets	 et	 non	 les	 cônes,	 et	 que	 l’inhibition	 des	 récepteurs	
glutamatergiques	non-NMDA	protège	 les	bâtonnets.	Enfin,	nos	résultats	suggèrent	que	
l’utilisation	de	cystine	est	une	perspective	thérapeutique	envisageable	pour	atténuer	la	
toxicité	induite	par	les	macrophages	contre	les	bâtonnets.	
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Abstract:	
In	geographic	atrophy	(GA),	one	of	the	late	forms	of	Age-Related	Macular	Degeneration	

(AMD),	 an	 extending	 atrophic	 zone	 forms,	 characterized	 by	 the	 loss	 of	 the	 retinal	

pigment	 epithelium	 (EPR)	 and	 the	 degeneration	 of	 photoreceptors	 (PRs).	 Subretinal	

mononuclear	 phagocytes	 (MPs)	 accumulate	 in	GA	 (Gupta	 et	 al.,	 2003;	 Sennlaub	 et	 al.,	

2013),	and	IL-1β	is	responsible	for	MP-induced	rod	loss	and	cone	segment	degeneration	

(Eandi	et	 al.,	 2016;	Hu	et	 al.,	 2015).	We	show	that	 IL-1β	effect	on	rod	degeneration	 is	

indirect,	 and	mediated	by	glutamate,	which	extracellular	 concentration	 is	 increased	 in	

explants	 cultured	with	 IL-1β.	Our	 results	 indicate	 that	 IL-1β	 impairs	Müller	 glial	 cells	

glutamate	 recycling,	 recapture	 and	 cystine	 antiport,	 and	 subsequently	 leads	 to	 the	

extracellular	 increase	 in	 glutamate	 content.	 Inhibiting	 glutamate	 receptors	 to	 prevent	

excitotoxicity,	or	exogenous	cystine	supplementation	to	supply	antioxidant	metabolism	

are	sufficient	to	protect	rods	from	IL-1β-induced	neurotoxicity.	Our	results	will	help	to	

explore	new	perspectives	to	 treat	pathologies	associated	with	subretinal	 inflammation	

such	as	late	AMD.	
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Introduction:	
Age-related	 Macular	 Degeneration	 (AMD)	 is	 the	 leading	 cause	 of	 irreversible	

blindness	 in	 the	 industrialized	world	 (Klein	 et	 al.,	 2004).	 Geographic	 atrophy	 (GA),	 a	

clinical	 form	of	 late	AMD,	 is	 characterized	 by	 a	 slowly	 expanding	 lesion	of	 the	 retinal	

pigment	epithelium	(RPE)	and	photoreceptor	(PR)	(Sarks	et	al.,	1988).	So	far,	there	is	no	

available	treatment	to	stop	or	even	slow	the	degeneration	of	PR	and	RPE	cells,	and	spare	

vision	 in	 patients.	 Mononuclear	 phagocytes	 (MPs),	 a	 family	 of	 cells	 that	 include	

inflammatory	monocytes	 (Mo),	macrophages	 (Mϕ),	 and	 resident	macrophages	 such	as	

microglial	 cells	 (MCs)	 (Chow	et	 al.,	 2011),	 accumulate	 in	 the	 subretinal	 space	 in	GA	 in	

the	atrophic	region	and	the	transitional	zone	(TZ)	(Combadière	et	al.,	2007;	Guillonneau	

et	al.,	2017;	Gupta	et	al.,	2003;	Sennlaub	et	al.,	2013).	We	showed	that	subretinal	MPs	

observed	 in	 aged-	 and	 light-challenged	 mice	 are	 in	 part	 derived	 from	 circulating	

inflammatory	 Mos,	 and	 were	 mainly	 responsible	 for	 the	 observed	 rod	 photoreceptor	

loss	and	cone	outer	segment	degeneration	via	IL-1β	(Eandi	et	al.,	2016;	Sennlaub	et	al.,	

2013).	Genetic	or	pharmacological	 inhibition	of	 inflammatory	MP	recruitment	strongly	

inhibits	photoreceptor	degeneration	(Cruz-Guilloty	et	al.,	2013;	Guo	et	al.,	2012;	Kohno	

et	 al.,	 2013;	 Rutar	 et	 al.,	 2012;	 Sennlaub	 et	 al.,	 2013).	 Taken	 together,	 these	 results	

indicate	 that	 inflammatory	 cell	 derived-IL-1β	 is	 responsible	 for	 the	 observed	

photoreceptor	degeneration	in	GA	patients.	

The	Il-1β	gene	is	transcribed	after	pro-inflammatory	stimuli	and	encodes	for	the	

pro-IL-1β	protein.	 In	human,	 the	NLRP3	 inflammasome	 is	 constitutively	activated	and	

IL-1β	precursor	is	spontaneously	cleaved	by	caspase-1	to	produce	mature,	secretable	IL-

1β	 (Schroder	 and	Tschopp,	 2010).	 IL-1β	 expression	 and	 secretion	 is	 increased	 in	 the	

CNS	in	acute	and	chronic	neurodegenerative	diseases	(Shaftel	et	al.,	2008)	and	in	animal	

models	 (Eandi	et	 al.,	 2016;	Hu	et	 al.,	 2015).	 Inhibiting	 IL-1β	greatly	 reduced	neuronal	

cell	 death	 in	 models	 of	 acute	 injury	 and	 age-related	 neurodegenerative	 diseases	

(Cardona	 et	 al.,	 2006;	 Shaftel	 et	 al.,	 2008).	 However	 IL-1β	 receptor	 IL-1RI	 is	 poorly	

expressed	on	neurons	 in	comparison	to	glial	cells	(Huang	et	al.,	2011),	suggesting	that	

IL-1β	neurotoxicity	might	be	indirect.	Indeed,	it	is	generally	believed	that	IL-1β	itself	is	

not	neurotoxic,	but	rather	potentiate	neuronal	 injury	(Fogal	et	al.,	2007).	 In	 the	retina,	

IL-1RI	 immunoreactivity	 has	 been	 mainly	 observed	 on	 retinal	 astrocytes	 and	 Muller	

cells	(Scuderi	et	al.,	2015)	and	its	expression	on	photoreceptors	remains	controversial,	

suggesting	that	IL-1β	neurotoxicity	might	be	indirect	as	well.	Multiple	stimuli	have	been	
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shown	 to	 affect	 photoreceptor	 survival,	 including	 loss	 of	 trophic	 factors,	 metabolic	

changes,	 oxidative	 stress	 and	 loss	 of	 retinal	 homeostasis.	 In	 physiological	 conditions,	

glutamate	homeostasis	 is	 finely	 tuned	and	excessive	extracellular	glutamate	–	released	

during	neurotransmission	-	 is	uptaken	 through	 the	excitatory	amino	acid	 transporters	

EAATs	 (mostly	 EAAT1/GLAST)	 into	 the	 Muller	 cells,	 to	 be	 converted	 into	 glutamine.	

Under	pathological	conditions,	extracellular	glutamate	increases	as	a	consequence	of	an	

altered	 glutamate	 uptake	 and/or	 release.	 Glutamate	 excess	 induces	 an	 excessive	

stimulation	of	the	ionotropic	receptors	localized	on	retinal	neurons	-	including	rod	and	

cone	photoreceptors	 (Fletcher	et	 al.,	 2000;	Harvey	and	Calkins,	2002;	Haumann	et	 al.,	

2017;	Jakobs	et	al.,	2007),	resulting	in	neuronal	cell	death.	Glutamate	excitotoxicity	has	

been	demonstrated	 to	be	a	major	 threat	 for	 retinal	neurons	 from	 the	 inner	 retina	but	

also	for	photoreceptors	(Delyfer	et	al.,	2005).	IL-1β	has	been	shown	to	modify	glutamate	

homeostasis	by	(i)	altering	glutamate	uptake	and	glutamine	synthesis	by	Muller	cells	in	

models	 of	 ischemic	 retinopathies	 (Chen	 et	 al.,	 2014)	 and	 (ii)	 by	 increasing	 the	

transcription	 and	 the	 activity	 of	 the	 cystine/glutamate	 anti-porter	 system	 xc-	 in	 the	

hypoxic–ischemic	brain	astrocytes	leading	to	exacerbated	glutamate	release	(Fogal	et	al.,	

2007).	

We	previously	showed	that	MPs	are	responsible	for	photoreceptor	degeneration	

in	an	 IL-1β	dependent	mechanism.	We	hypothesized	 that	 subretinal	MP-derived	 IL-1β	

disrupts	glutamate	homeostasis,	leading	to	neuronal	photoreceptor	cell	death.	We	show	

that	 IL-1β	 does	 not	 induce	 direct	 photoreceptor	 cell	 death,	 but	 induces	 extracellular	

glutamate	 accumulation.	We	 show	 that	 CNQX	 -	 the	 inhibitor	 of	 non-NMDA	 glutamate	

ionotropic	receptors	-	inhibits	IL-1β-induced	rod	photoreceptor	cell	death,	but	is	unable	

to	prevent	cone	segment	shortening.	The	increase	in	extracellular	glutamate	content	is	

the	 result	 of	 Müller	 glial	 impairment	 in	 glutamate	 recycling,	 recapture	 and	 cystine	

antiport,	leading	to	a	cystine	lethal	deficiency	for	rod	photoreceptors.	
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Results:	
IL-1β	induces	rod	photoreceptor	degeneration	via	an	indirect	mechanism.	
	
We	 previously	 demonstrated	 that	 monocyte-derived	 IL-1β	 induces	 photoreceptor	

degeneration	(Eandi	et	al.,	2016;	Hu	et	al.,	2015).	However,	IL-1β	neurotoxic	effect	might	

not	 be	 direct	 (Dinarello,	 2011).	 Indeed	 in	 the	 retina,	 IL-1RI	 immunoreactivity	 on	

photoreceptors	remains	controversial.	As	previously	shown,	treatment	of	retinal	explant	

with	 IL-1β	 resulted	 in	 a	 3.3	 fold	 increased	 in	 the	 number	 of	 TUNEL	 positive	

photoreceptor	 nuclei	 (Fig.	 1A).	 In	 sharp	 contrast,	 addition	 of	 IL-1β	 to	 isolated	

photoreceptor	 culture	 medium	 did	 not	 result	 in	 a	 detectable	 cellular	 loss	 (Fig.	 1B),	

indicating	 that	 IL-1β	 toxicity	 requires	 a	 non-photoreceptor	 cell	 population	 to	 induce	

photoreceptor	 degeneration.	 IL-1β	 has	 been	 shown	 to	 disturb	 glutamate	 homeostasis	

(Prow	and	Irani,	2008;	Ye	et	al.,	2013)	:	therefore,	we	next	quantified	glutamate	in	the	

supernatant	of	retinal	explant	exposed	or	not	to	IL-1β.	We	show	that	IL-1β	induced	an	

increase	 in	 glutamate	 extracellular	 content	 from	 270	 to	 508	 µM	 (Fig.	 1C).	 Glutamate	

receptor	over-stimulation	by	glutamate	 induced	neuronal	death	 in	a	variety	of	cellular	

models,	including	photoreceptor	cell	death	(Delyfer	et	al.,	2005).	To	evaluate	the	effect	

of	extracellular	glutamate	increase,	we	next	cultured	retinal	explant	with	glutamate,	and	

analyzed	cones	and	rods	survival	as	previously	described	(Eandi	et	al.,	2016).	We	here	

demonstrate	 that	 similar	 to	 IL-1β,	 addition	 of	 glutamate	 to	 retinal	 explant	 culture	

medium	leads	to	rod	photoreceptor	degeneration,	with	a	5.8	fold	increase	(Fig.	1D).	In	

contrast	 to	 IL-1β,	glutamate	does	not	 induce	cone	outer	segment	(CS)	shortening	(Fig.	

1E).	Our	results	point	at	an	indirect	role	of	IL-1β	in	rod	photoreceptor	degeneration,	and	

show	that	glutamate	is	sufficient	to	induce	rod	apoptosis.	

	

AMPA/kainate	 receptor	 signaling	 is	 involved	 in	 IL-1β-mediated	 rod	
apoptosis	but	not	cone	degeneration.	
	
In	the	retina,	ionotropic	glutamate	receptors	are	mainly	localized	on	neurons,	including	

pre-synaptic	 rod	 and	 cone	 photoreceptors	 (Fletcher	 et	 al.,	 2000;	 Harvey	 and	 Calkins,	

2002;	Haumann	et	al.,	2017;	Jakobs	et	al.,	2007).	The	over-stimulation	of	these	receptors	

by	glutamate	leads	to	neuronal	cell	death	in	a	process	referred	to	as	excitotoxicity.	We	

first	quantified	glutamate	receptor	expression	in	retinal	explants	exposed	or	not	to	IL-1β	

for	 18h.	 Our	 results	 show	 that	 IL-1β	 increases	 the	 mRNA	 expression	 of	 glutamate	
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receptors	 GluA-2,	 GluA-4	 and	 GluK-1,	 thus	 possibly	 sensitizing	 neurons	 to	 glutamate	

excitotoxicity	 (Fig	2A-C).	To	evaluate	a	potential	 IL-1β-induced	excitotoxicity,	we	 then	

cultured	retinal	explants	exposed	to	IL-1β	with	or	without	CNQX	–	a	specific	antagonist	

of	AMPA/Kainate	receptor	-	or	MK-801	–	a	specific	antagonist	of	NMDA	receptors.	CNQX	

prevented	rod	photoreceptor	apoptosis	induced	by	IL-1β	(Fig	2D,E),	while	MK-801	was	

inefficient	to	reduce	rod	degeneration	(Data	not	shown).	Knowing	that	MPs	induce	rod	

degeneration	 via	 IL-1β,	 we	 next	 co-cultured	 retinal	 explants	 and	 human	 monocytes	

(hMos),	and	assessed	the	effect	of	CNQX	when	added	to	the	culture	medium.	Similarly	to	

IL-1β,	 CNQX	 efficiently	 prevented	 monocyte-induced	 rod	 photoreceptor	 degeneration	

(Fig.	 2F,G).	 Consistent	 with	 the	 absence	 of	 glutamate-induced	 cone	 segment	

degeneration,	CNQX	had	no	effect	on	 IL-1β-	 (Fig.	2H,I)	or	hMos-induced	 (Fig.	2J,K)	CS	

degeneration.	Taken	together,	our	results	indicate	that	MP	derived	degeneration	results	

from	ionotropic	non-NMDA	receptors	stimulation.	

	

IL-1β	disrupts	glutamate	homeostatic	regulation	in	Müller	glial	cells.	
	
In	 physiological	 conditions,	Müller	 glial	 cells	mediate	 glutamate	 uptake	 after	 synaptic	

release	 through	 excitatory	 amino	 acid	 transporters	 (EAATs)	 to	 avoid	 excitotoxic	

concentrations.	 Extracellular	 glutamate	 is	 mostly	 transported	 into	 the	 Müller	 cell	

through	 EAAT1/GLAST	 to	 be	 converted	 into	 glutamine;	 however,	 EAAT2	 also	

contributes	to	the	glutamate	uptake	(Niklaus	et	al.,	2017).	Conversely,	glutamate	can	be	

released	 form	glial	 cells	by	a	 cystine/glutamate	 transporter,	 the	xc-	 system.	Those	 two	

active	transporters	are	regulated	by	IL-1β	(Prow	and	Irani,	2008;	Shi	et	al.,	2016).	We	

previously	 found	extracellular	glutamate	 to	be	 increased	 in	 retinal	 explant	exposed	 to	

IL-1β	 (Fig.	1C):	we	 thus	analyzed	EAATs	and	xc-	 system	expression	 in	 retinal	 explants	

treated	 or	 not	 with	 IL-1β.	 First,	 to	 gain	 insight	 in	 the	 cellular	 distribution	 of	 these	

transporters,	we	isolated	MPs	and	Müller	cells	from	the	retina	by	magnetic	cell	sorting	

(Grosche	et	al.,	2016),	and	photoreceptors	by	differential	centrifugation,	and	quantified	

genes	 involved	 in	glutamate	homeostasis	by	RT-qPCR.	As	expected,	EAAT1	was	almost	

exclusively	 expressed	 by	 the	 Müller	 cells	 (CD11b-CD31-CD29+	 fraction),	 while	 EAAT2	

was	 expressed	 by	 Müller	 cells,	 neurons	 (CD11b-CD31-CD29-	 fraction)	 and	

photoreceptors	 (Fig.	 3A).	 IL-1β	 does	 not	 alter	 the	 expression	 of	 EAAT1	 on	 retinal	

explants,	 but	 induces	 the	 down-regulation	 of	 EAAT2	mRNA	 expression	 (Fig.3	 B).	 We	

next	quantified	the	xc-	system	subunit	xCT	mRNA	expression	in	the	retinal	fractions,	and	
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found	it	highly	expressed	in	the	Müller	cells,	and	to	a	lesser	extent	in	PRs,	but	not	in	the	

CD11b+	microglial	cell	fraction	(Fig.3	C).	xCT	expression	was	found	to	be	upregulated	by	

3.0	 fold	 in	retinal	explant	cultured	with	IL-1β.	Consistently	Nrf2,	a	 transcription	 factor	

known	to	regulate	xCT	expression,	was	also	 found	to	be	upregulated	by	1.9	 fold	in	 the	

entire	retina	(Fig.3	D).	RT-qPCR	performed	on	 isolated	 fractions	 from	explants	 treated	

or	not	with	IL-1β	revealed	that	xCT	increased	was	mostly	due	to	an	upregulation	of	xCT	

mRNA	 expression	 in	Müller	 glial	 cells,	 but	 not	 in	 neurons	 or	 isolated	 photoreceptors	

(Fig.	3E),	 suggesting	 that	Müller	 cells	 contribute	 to	xc-	 system-dependent	extracellular	

glutamate	 increase.	 To	 evaluate	 the	 impact	 of	 IL-1β	 on	 glutamate	 trafficking,	we	 next	

quantified	 the	 expression	 of	 glutamine	 synthetase	 (GS)	 and	 the	 glutamate	 content	 in	

isolated	Müller	cells.	GS	expression	was	decreased	by	2	fold	(Fig.	3	F)	after	addition	of	

IL-1β.	In	control	condition,	glutamate	is	undetectable	in	isolated	Müller	cells,	while	after	

18h	of	culture	with	 IL-1β,	glutamate	content	 increases	to	770	pmol/cell	 (Fig.3	G).	Our	

results	 thus	 indicate	 that	 IL-1β	 impairs	Müller	 cells	 capacity	 to	 recycle	glutamate	 into	

glutamine,	 and	 upregulates	 the	 xc-	 system	 expression.	 All	 together	 IL-1β	 increases	

glutamate	availability	in	glial	cell	and	favors	its	release	from	this	compartment.		

	

Microglial	cells	do	not	participate	to	glutamate	homeostasis	disruption	
induced	by	IL-1β.	
	
MPs	produce	large	amount	of	IL-1β,	disturbing	the	ability	of	astrocytes	(including	Müller	

cells)	 to	 uptake	 glutamate;	 but	 they	 can	 also	 be	 a	 source	 of	 glutamate	 (Kigerl	 et	 al.,	

2012).	We	thus	next	quantified	the	effect	of	IL-1β	on	microglial	activation	and	glutamate	

production.	Retinal	explants	were	cultured	for	18h	in	the	presence	or	not	of	IL-1β,	and	

microglial	 cells	 were	 phenotyped.	 We	 show	 that	 IL-1β	 induces	 resident	 microglia	

activation,	 as	quantified	by	 their	 cell	perimeter	 reduction	and	cell	 soma	area	 increase	

(Fig.	 4A,B).	 However,	 the	 mRNA	 expression	 of	 xCT	 in	 microglial	 cells	 isolated	 from	

retinal	explant	exposed	or	not	to	IL-1β	was	not	found	to	be	modified	(Fig.	4C).	We	next	

exposed	 isolated	 retinal	 microglial	 cell	 to	 IL-1β	 and	 quantified	 the	 extracellular	

glutamate	 in	 the	 supernatant.	 IL-1β	 did	 not	 modify	 extracellular	 glutamate	

concentration	(Fig.	4D),	suggesting	that	microglial	cells	do	not	participate	directly	to	the	

IL-1β-induced	glutamate	homeostasis	disruption.	
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Cystine	protects	PR	cells	from	IL-1β	induced	degeneration.	
	
We	have	shown	that	IL-1β-induced	overexpression	of	xCT	in	Müller	glial	cells	leads	to	an	

increase	 in	 extracellular	 glutamate	 (Fig.	 1C	 and	 3E).	 Therefore,	 photoreceptors	 are	

exposed	to	a	potent	excitotoxic	stimulus.	Contrary	to	Müller	glial	cells,	photoreceptor	xc-	

system	 is	 poorly	 expressed	 and	 is	 not	 upregulated	 by	 IL-1β	 (Fig.	 3C;E).	 We	 next	

hypothesized	that	high	levels	of	extracellular	glutamate	could	impair	cystine/glutamate	

antiport	by	the	xc-	system,	and	result	in	a	lack	of	intracellular	cystine	in	photoreceptors.	

As	cystine	is	required	for	the	production	of	the	antioxidant	glutathione,	cystine-deprived	

photoreceptor	 might	 be	 more	 susceptible	 to	 excitotoxic	 death.	 To	 address	 this	

hypothesis,	 we	 next	 cultured	 retinal	 explant	 with	 or	 without	 IL-1β	 for	 18h,	 and	

evaluated	 the	 ability	 of	 cystine	 to	 rescue	 photoreceptor	 from	 IL-1β-induced	

degeneration.	 Our	 results	 show	 that	 cystine	 totally	 inhibited	 IL-1β-induced	

photoreceptor	cell	death	(Fig.	5A	and	B).	In	line	with	our	previous	results,	dihydrokainic	

acid	(DHK),	a	known	inhibitor	of	EAAT	transporters	that	induces	extracellular	glutamate	

accumulation	(Matott	et	al.,	2017),	increases	photoreceptor	death	in	the	absence	of	 IL-

1β	 but	 did	 not	 exacerbate	 IL-1β–induced	 photoreceptor	 cell	 death	 (Fig.	 5C).	

Interestingly,	 DHK	 was	 sufficient	 to	 impair	 photoreceptor	 rescue	 mediated	 by	

exogenous	 extracellular	 cystine	 (Fig.	 5C).	 This	 result	 suggests	 that	 cystine	 protective	

effect	 relies	 on	 a	 delicate	 balance	 between	 extracellular	 glutamate	 and	 cystine	

concentration.	
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Discussion:		
	
IL-1β-induced	rod	degeneration	is	dependent	on	non-NMDA	glutamate	
signaling.	
	
MPs-derived	 IL-1β	 induces	 rod	 photoreceptor	 cell	 death	 by	 an	 unknown	 mechanism	

during	 experimental	 subretinal	 inflammation	 and	 GA	 (Hu,	 Calippe	 et	 al.	 2015,	 Eandi,	

Messance	et	al.	2016).	We	here	show	that	IL-1β	does	not	reduced	the	number	of	rods	in	

isolated	photoreceptor	cell	culture	(Fig.	1	B),	suggesting	that	 IL-1β	neurotoxic	effect	 is	

indirect	as	previously	reported	in	various	biological	system	(Fogal	et	al.,	2007;	Jackman	

et	 al.,	 2010;	 Koprich	 et	 al.,	 2008).	 Multiple	 stimuli	 have	 been	 shown	 to	 affect	

photoreceptor	 survival,	 including	 loss	 of	 trophic	 factors,	metabolic	 changes,	 oxidative	

stress	and	loss	of	glutamate	homeostasis.	We	here	show	that	IL-1β	induces	an	increase	

in	retinal	glutamate	extracellular	content	(Fig.	1	C)	and	that	glutamate	alone	is	sufficient	

to	 induce	 rod	photoreceptor	apoptosis	 (Fig.	1	D).	Glutamate	may	exerts	 its	 excitotoxic	

effect	 on	 neuron	 via	 the	 over-stimulation	 of	 inotropic	 glutamate	 receptor	 NMDA	 and	

non-NMDA	 (AMPA	 and	 Kainate)	 (Choi	 et	 al.,	 1987;	 Liu	 and	 Zukin,	 2007).	 Our	 results	

show	that	CNQX	prevented	rod	apoptosis	in	retinal	explants	cultured	in	the	presence	of	

IL-1β	 or	 co-cultured	 with	 monocytes	 indicating	 that	 rod	 apoptosis	 is	 mediated	 by	

glutamate	excitotoxicity	induced	through	non-NMDA	glutamate	receptors	(Fig.	4	D,E;	5	

F,G).	 The	 inhibitor	 MK-801	 was	 unable	 to	 prevent	 rod	 photoreceptors	 apoptosis	

indicating	 that	 rod	photoreceptor	degeneration	 is	non-dependent	on	NMDA	receptors.	

Consistent	 with	 our	 results,	 photoreceptor	 have	 been	 shown	 to	 express	 mainly	 non-

NMDA	receptors	(Harvey	and	Calkins,	2002;	Haumann	et	al.,	2017;	Jakobs	et	al.,	2007).	

We	 showed	 in	 retinal	 explants	 exposed	 to	 IL-1β	 that	 non-NMDA	 receptors	 AMPA-2,	

AMPA-4	 and	 Kainate-1	 were	 over-expressed,	 suggesting	 that	 IL-1β	 exposure	 could	

further	sensitize	retinal	neurons	to	glutamate-induced	excitotoxicity.	

	

Rod	and	cone	degenerative	pathways	are	distinct.	
	
We	 show	 that	 glutamate	 is	 unable	 to	 reproduce	 IL-1β-mediated	 cone	 segment	

shortening	(Fig.	1	E)	and	that	CNQX	does	not	prevent	cone	segment	reduction	induced	

by	IL-1β	or	hMos	(Fig.	5H-K).	Mechanisms	involved	in	cone	segment	shortening	are	thus	

different	 than	 those	 implied	 in	 rod	photoreceptor	degeneration.	 Indeed,	 cone	segment	

maintenance	depends	on	glucose	uptake	(Aït-Ali	et	al.,	2015)	and	the	stimulation	of	cone	



	 111	

glucose	 uptake	 by	 rod-derived	 cone	 viability	 factor	 (Aït-Ali	 et	 al.,	 2015)	 or	 insulin	

(Punzo	et	al.,	2009).	 IL-1β	thus	triggers	 independent	cytotoxic	 for	rods	and	cones.	The	

mechanism	 by	which	 IL-1β	 alters	 cone	 segment	 remains	 to	 be	 determined,	 but	 likely	

involves	a	deregulation	of	cone	metabolism.	

	

IL-1β	impairs	glutamate	homeostasis	in	Müller	cells.	
	
We	have	shown	that	IL-1β	induces	an	increase	in	retinal	glutamate	extracellular	content	

(Fig.	1	C).	We		assumed	that	it	might	result	from	an	increased	glutamate	release	through	

the	upregulation	of	 the	 cystine/glutamate	antiporter	xc-	 system	(Fogal,	 Li	 et	 al.	 2007),	

and/or	a	decreased	glutamate	uptake	via	the	glutamate	transporters	EAATs	(Chen	et	al.,	

2014).	 We	 showed	 that	 glutamate	 transporter	 EAAT2	mRNA	 levels	 were	 reduced	 in	

retinal	explants	cultured	with	IL-1β,	while	EAAT1/GLAST	transcription	was	unaffected	

(Fig.	3	B).	EAAT2	is	strongly	expressed	in	Müller	cells	and	has	been	shown	to	play	a	role	

in	retinal	glutamate	homeostasis	(Harada	et	al.,	1998;	Tse	et	al.,	2014)	in	addition	to	the	

main	 EAAT1/GLAST	 glutamate	 transporter.	 We	 showed	 that	 dihydrokainic	 (DHK),	 a	

selective	 EAAT2	 inhibitor,	 induced	 an	 increase	 in	 the	 number	 of	 TUNEL+	 rods,	

confirming	that	inhibition	of	glutamate	transport	through	EAAT2	is	associated	with	rod	

apoptosis.	Müller	 cells	 also	displayed	a	 reduced	glutamine	 synthetase	 (GS)	expression	

(Fig.	 3	 E).	 GS	 is	 an	 enzyme	 catalyzing	 the	 transformation	 of	 glutamate	 in	 non-toxic	

glutamine,	 and	 the	 reduction	 of	 its	 expression	 has	 previously	 been	 associated	 with	

Müller	 intracellular	 glutamate	 accumulation	 (Barnett	 et	 al.,	 2000).	 Accordingly,	 we	

measured	 an	 increased	 glutamate	 content	 in	 Müller	 glial	 cells	 after	 18h	 of	 retinal	

explants	 culture	with	 IL-1β	 (Fig.	3	F).	Müller	cells	 express	high	 level	of	 the	xc-	 system	

subunit,	xCT.	The	xc-	system	is	an	antiporter	uptaking	cystine	in	exchange	for	glutamate	

release	(Lewerenz	et	al.,	2013):	it	is	a	vital	antiporter,	fueling	cells	with	cystine	(Mysona	

et	 al.,	 2009),	 an	 amino	 acid	 required	 for	 the	 synthesis	 of	 the	 antioxidant	 glutathione	

(Cooper	 and	 Kristal,	 1997).	 We	 show	 that	 IL-1β	 increases	 the	 expression	 of	 xCT	 in	

Muller	 cells	 but	 not	 in	 photoreceptors.	 Together	 with	 the	 increase	 in	 intracellular	

glutamate,	 it	 allows	 IL-1β-stimulated	 Müller	 cells	 to	 import	 cystine	 and	 release	

glutamate.	Depending	on	the	context,	the	xc-	system	appears	to	have	ambivalent	effects	

on	neuronal	survival:	in	some	models,	its	inhibition	has	been	linked	to	oxidative	stress	

accumulation	 –	 resulting	 from	 glutathione	 deprivation	 –	 and	 neuronal	 cell	 death	

(Murphy	 et	 al.,	 1989;	 Shih	 et	 al.,	 2006),	 and	 in	 others,	 its	 increased	 function	 was	
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associated	with	neuronal	apoptosis	(Domercq	et	al.,	2007;	Fogal	et	al.,	2007;	Liu	et	al.,	

2014).	We	here	showed	that	xc-	system	over-expression	is	associated	with	neuronal	cell	

death.	 Taken	 together,	 our	 data	 suggest	 that	 IL-1β-induced	 glutamate	 recycling	

disruption	 in	Müller	 glia,	 exaggerated	 glutamate	 release	 by	 the	Müller	 xc-	 system	 and	

reduction	 of	 EAAT2	 glutamate	 uptake.	 This	 disruption	 in	 glutamate	 homeostasis	

providing	 Müller	 cells	 with	 cystine,	 a	 precursor	 of	 a	 potent	 antioxidant	 at	 the	

photoreceptor’s	expense.	

	

Cystine	rescue	rod	photoreceptors	from	IL-1β	induced	degeneration.	
	
In	contrast	to	Müller	cells,	photoreceptors	express	low	levels	of	xCT,	and	its	expression	

is	not	upregulated	by	IL-1β.	We	thus	hypothesized	that	photoreceptors	were	unable	to	

import	 cystine	 when	 retinal	 explants	 were	 cultured	 with	 IL-1β.	 To	 rescue	

photoreceptors,	 we	 thus	 added	 cystine	 to	 IL-1β	 treated	 retinal	 explant,	 to	 allow	

photoreceptor	 to	 uptake	 cystine	 even	 in	 a	 context	 of	 high	 extracellular	 levels	 of	

glutamate.	As	shown	in	Fig.	5,	1mM	cystine	was	sufficient	to	prevent	rod	apoptosis	(Fig.	

5	 A,B).	 Our	 data	 thus	 suggest	 that	 favoring	 the	 import	 of	 cystine	 and	 the	 subsequent	

production	of	 antioxidant	 in	photoreceptor	allowed	 these	 cells	 to	resist	 IL-1β-induced	

stress,	 and	 point	 at	 a	 delicate	 balance	 between	 extracellular	 glutamate	 and	 cystine	

concentration.	To	further	emphasize	the	importance	of	this	balance	between	glutamate	

and	 cystine,	 we	 cultured	 explants	 with	 IL-1β,	 cystine	 and	 DHK	 to	 further	 inhibit	

glutamate	uptake	by	Müller	 cells.	We	showed	that	addition	of	DHK	was	enough	 to	 re-

orientate	the	cystine/glutamate	balance	in	disfavor	of	photoreceptor	survival.		
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Geographic	 atrophy	 is	 characterized	 by	 subretinal	 inflammation.	 Mononuclear	

phagocyte	 accumulates	 in	 contact	 with	 rod	 and	 cones	 photoreceptor	 and	 trigger	

photoreceptor	degeneration	 in	an	IL-1β	dependent	mechanism.	We	here	show	that	 IL-

1β	 degeneration	 is	 due	 to	 an	 increased	 glutamate	 extracellular	 concentration	 and	

impaired	 cystine	 transport	 in	 photoreceptor.	 Our	 data	 point	 at	 different	 therapeutic	

options	 including	 glutamate	 signaling	 inhibition,	 xc-	 inhibition	 or	 cystine	

supplementation.	The	two	first	options	would	lead	to	an	inhibition	of	neurons-neurons	

communication	 and	 a	 loss	 of	 GSH	 antioxidant	 protection	 respectively.	 We	 here	 show	

that	cystine	supplementation	appears	as	an	alternate	and	attractive	mean	to	prevent	rod	

photoreceptor	degeneration	during	subretinal	inflammation.	
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Materials	and	methods:	
	
Mice	
	
C57Bl6/J	male	mice	were	obtained	from	JANVIER	Lab.	The	mice	were	aged	between	8	
and	15	weeks,	and	were	kept	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.		

Cell	sorting	
	
Isolated	retinae	were	incubated	with	papain	(0.2	mg/ml,	Roche,	Mannheim,	Germany)	in	
Ca2	-/Mg2	-free	phosphate-buffered	saline	containing	11	mM	glucose,	pH	7.4,	for	30	min	
at	37	°C,	followed	by	several	washing	steps	with	saline.	After	short	incubation	in	saline	
supplemented	 with	 DNase	 I	 (200	 U/ml),	 the	 tissue	 was	 triturated	 in	 extracellular	
solution	(ECS,	 that	contained	(mM)	135	NaCl,	3	KCl,	2	CaCl2,	1	MgCl2,	1	Na2HPO4,	10	
HEPES,	and	11	glucose,	adjusted	to	pH	7.4	with	Tris)	to	obtain	isolated	retinal	cells.	After	
centrifugation,	 the	 supernatant	 was	 removed	 and	 the	 cells	 were	 resuspended	 and	
incubated	 in	 ECS	 containing	 biotinylated	 hamster	 anti-CD29	 (clone	 Ha2/5,	 BD	
Biosciences,	 Heidelberg,	 Germany)	 for	 15	 min	 at	 4	 °C.	 After	 washes	 in	 ECS	 and	
centrifugation,	 cells	were	 taken	up	 in	ECS	containing	anti-biotin	MicroBeads	 (Miltenyi	
Biotec,	 Bergisch	 Gladbach,	 Germany)	 and	 incubated	 for	 10	 min	 at	 4	 °C.	 After	 an	
additional	 washing	 step	 in	 ECS,	 cell	 populations	 were	 separated	 using	 MACS®	 cell	
separation	 large	 cell	 columns	 (Miltenyi	 Biotec)	 according	 to	 the	 manufacturer’s	 rec-	
ommendation.	 If	 microglia	 cells	 were	 isolated	 in	 addition	 to	 Müller	 cells,	 the	 retinal	
suspension	was	incubated	with	CD11b-microbeads	(Miltenyi	Biotec)	for	15	min	at	4	°C	
and	positively	selected	using	MACS®	cell	separation	large	cell	columns	(Miltenyi	Biotec)	
before	Müller	cells	were	surface-labeled	for	MACS	sorting.	
	
Glutamic	acid	assay	
	
Glutamate	 concentration	was	 assessed	 in	 the	 supernatant	 of	 retinal	 explants	 cultured	
for	18hr	with	ou	without	IL-1β,	or	in	Müller	cell	lysate	obtained	after	cell	sorting.	In	the	
assay,	L-glutamic	acid	is	oxidized	by	glutamate	oxidase	to	produce	α-ketoglutarate,	NH3	
and	hydrogen	peroxide	(H2O2).	L-alanine	and	L-glutamate–pyruvate	transaminase	are	
included	 in	 the	 reaction	 to	 regenerate	 L-glutamic	 acid	 by	 transamination	 of	 α-
ketoglutarate,	 resulting	 in	 multiple	 cycles	 of	 the	 initial	 reaction	 and	 a	 significant	
amplification	of	the	H2O2	produced.	The	H2O2	reacts	with	AmplexTM	Red	reagent	(10-
acetyl-3,7-	dihydroxyphenoxazine)	in	a	1:1	stoichiometry	in	the	presence	of	horseradish	
peroxidase	 (HRP)	 to	 generate	 the	 highly	 fluorescent	 product,	 resorufin.	 This	 series	of	
reactions	allows	for	the	quanitification	of	glutamic	acid	based	on	resorufin	fluorescence.	
Because	 resorufin	 has	 a	 fluorescence	 emission	 maximum	 of	 approximately	 585	 nm,	
there	 is	 little	 interference	 from	autofluorescence	 in	most	biological	samples.	Reactions	
were	 conducted	according	 to	 the	manufacturer’s	 instructions	 (MyQubit	AmplexTM	Red	
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Glutamic	Acid	Assay,	Invitrogen).	

Monocytes	preparations,	monocyte-retinal	co-culture,	and	retinal	explants	
	
PBMCs	 were	 isolated	 from	 heparinized	 venous	 blood	 from	 healthy	 volunteer	
individuals.	In	accordance	with	the	Declaration	of	Helsinki,	volunteers	provided	written	
and	 informed	 consent	 for	 the	 human	 monocyte	 expression	 studies,	 which	 were	
approved	 by	 the	 Centre	 national	 d’Ophthalmologie	 des	 Quinze-Vingt	 hospital	 (Paris,	
France)	ethics	 committees	 (no.	913572).	Peripheral	blood	mononuclear	 cells	 (PBMCs)	
were	 isolated	 from	 blood	 by	 1-step	 centrifugation	 on	 a	 Ficoll	 Paque	 layer	 (GE	
Healthcare)	and	sorted	with	EasySep	Human	Monocyte	Enrichment	Cocktail	(StemCells	
Technology,	 Grenoble,	 France).	 Human	 Mos	 were	 seeded	 on	 polycarbonate	 filters	
floating	on	DMEM	for	2	hr.	C57BL/6J	mouse	retina	were	prepared	and	placed	with	the	
photoreceptors	facing	100,000	adherent	Mos	for	18	hr	at	37	̊C.	In	the	set	of	experiments,	
IL-1β	 (R&D;	 10	 ng/ml),	 glutamate	 (1mM),	 cystine	 (1mM),	 CNQX	 (100uM)	 or	
dihydrokainic	acid	(100uM)	were	used.	For	TUNEL	staining	(In	Situ	Cell	Death	Detection	
Kit,	Roche	Diagnostics,	Meylan,	France)	mouse	retinal	flat-mounts	were	fixed	in	4%	PFA	
for	30	min,	washed	in	1x	PBS	(pH	7.3),	 incubated	 for	90	min	at	37	̊C	with	the	reaction	
mixture	 and	 the	 reaction	 was	 stopped	 by	 washing	 with	 1x	 PBS.	 For	 immuno-
histochemistry	 the	 flat-mounts	 were	 incubated	 with	 Peanut	 agglutinin	 Alexa	 488	
(Thermofisher;	 1:50)	 or	 Iba-1	 (Abcam;	 1:400)	 overnight,	 and	 revealed	 with	 an	
appropriate	 antibody	 (Thermofisher).	 Nuclei	 were	 stained	 with	 Hoechst	 (Thermo-	
fischer;	 1:1000).	 Flat-mounts	 images	 were	 captured	 with	 an	 Olympus	 Confocal	
microscope.	PNA+cone	S	 (CS)	volume	was	quantified	on	confocal	microscopy	Z-stacks	
that	encompass	the	2	outermost	nuclei	of	 the	ONL	and	the	whole	outer	segments,	and	
divided	by	the	number	of	cones	in	the	field.		

Quantification	of	cone	outer	segment	volumes	
	
Cone	outer	segment	(OS)	volumes	were	quantified	using	Imaris	software	(Bitplane)	on	
stacks	 of	 confocal	 images,	 which	 contain	 the	 entire	 photoreceptor	 outer	 and	 inner	
segments,	 of	 PNA-stained	 retinal	 flatmounts.	 4	 randomly	 chosen	 stacks	 (technical	
replicates)	were	taken	per	retinal	explant.	The	software	then	calculated	the	volume	of	
the	 PNA+	 structures,	 which	 was	 subsequently	 divided	 by	 the	 number	 of	 PNA+	 CS	 to	
yield	 the	 average	 individual	 CS	 volume	 in	 the	 stack.	 The	 CS	 volume	 of	 each	 retinal	
explant	(biological	replicate)	was	calculated	as	the	mean	of	the	4	individual	stacks.		

Reverse	 transcription	 and	 real-time	 polymerase	 chain	 reaction	 (RT-PCR)	
	
RT-PCR	was	used	 to	measure	mRNA	expression	 levels.	Total	RNA	was	extracted	 from	
cell	fractions	isolated	from	retinal	explants,	or	total	retinal	explants,	cultured	for	18	hr	
on	 polycarbonate	 filters	 floating	 on	 DMEM	 using	 the	 Nucleospin	 RNA	 (740955,	
Macherey-Nagel,	 Düren,	 Germany)	 according	 to	 the	 manufacturer’s	 instructions	 and	
converted	 to	 cDNA	 using	 oligo	 (dT)	 as	 primer	 and	 Superscript	 II	 (Life	 Technologies).	
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Each	RT	assay	was	performed	in	a	20	mL	reaction.	Subsequent	RT-PCR	was	performed	
using	cDNA,	Sybr	Green	PCR	Master	Mix	(Life	Technologies)	and	the	following	sense	and	
antisense	primers:	AMPA-2	(5’-AAT	GTG	GAG	CCA	AGG	ACT	CG-3’	and	5’-	CCA	GCA	TTG	
CCA	AAC	CAA	GG	 -3’),	AMPA-4	 (5’-CGC	CTA	CTC	TTG	GCA	ATG	AC-3’	 and	5’-GTC	GAA	
CAG	CGC	AGA	ACT	C-3’),	Kainate-1	(5’-TGC	AGG	ACT	CGT	CCT	TTC	TG-3’	and	5’-GTG	AGA	
TTC	CCA	GCT	CTT	CC-3’),	EAAT1	(5′-TCA	ATG	CCC	TGG	GCC	TAG	TTG	T-3′	and	5′-GGG	
TGG	CAG	AAC	TTG	AGG	AGG-3′),	EAAT2	(5′-CCT	CCA	TCT	GAG	GAG	GCC	AAT-3′	and	5′-
CAG	CTG	CCT	AGC	AAC	CAC	TTC	T-3′),	Nrf2	(5’-TGC	CCC	TCA	TCA	GGC	CCA	GT-3’	and	5’-	
GCT	CGG	CTG	GGA	CTC	GTG	TT-3’),	xCT	(5’-AAA	CTT	GCT	AAG	CTC	TGT	GTT	GG-3’	and	
5’-CAC	ATC	ACA	TGT	TTG	TAC	ACT	CG-3’),	GS	(5’-CCC	CAA	CAA	GCT	GGT	GCT	AT-3’	and	
5’-TCC	ATT	CCA	AAC	CAG	GGG	TG-3’)	S26	5’-AAG	TTT	GTC	ATT	CGG	ATT	AAC-3’	and	5’-	
AGC	TCT	GAA	TCG	TGG	TG-3’)	(0.5	pmol/mL).	Real-time	PCR	was	performed	using	the	
Applied	 Bio-	 systems	 StepOne	 real-time	 PCR	 systems	 (Applied	 Biosystems)	 with	 the	
following	profile:	10	min	at	95	̊C,	 followed	by	a	 total	of	40	two-temperature	cycles	(15	
sec	at	95	̊C	and	1	min	at	60	̊C).	To	verify	the	purity	of	the	products,	a	melting	curve	was	
produced	 after	 each	 run	 according	 to	 the	 manufacturer’s	 instructions.	 Results	 were	
expressed	as	fold	induction	after	normalization	by	RPS26.		
 
Statistical	analysis	
	
Graph	 Pad	 Prism	 6	 (GraphPad	 Software)	 was	 used	 for	 data	 analysis	 and	 graphic	
representation.	 All	 values	 are	 reported	 as	 mean	 ±	 SEM.	 Statistical	 analysis	 was	
performed	by	one-way	Anova	analysis	of	variance	followed	by	Bonferroni	or	Dunnett’s	
post-test	(multiple	comparison	of	groups	with	equal	variance	and	normal	distribution),	
Kruskal-Wallis	 followed	by	a	Dunns	post-test	(non-parametric	multiple	 comparison	of	
groups)	or	Mann–Whitney	U	test	(non-parametric	2-group	experiments)	for	comparison	
among	means	depending	on	the	experimental	design.	The	p-values	are	indicated	in	the	
figure	legends.		
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Figures:	

	
Figure	1.	IL-1β	induces	photoreceptor	degeneration	via	an	indirect	mechanism.	(A)	Quantification	of	
TUNEL+	 nuclei	 in	 mouse	 retinal	 explants	 cultured	 with	 IL-1β	 (n=10/group,	 Mann-Whitney	 test,	
*p<0.0001).	 (B)	Quantification	 of	 the	 number	 of	DAPI+	 isolated	 rod	photoreceptor	 cultured	with	 IL-1β	
(n=4/group).	(C)	Glutamate	concentration	in	the	supernatant	of	retinal	explants	after	18	hours	of	culture	
with	 IL-1β	 (n=8/group,	Mann-Whitney	 test,	 *p=0.0152).	 (D)	 Orthogonal	 projection	 of	 confocal	 Z	 stack	
images	 of	 the	 outer	 nuclear	 layer	 of	 TUNEL-(red),	 Hoechst	 nuclear	 dye-	 (blue)	 stained	 mouse	 retinal	
explants	after	18	hours	of	culture	without	or	with	glutamate	1mM,	and	quantification	of	TUNEL+	nuclei	
(n=4/group,	Mann-Whitney	test,	*p=0.0286).	(E)	Oblique	and	perpendicular	(Inset)	–	3D	reconstruction	of	
confocal	Z	stack	images	of	the	photoreceptor	segments	of	mouse	retinal	explants	after	18	hours	of	culture	
with	or	without	glutamate	1mM,	after	peanut	agglutinin	(PNA,	green)	staining,	and	quantification	of	PNA+	
outer	segment	volume	(n=5/group).	
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Figure	 2.	 Glutamate	 is	 necessary	 to	 IL-1β-mediated	 rod	 apoptosis.	 (A,	 B,	 C)	 qRT-PCR	of	AMPA-2,	
AMPA-4	and	Kainate-1	normalized	with	S26	mRNA	in	total	retinal	explants	after	18	hours	of	culture	with	
IL-1β	 (n=6/group,	Mann-Whitney	 test,	 *p=0.0140,	 *p=0.0082,	 *p=0.0350	 respectively).	 (D)	 Orthogonal	
projection	 of	 confocal	 Z	 stack	 images	 of	 the	 outer	 nuclear	 layer	 of	 TUNEL-(red),	 Hoechst	 nuclear	 dye-	
(blue)	stained	mouse	retinal	explants	after	18	hours	of	culture	without	IL-1β,	with	IL-1β	or	with	IL-1β	and	
CNQX.	(E)	Quantification	of	ONL	TUNEL+	nuclei	(n=5/group,	Kruskal-Wallis,	Dunn’s	post	test,	*p=0.0029).	
(F)	Orthogonal	 projection	 of	 confocal	Z	 stack	 images	 of	 the	ONL	of	TUNEL-(red),	Hoechst	 nuclear	 dye-	
(blue)	stained	mouse	retinal	explants	after	18	hours	of	culture	without	hMos,	with	hMos	or	with	hMos	and	
CNQX.	(G)	Quantification	of	ONL	TUNEL+	nuclei	(n=5/group).	(H)	Oblique	and	perpendicular	(Inset)	–	3D	
reconstruction	of	confocal	Z	stack	images	of	the	photoreceptor	segments	of	mouse	retinal	explants	after	
18	hours	of	culture	without	IL-1β,	with	IL-1β	or	with	IL-1β	and	CNQX	after	peanut	agglutinin	(PNA,	green)	
staining.	(I)	Quantification	of	PNA+	outer	segment	volume	(n=4/group,	Kruskal-Wallis,	Dunn’s	post	test,	
*p=0.0228,	 *p=0.0279).	 (J)	 Oblique	 and	 perpendicular	 (Inset)	 –	 3D	 reconstruction	 of	 confocal	 Z	 stack	
images	of	the	photoreceptor	segments	of	mouse	retinal	explants	after	18	hours	of	culture	without	hMos,	
with	hMos	or	with	hMos	and	CNQX	after	peanut	agglutinin	 (PNA,	green)	staining.	 (K)	Quantification	of	
PNA+	outer	segment	volume	(n=3/group,	Kruskal-Wallis,	Dunn’s	post	test,	*p=0.0185).	
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Figure	 3.	 IL-1β	 disrupts	 glutamate	 homeostatic	 regulation	 in	 Müller	 glial	 cells.	 (A)	 qRT-PCR	 of	
EAAT1	and	EAAT2	normalized	with	S26	mRNA	in	retinal	cell	 fractions	(MPs:	CD11b+	cells;	Müller	cells:	
CD11b-CD31-CD29+	cells;	neurons:	CD11b-CD31-CD29-	and	PRs:	photoreceptors)	isolated	from	total	retina	
(n=3/group,	 Kruskal-Wallis,	 Dunn’s	 post	 test,	 *p=0.0282;	 n=3/group,	 Kruskal-Wallis,	 Dunn’s	 post	 test,	
*p=0.0281).	 (B)	 qRT-PCR	 of	 EAAT1	 and	 EAAT2	 normalized	 with	 S26	 mRNA	 in	 total	 retinal	 explants	
cultured	 with	 IL-1β	 (n=5/group,	 Mann-Whitney	 test,	 *p=0.0282;	 n=5/group,	 Mann-Whitney	 test,	
*p=0.0173).	(C)	qRT-PCR	of	xCT	normalized	with	S26	mRNA	in	retinal	cell	 fractions	(MPs:	CD11b+	cells;	
Müller	 cells:	 CD11b-CD31-CD29+	 cells;	 neurons:	 CD11b-CD31-CD29-	 and	 PRs:	 photoreceptors)	 isolated	
from	total	retina	(n=3/group).	(D)	qRT-PCR	of	xCT	and	Nrf2	normalized	with	S26	mRNA	in	total	retinal	
explants	 cultured	 with	 IL-1β	 (n=5/group,	 Mann-Whitney	 test,	 *p=0.0087;	 n=5/group;	 and	 *p=0.0317	
respectively).	(E)	qRT-PCR	of	xCT	normalized	with	S26	mRNA	in	Müller	cell,	neurons	and	photoreceptor	
fractions	isolated	from	retinal	explants	cultured	with	IL-1β	(n=6/group,	Mann-Whitney	test,	**p=0.0079).	
(F)	 qRT-PCR	 of	 GS	 normalized	 with	 S26	 mRNA	 in	 Müller	 cell	 fraction	 isolated	 from	 retinal	 explants	
cultured	 with	 IL-1β	 (n=6/group,	 Mann-Whitney	 test,	 *p=0.0152).	 (G)	 Glutamate	 concentration	 in	 the	
lysate	of	Müller	cell	fraction	isolated	from	retinal	explants	cultured	with	IL-1β	(n=5/group,	Mann-Whitney	
test,	*p=0.0152).	
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Figure	4.	Microglial	cells	do	not	participate	 to	glutamate	homeostasis	disruption.	 (A)	Orthogonal	
projection	 of	 confocal	 Z	 stack	 images	 of	 the	 outer	 retinal	 layers	 of	 Iba1-(green),	Hoechst	 nuclear	 dye-	
(blue)	stained	mouse	retinal	explants	after	18	hours	of	culture	without	or	with	IL-1β.	(B)	Quantification	
of	 the	cell	 perimeter	 and	 the	 soma	 area	 of	microglia	 from	 retinal	explants	 cultured	with	 IL-1β	 (t	 test,	
*p=0.0133	 and	 *p<0.0001	 respectively).	 (C)	 qRT-PCR	 of	 xCT	 normalized	 with	 S26	 mRNA	 in	 isolated	
microglial	cells	cultured	with	IL-1β	(n=4/group,	Mann-Whitney).	(D)	Glutamate	concentration	in	isolated	
microglial	cells	supernatant	cultured	with	IL-1β	(n=4/group,	Mann-Whitney).	
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Figure	5.	Cystine	protects	photoreceptors	from	IL-1β-induced	degeneration.	(A)	Orthogonal	projection	of	
confocal	Z	stack	images	of	the	outer	nuclear	layer	of	TUNEL-(red),	Hoechst	nuclear	dye-	(blue)	stained	mouse	
retinal	explants	after	18	hours	of	culture	without	IL-1β,	with	IL-1β	or	with	IL-1β	and	cystine.	(B)	Quantification	
of	 ONL	 TUNEL+	 nuclei	 (n=5/group,	 Kruskal-Wallis,	 Dunn’s	 post	 test,	 *p=0.0016).	 (C)	 Quantification	 of	 ONL	
TUNEL+	 nuclei	 in	 mouse	 retinal	 explants	 after	 18	 hours	 of	 culture	 with	 or	 without	 IL-1β,	 cystine	 or	 DHK	
(n=5/group,	Kruskal-Wallis,	Dunn’s	post	test,	*p=0.0317,	*p=0.0143).	
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1) Résumé des résultats de la thèse 
	
Les	travaux	présentés	ci-dessus	démontrent	l’accumulation	de	phagocytes	mononucléés	
dans	 l’espace	 sous-rétinien	 de	 patients	 atteints	 de	 DMLA	 atrophique,	 au	 niveau	 de	 la	
zone	atrophique,	et	de	la	zone	de	transition	qui	la	borde.	Nous	montrons	que	la	présence	
de	macrophages	est	associée	à	la	dégénérescence	des	photorécepteurs,	caractérisée	par	
l’apoptose	des	bâtonnets,	et	la	perte	des	segments	de	cônes.	Les	macrophages	induisent	
un	 phénotype	 similaire	 in	 vivo	 et	 ex	 vivo,	 et	 nos	 résultats	 montrent	 qu’IL-1β	 est	
nécessaire	à	l’induction	de	la	dégénérescence	des	photorécepteurs	par	les	macrophages.	
Nos	résultats	montrent	aussi	qu’IL-1β	induit	indirectement	l’apoptose	des	bâtonnets,	et	
créé	 une	 perturbation	 de	 l’homéostasie	 rétinienne	 du	 glutamate,	 traduite	 par	
l’augmentation	 de	 la	 concentration	 extracellulaire	 en	 glutamate.	 Nous	 montrons	 que	
CNQX	-	un	 inhibiteur	des	récepteurs	glutamatergiques	de	type	non-NMDA	-	permet	de	
prévenir	 la	 perte	 des	 bâtonnets	 induite	 par	 IL-1β,	 établissant	 l’existence	 d’un	
mécanisme	 excitotoxique	 induit	 par	 le	 glutamate.	 Enfin,	 nous	 montrons	 que	 l’apport	
exogène	 en	 cystine	 suffit	 à	 favoriser	 la	 survie	 des	 photorécepteurs	 en	 dépit	 de	 l’effet	
induit	 par	 IL-1β,	 probablement	 en	 rétablissant	 le	 fonctionnement	 du	 métabolisme	
antioxydant.	
	

2) Considérations générales sur la persistance sous-rétinienne des 
macrophages 
	
Nous	allons	voir	comment	ces	phagocytes	mononculéés	sont	recrutés,	et	quels	facteurs	
peuvent	modifier	 leur	survie	dans	 l’espace	 sous-rétinien,	 favorisant	 leur	accumulation	
chronique.	
	
Dès	 le	 stade	 précoce	 de	 la	 DMLA	 –	maculopathie	 liée	 à	 l’âge	 (MLA)	 –	 les	 phagocytes	
mononucléés	s’accumulent	en	grand	nombre	au	niveau	des	drusens	sous-rétiniens	(Levy	
et	al.,	2015a)	le	long	de	l’épithélium	pigmentaire	(EPR).	Cette	observation	suggère	que	la	
MLA	 est	 associée	 à	 un	 dysfonctionnement	 du	 potentiel	 immunosuppresseur	 de	 l’EPR,	
prévenant	l’élimination	de	ces	phagocytes.	Il	est	difficile	de	déterminer	si	c’est	la	perte	
de	fonction	de	l’EPR	qui	permet	l’accumulation	de	macrophages,	mais	il	apparaît	que	la	
persistance	 de	 l’inflammation	 sous-rétinienne	 associée	 à	 la	 présence	 de	 phagocytes	
mononucléés	 est	 liée	 à	 la	 progression	 de	 la	 maladie	 vers	 l’atrophie	 géographique.	
L’inhibition	 du	 recrutement	 CCR2-dépendant	 des	 macrophages	 (Guo	 et	 al.,	 2012)	 ou	
l’atténuation	 pharmacologique	 des	 monocytes	 (Kohno	 et	 al.,	 2013)	 diminuent	 la	
dégénérescence	 rétinienne,	 montrant	 clairement	 l’importance	 des	 macrophages	
inflammatoires	 dans	 la	 dégénérescence	 des	 photorécepteurs.	 Ces	 résultats	 sont	
confortés	 par	 l’étude	 de	 Sennlaub	 et	 al,	montrant	 que	 l’inhibition	 de	 l’axe	 CCL2/CCR2	
atténue	l’inflammation	sous-rétinienne	chez	la	souris	déficiente	en	Cx3cr1,	réduisant	la	
dégénérescence	des	photorécepteurs	(Sennlaub	et	al.,	2013).	
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2.1) Les polymorphismes génétiques 
	
Ces	 résultats	 ne	 justifient	 pas	 la	 persistance	 de	 l’inflammation	 sous-rétinienne,	 mais	
comme	 nous	 l’avons	 développé	 dans	 l’introduction,	 l’association	 entre	 certains	
polymorphismes	génétiques	–	comme	CFH	ou	APOE	-	et	la	prévalence	de	développer	une	
des	formes	tardives	de	la	DMLA	pourrait	permettre	d’éclaircir	certains	mécanismes.	En	
effet,	 certains	 travaux	 publiés	 par	 notre	 équipe	 ont	 permis	 de	 montrer	 comment	 la	
liaison	de	CFH	au	récepteur	CD11b/CD18	interfère	avec	l’interaction	TSP-1/CD47	-	qui	
favorise	 normalement	 l’élimination	 des	 macrophages	 (Calippe	 et	 al.,	 2017).	 D’autres	
données	non	publiées	montrent	que	CD47	et	TSP-1	sont	essentiels	à	la	potentialisation	
de	 l’élimination	 des	 macrophages	 par	 le	 système	 Fas/FasL.	 Ainsi,	 l’utilisation	 d’un	
agoniste	du	récepteur	CD47	pourrait	permettre	de	restaurer	l’effet	immunosuppresseur	
de	 l’EPR	 chez	 les	 patients	 atteints	 de	 DMLA.	 De	 plus,	 d’autres	 travaux	 ont	 montré	
l’association	entre	la	surexpression	d’APOE	et	IL-6	dans	l’inflammation	sous-rétinienne,	
induisant	une	diminution	de	 l’expression	de	FasL	par	 les	cellules	de	 l’EPR	(Levy	et	al.,	
2015a).	 L’utilisation	 d’inhibiteurs	 spécifiques	 d’IL-6	 pourrait	 permettre	 d’inhiber	 cet	
effet	 chez	 les	patients	atrophiques,	 et	 là	 encore	 rétablir	 l’effet	 immunosuppresseur	de	
l’EPR.	
	

2.2) Exposition à la lumière 
	
L’exposition	à	 la	 lumière	est	un	protocole	 couramment	utilisé	dans	notre	équipe	pour	
induire	 l’inflammation	 sous-rétinienne	 -	 chez	 la	 souris	 déficiente	 en	 Cx3cr1	 le	 plus	
souvent.	 Quand	 ces	 souris	 sont	 soumises	 à	 un	 cycle	 jour/nuit	 classique	 en	 animalerie	
(250	 lux	 lorsque	 les	 lumières	 sont	 allumées)	 tout	 au	 long	 du	 vieillissement,	 les	
macrophages	s’accumulent	dans	l’espace	sous-rétinien	avec	l’âge	:	mais	lorsqu’elles	sont	
maintenues	 à	 l’obscurité,	 on	 n’observe	 pas	 de	 telle	 accumulation	 (Combadière	 et	 al.,	
2007).	 Ce	 résultat	 montre	 que	 l’accumulation	 de	 macrophages	 est	 dépendante	 de	
l’exposition	à	 la	 lumière.	Un	modèle	de	 challenge	 lumineux	a	donc	été	développé,	 afin	
d’induire	 l’inflammation	 sous-rétinienne	 plus	 rapidement	 chez	 de	 jeunes	 souris,	 en	
soumettant	 les	 animaux	 pendant	 4	 jours	 à	 une	 intensité	 lumineuse	 de	 4500	 lux.	 Là	
encore,	on	observe	une	forte	accumulation	sous-rétinienne	de	phagocytes	mononucléés,	
alors	 que	 ce	 n’est	 pas	 le	 cas	 chez	 les	 souris	WT	 (Sennlaub	 et	 al.,	 2013).	 Lorsque	 des	
animaux	déficients	en	FasL,	TSP-1	ou	CD47	–	c’est-à-dire	des	facteurs	impliqués	dans	la	
résolution	de	l’inflammation	-	sont	soumis	au	même	challenge	lumineux,	on	observe	une	
forte	 accumulation	 de	 macrophages	 inflammatoires	 (Calippe	 et	 al.,	 2017;	 Levy	 et	 al.,	
2015a)	:	ce	résultat	suggère	que	les	souris	WT	exposées	à	la	lumière	ne	présentent	pas	
d’inflammation	sous-rétinienne	car	les	macrophages	sont	efficacement	éliminés	au	fur	et	
à	mesure,	et	non	pas	parce	qu’ils	ne	sont	pas	recrutés.		
On	 peut	 ainsi	 imaginer	 qu’un	 patient	 humain	 présentant	 certains	 facteurs	 de	 risque,	
comme	l’âge	et	une	prédisposition	génétique	entravant	la	résolution	de	l’inflammation,	
pourrait	 développer	 une	 inflammation	 sous-rétinienne	 importante	 et	 chronique	 après	
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une	 exposition	 prolongée	 à	 des	 fortes	 intensités	 lumineuses.	 A	 l’heure	 actuelle,	 aucun	
lien	 mécanistique	 n’a	 été	 clairement	 établi	 entre	 la	 lumière	 et	 l’activation	 des	
macrophages,	 mais	 on	 peut	 supposer	 l’induction	 de	 stress	 photo-oxydatif	 dans	 les	
segments	externes	des	photorécepteurs,	favorisant	le	recrutement	des	monocytes	et/ou	
la	diminution	de	l’effet	immunosuppresseur	de	l’EPR.	
	

2.3) Stress oxydant   
 
Certains	travaux	ont	mis	en	évidence	un	lien	entre	l’apport	massif	de	stress	oxydant	dû	à	
la	fumée	du	tabac,	et	une	diminution	de	l’expression	du	facteur	de	transcription	Nrf2	au	
niveau	 de	 l’EPR,	 ce	 qui	 pourrait	 affecter	 sa	 capacité	 à	 lutter	 contre	 le	 stress	 oxydant	
(Cano	et	al.,	2010;	Datta	et	al.,	2017).	L’exposition	chronique	à	la	fumée	de	cigarette	est	
aussi	 connue	 pour	 être	 un	 facteur	 aggravant	 dans	 de	 nombreuses	 pathologies	
inflammatoires	 ou	 certaines	 pathologies	 auto-immunes	 comme	 l’arthrite	 rhumatoïde	
(Vessey	et	al.,	1987).	La	consommation	de	tabac	pourrait	ainsi	participer	indirectement	
à	 l’accumulation	 sous-rétinienne	de	macrophages,	 et	 favoriser	 le	développement	de	 la	
DMLA,	mais	aucun	mécanisme	reliant	ces	deux	phénomènes	n’a	encore	été	clairement	
établi.	
	

2.4) Obésité & inflammation systémique 
	
Chez	 les	 patients	 obèses,	 les	 macrophages	 sont	 présents	 dans	 un	 état	 activé,	 et	 on	
mesure	 au	 niveau	 des	 tissus	 adipeux	 et	 du	 sang	 circulant	 une	 sécrétion	 accrue	 de	
cytokines	 pro-inflammatoires	 (Park	 et	 al.,	 2005).	 Or,	 plusieurs	 études	 montrent	 que	
l’insulino-résistance	et	le	développement	du	diabète	de	type	2	peuvent	être	induits	par	
la	 production	 d’IL-1β	 (Jager	 et	 al.,	 2007),	 d’IL-6	 (Vozarova	 et	 al.,	 2001),	 de	 TNF-α	
(Hotamisligil	et	al.,	1993)	et	de	CCL2	(Kawano	et	al.,	2016).	Ces	résultats	suggèrent	que	
le	 comportement	 alimentaire	 a	 un	 effet	 particulièrement	 fort	 sur	 la	 polarisation	 des	
macrophages,	 et	 favorise	 leur	 activation	 tout	 en	 les	 maintenant	 dans	 un	 état	 pro-
inflammatoire.	En	plus	d’avoir	un	 impact	 systémique,	 l’alimentation	 joue	aussi	un	rôle	
sur	 la	 composition	 du	 microbiote	 intestinal,	 que	 l’on	 sait	 impacter	 fortement	 le	
fonctionnement	 du	 système	 immunitaire	 (Sommer	 and	 Bäckhed,	 2013).	 Une	 étude	
publiée	 en	 2016	 a	 montré	 que	 des	 souris	 soumises	 à	 un	 régime	 riche	 en	 graisses	
présentent	des	perturbations	de	la	composition	de	leur	microbiote	intestinal,	favorisant	
le	développement	de	lésions	néo-vasculaires	associées	à	la	DMLA	dans	un	modèle	induit	
par	photo-coagulation	laser	(Andriessen	et	al.,	2016).	Andriessen	et	al	établissent	ainsi	
que	 l’induction	 de	 la	 dysbiose	 déclencheraient	 une	 inflammation	 systémique	 en	
augmentant	la	perméabilité	intestinale	au	PAMPs	(Andriessen	et	al.,	2016).	
En	 conclusion	 le	 surpoids,	 et	 plus	 généralement	 le	 comportement	 alimentaire,	 ont	 un	
impact	 profond	 sur	 l’excitabilité	 des	 macrophages,	 et	 pourraient	 effectivement	
contribuer	à	l’augmentation	du	risque	de	développer	la	DMLA	même	si	là	encore	aucun	
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lien	direct	n’a	été	établi.	
	

3) Perspectives thérapeutiques 
	
Actuellement,	 il	 n’existe	 pas	 de	 traitement	 pour	 soigner	 ou	 ralentir	 la	 progression	 de	
l’atrophie	 géographique.	 Comme	 nous	 l’avons	 vu,	 les	 raisons	 pour	 lesquelles	 les	
phagocytes	 mononucléés	 peuvent	 s’accumuler	 dans	 l’espace	 sous-rétinien	 sont	
variables,	et	 il	est	difficile	de	développer	une	thérapie	qui	 les	cible	efficacement.	Notre	
travail	 a	 donc	 consisté	 à	 identifier	 les	 mécanismes	 de	 toxicité	 induits	 par	 les	
macrophages,	 afin	 de	 lutter	 contre	 leurs	 effets.	 Nous	 présentons	 ci-dessous	 quelques	
pistes	envisageables.	
	

3.1) Inhibition des récepteurs au glutamate 
	
Nous	 avons	 montré	 que	 l’IL-1β	 induit	 une	 libération	 excessive	 de	 glutamate	 dans	 le	
milieu	 extracellulaire	 rétinien,	 entraînant	 la	 mort	 des	 bâtonnets	 via	 un	 mécanisme	
excitotoxique	 impliquant	 les	 récepteurs	 AMPA/Kainate.	 On	 pourrait	 donc	 envisager	
d’utiliser	 des	 inhibiteurs	 spécifiques	 de	 ces	 récepteurs,	 afin	 de	 prévenir	 la	
dégénérescence	des	bâtonnets.	
De	 nombreuses	 études	 ont	 précédemment	 été	 conduites	 dans	 l’objectif	 d’inhiber	 les	
récepteurs	 glutamatergiques	 et	 favoriser	 la	 neuro-protection.	 Malheureusement,	
nombre	d’entre	elles	visaient	 les	récepteurs	de	type	NMDA	(Lai	et	al.,	2014),	ce	qui	ne	
serait	 probablement	 pas	 efficace	 dans	 notre	 modèle	 étant	 donné	 que	 les	 récepteurs	
NMDA	ne	sont	à	notre	connaissance	pas	ou	peu	exprimés	par	les	photorécepteurs.	
On	sait	que	la	sur-stimulation	des	récepteurs	non-NMDA	entraîne	un	fort	influx	de	Ca2+	
qui	 induit	 secondairement	 la	 mort	 neuronale.	 Le	 topiramate	 est	 un	 médicament	
antiépileptique	 utilisé	 pour	 diminuer	 l’excitabilité	 neuronale	 et	 favoriser	 la	
neuroprotection,	en	réduisant	 l’influx	de	Ca2+	induit	par	la	stimulation	des	récepteurs	
AMPA/Kainate	 (Poulsen	 et	 al.,	 2004).	 Ce	 médicament	 pourrait	 donc	 présenter	 une	
perspective	thérapeutique	intéressante	:	en	effet,	le	glutamate	est	le	neurotransmetteur	
excitateur	rétinien	majeur,	et	inhiber	totalement	ses	récepteurs	rendrait	probablement	
les	 patients	 aveugles.	 Il	 est	 préférable	 d’envisager	 une	 approche	 similaire	 à	 celle	 du	
topiramate,	réduisant	l’excitabilité	des	neurones,	sans	totalement	l’inhiber.		
Enfin,	 d’autres	 approches	 plus	 générales	 ont	 été	 développées,	 par	 exemple	 via	
l’utilisation	du	fingolimod	(FTY720),	un	modulateur	des	récepteurs	de	la	sphingosine-1-
phosphate	 utilisé	 dans	 la	 sclérose	 en	 plaque.	 Le	 fingolimod	 exerce	 une	 effet	
neuroprotecteur	 anti-excitotoxique	 de	manière	 indirecte,	 en	 régulant	 négativement	 la	
neuro-inflammation	induite	par	les	macrophages	(Cipriani	et	al.,	2015).	
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3.2) Inhibition du système xc
- 

	
Nous	avons	montré	que	l’IL-1β	induit	une	surexpression	du	système	xc-	dans	les	cellules	
gliales	 de	 Müller,	 associée	 à	 la	 libération	 accrue	 de	 glutamate.	 On	 pourrait	 donc	
envisager	 l’inhibition	 de	 cet	 anti-porteur,	 afin	 de	 prévenir	 en	 partie	 l’accumulation	
extracellulaire	de	glutamate.	
	
Dans	 le	 gliome,	 l’expression	 du	 système	 xc-	 est	 augmentée,	 alors	 que	 celle	 des	
transporteurs	 au	 glutamate	 comme	 EAAT2	 est	 compromise.	 En	 conséquence,	 le	
glutamate	 libéré	 par	 les	gliomes	 s’accumule	 dans	 le	milieu	 extracellulaire,	 et	 induit	 la	
mort	 par	 excitotoxicité	 des	 neurones	 environnants.	 Ces	 conditions	 fournissent	 un	
environnement	 idéal	 au	développement	des	 cellules	du	gliome,	qui	se	 répandent	alors	
plus	facilement	(Ye	et	al.,	1999).	Ces	découvertes	ont	stimulé	la	recherche	d’inhibiteurs	
spécifiques	du	système	xc-,	et	conduit	à	la	découverte	de	deux	agents	pharmacologiques	:	
la	 (S)-4-carboxyphenylglycine	 (S-4CPG)	 (Ye	 and	 Sontheimer,	 1999),	 et	 la	 sulfasalazine	
(Gout	 et	 al.,	 2001).	 L’inconvénient	 de	 la	 S-4CPG	 est	 qu’elle	 n’est	 pas	 exclusivement	
spécifique	 du	 système	 xc-,	 et	 inhibe	 les	 récepteurs	 métabotropiques	 du	 groupe	 I	
(Doherty	et	al.,	1999).	La	sulfasalazine	présente	l’intérêt	d’avoir	déjà	été	approuvée	par	
le	FDA	dans	le	traitement	de	pathologies	intestinales	inflammatoires	comme	la	maladie	
de	Crohn.	Cependant,	la	prise	de	sulfasalazine	n’est	autorisée	que	par	voie	orale,	et	celle-
ci	 est	métabolisée	 dans	 l’intestin	 par	 les	 azoréductases,	 ce	 qui	 la	 rend	 inefficace	 pour	
inhiber	le	système	xc-	après	avoir	rejoint	la	circulation	sanguine	(Azadkhan	et	al.,	1982).	
Si	 elle	 était	 autorisée,	 l’injection	 intra-vitréenne	 de	 sulfasalazine	 pourrait	 peut-être	
s’avérer	 efficace,	 ou	 l’utilisation	 d’autres	 analogues	 pourrait	 être	 envisagée	 (Shukla	 et	
al.,	2011).	
	
Mais	 il	 faut	 être	 prudent,	 car	 la	 régulation	 de	 l’équilibre	 homéostatique	 d’un	 tissu	
tumoral	 ne	 peut	 pas	 être	 transposée	 stricto	sensu	 à	 celle	 de	 la	 rétine	 fonctionnelle,	 et	
comme	nous	l’avons	vu,	il	est	très	compliqué	de	manipuler	les	équilibres	du	glutamate	
au	sein	de	la	rétine.	Le	système	xc-	est	un	anti-porteur	essentiel	pour	fournir	les	cellules	
en	cystine	(Mysona	et	al.,	2009),	un	acide	aminé	requit	pour	 la	synthèse	du	glutathion	
antioxydant	 (Cooper	 and	Kristal,	 1997).	 Ainsi,	 selon	 le	 contexte,	 le	 système	 xc-	semble	
exercer	 des	 effets	 ambivalents	 sur	 la	 survie	 neuronale.	 Dans	 certains	 modèles,	 son	
inhibition	a	été	associée	à	l’accumulation	de	stress	oxydant	–	résultant	du	défaut	dans	la	
synthèse	de	glutathion	–	et	à	la	mort	neuronale	(Murphy	et	al.,	1989b;	Shih	et	al.,	2006).	
Dans	 d’autres	 modèles,	 l’accroissement	 de	 l’activité	 du	 système	 xc-	 a	 été	 associée	 à	
l’apoptose	neuronale	(Domercq	et	al.,	2007;	Fogal	et	al.,	2007;	Liu	et	al.,	2014).		
	
Nous	prévoyons	donc	d’explorer	l’effet	de	l’inhibition	du	système	xc-	dans	notre	modèle	
d’explants	rétiniens,	cultivés	en	présence	d’IL-1β.		
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3.3) Inhibition du stress oxydant induit par l’excitotoxicité  
	
Nous	avons	montré	que	 l’apport	 exogène	de	 cystine	permet	de	 réduire	 l’apoptose	des	
bâtonnets	induite	par	l’IL-1β.	Ce	résultat	suggère	que	l’augmentation	de	la	concentration	
extracellulaire	en	cystine	permet	de	faire	à	nouveau	fonctionner	le	système	xc-	exprimé	
par	 les	 photorécepteurs,	 en	 contrebalançant	 son	 inhibition	 induite	 par	 la	 forte	
concentration	extracellulaire	en	glutamate.	On	peut	penser	que	fournir	les	bâtonnets	en	
cystine	 permet	 de	 remettre	 en	 marche	 la	 machinerie	 antioxydante,	 favorisant	 leur	
survie	dans	un	environnement	excitotoxique.	
Les	 photorécepteurs	 sont	 particulièrement	 sensibles	 aux	 stress	 oxydatif	 de	 par	 leur	
consommation	 importante	 d’oxygène.	 Nous	 prévoyons	 donc	 d’exploiter	 cette	 piste	 en	
utilisant	 des	 inhibiteurs	 spécifiques	 permettant	 de	 contrôler	 l’accumulation	 de	 stress	
oxydant	 induite	 par	 l’excitotoxicité.	 De	 toutes	 les	 cibles	 potentielles,	 le	 peroxynitrite	
présente	un	intérêt	particulier	car	contrairement	aux	ROS,	il	ne	présente	pas	de	fonction	
physiologique	reconnue	(Pacher	et	al.,	2007).	La	production	de	peroxynitrite	résulte	de	
l’interaction	entre	l’oxyde	nitrique	et	le	superoxyde,	et	induit	des	dommages	à	l’ADN	et	
aux	mitochondries,	ainsi	que	la	déplétion	des	réserves	antioxydantes	(Beckman,	1996).	
Afin	de	contrer	son	effet,	nous	envisageons	l’utilisation	du	sodium	disufenton	(NXY-059,	
ou	Cerovive),	un	composé	capable	d’éliminer	très	efficacement	le	peroxynitrite,	et	qui	a	
déjà	 montré	 son	 efficacité	 en	 tests	 cliniques	 (Lees	 et	 al.,	 2006).	 L’utilisation	 d’acide	
urique	pourrait	aussi	être	envisagée	:	ce	composé	prévient	la	mort	cellulaire	induite	par	
le	 glutamate	 (Yu	 et	 al.,	 1998),	 et	 supprime	 les	 dommages	 induits	 par	 les	 ROS	 ou	 le	
peroxynitrite	(Squadrito	et	al.,	2000).	De	même,	l’edaravone,	une	drogue	anti-oxydante	
éliminant	 les	 résidus	 hydroxyl	 et	 peroxyl	 ainsi	 que	 les	 radicaux	 superoxides,	 a	 déjà	
montré	 sa	 capacité	 à	 inhiber	 les	mécanismes	 pathologiques	 associés	 à	 l’inflammation	
chronique	(Lapchak,	2010),	et	son	utilisation	pourrait	être	envisagée	dans	des	modèles	
d’inflammation	sous-rétinienne.	
	

3.4) Mode d’application 
	
La	 rétine	 est	 un	 tissu	 nerveux	 qui	 présente	 l’avantage	 d’être	 relativement	 accessible.	
L’injection	 intra-vitréenne	 permet	 d’injecter	 localement	 directement	 dans	 le	 vitré,	 en	
traversant	la	sclère	au	niveau	de	l’ora	serrata.	Cette	technique	est	couramment	utilisée	-	
dans	le	traitement	de	la	DMLA	exsudative	par	exemple,	avec	l’injection	d’anticorps	anti-
VEGF	 inhibant	 la	néo-vascularisation.	Ce	mode	d’injection	est	 relativement	bien	 toléré	
chez	 les	 patients,	 et	 présente	 peu	 de	 complications	 graves,	 ce	 qui	 en	 rend	 possible	 la	
pratique	 jusqu’à	 une	 fréquence	 d’une	 injection	 par	 mois.	 De	 plus,	 la	 présence	 de	 la	
barrière	hémato-rétinienne	permet	d’éviter	 la	diffusion	dans	 la	 circulation	 systémique	
de	protéines	ayant	un	poids	moléculaire	supérieur	à	30kDa.	
Mais	la	découverte	d’un	médicament	à	application	topique,	c’est-à-dire	qui	pourrait	être	
appliqué	 sur	 la	 surface	 de	 l’œil	 au	 niveau	 de	 la	 conjonctive,	 serait	 un	 progrès	
remarquable	pour	la	qualité	de	vie	des	patients.	Il	a	été	montré	que	l’application	topique	



	 137	

de	 peptides	 inhibiteurs	 de	 calpaïnes	 permet	 de	 prévenir	 la	 dégénérescence	 des	
photorécepteurs	 dans	 certains	 modèles	 (Ozaki	 et	 al.,	 2012).	 Ainsi,	 un	 antioxydant	
pourrait	être	un	très	bon	candidat	pour	ce	type	d’approche.	
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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,

Immunity 46, 261–272, February 21, 2017 ª 2017 Elsevier Inc. 261
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Abstract
Dystrophin-Dp71 being a key membrane cytoskeletal protein, expressed mainly in Müller cells that provide a mechanical link
at the Müller cell membrane by direct binding to actin and a transmembrane protein complex. Its absence has been related to
blood-retinal barrier (BRB) permeability through delocalization and down-regulation of the AQP4 and Kir4.1 channels (1). We
have previously shown that the adeno-associated virus (AAV) variant, ShH10, transduces Müller cells in the Dp71-null mouse
retina efficiently and specifically (2,3). Here, we use ShH10 to restore Dp71 expression in Müller cells of Dp71 deficient mouse
to study molecular and functional effects of this restoration in an adult mouse displaying retinal permeability. We show that
strong and specific expression of exogenous Dp71 in Müller cells leads to correct localization of Dp71 protein restoring all pro-
tein interactions in order to re-establish a proper functional BRB and retina homeostasis thus preventing retina from oedema.
This study is the basis for the development of new therapeutic strategies in dealing with diseases with BRB breakdown and
macular oedema such as diabetic retinopathy (DR).
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inflammation and capillary degeneration
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Abstract
Wehavepreviously shown that thedeletion of the dystrophinDp71 gene induces a highly permeable blood–retinal barrier (BRB).
Given that BRB breakdown is involved in retinal inflammation and the pathophysiology of many blinding eye diseases, herewe
investigated whether the absence of Dp71 brings out retinal vascular inflammation and vessel loss by using specific Dp71-null
mice. The expression of vascular endothelial growth factor (VEGF), quantified by quantitative polymerase chain reaction and
enzyme-linked immunosorbent assaymethods, was higher in the retina of Dp71-null mice than in wild-typemice. In contrast,
no differenceswere observed inVEGFR-2 and tumornecrosis factor-α expression.Moreover,mRNAexpression ofwater channel,
aquaporin 4 (AQP4) was increased after Dp71 deletion. The Dp71 deletion was also associated with the overexpression of
intercellular adhesion molecule 1, which is expressed on endothelial cells surface to recruit leukocytes. Consistent with these
findings, the total number of adherent leukocytes per retina, assessed after perfusion with fluorescein isothiocyanate-
conjugated concanavalin A, was increased in the absence of Dp71. Finally, a significant increase in capillary degeneration
quantified after retinal trypsin digestion was observed in mice lacking Dp71. These data illustrate for the first time that the
deletion of Dp71 was associated with retinal vascular inflammation, vascular lesions with increased leukocyte adhesion and
capillary degeneration. Thus, dystrophin Dp71 could play a critical role in retinal vascular inflammation disease, and therefore
represent a potential therapeutic target.

Introduction
Duchenne muscular dystrophy (DMD) gene (2.5 Mb), located on
X chromosome, is composed of 79 exons (1,2). Different muta-
tions in this gene induce progressive wasting of skeletal and car-
diac muscles in DMD and Becker muscular dystrophy (BMD)

patients (3). One-third of these patients present also cognitive
impairments associated with cortical ischemic infarcts (4). In
the retina, when measured in dark-adapted (scotopic) condi-
tions, the electroretinogram (ERG) shows reduced amplitude of
the b-wave response in 80% of DMD patients (5). Moreover, it
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PURPOSE. Breakdown of the inner blood–retinal barrier (iBRB) occurs in many retinal disorders
and may cause retinal edema often responsible for vision loss. Dexamethasone is used in
clinical practice to restore iBRB. The aim of this study was to characterize the impact of a
surgically induced iBRB breakdown on retinal homeostatic changes due to dystrophin Dp71,
aquaporin-4 (AQP4), and Kir4.1 alterations in Müller glial cells (MGC) in a mouse model. The
protective effect of dexamethasone was assessed in this model. Moreover, retinal explants
were used to control MGC exposure to a hypoosmotic solution containing barium.

METHODS. Partial lens surgery was performed in C57BL6/J mice. Dystrophin Dp71, AQP4, and
Kir4.1 expression was analyzed by quantitative RT-PCR, Western blot, and immunohisto-
chemistry. Twenty-four hours after surgery, mice received a single intravitreal injection of
dexamethasone or of vehicle.

RESULTS. After partial lens surgery, iBRB permeability increased while Dp71 and AQP4 were
downregulated and Kir4.1 was delocalized. These effects were partially prevented by
dexamethasone injection. In the retinal explant model, MGC were swollen and Dp71, AQP4,
and Kir4.1 were downregulated after exposure to a hypoosmotic solution containing barium,
but not in the presence of dexamethasone. Heat shock factor protein 1 (HSF1) was
overexpressed in dexamethasone-treated retinas.

CONCLUSIONS. Partial lens surgery induces iBRB breakdown and molecular changes in MGC,
including a downregulation of Dp71 and AQP4 and the delocalization of Kir4.1. Dexametha-
sone seems to protect retina from these molecular changes by upregulating HSF1.

Keywords: blood-retinal barrier, retinal edema, Irvine Gass syndrome, dystrophin Dp71
mouse model, ocular surgery, macular edema, dexamethasone

Müller glial cells (MGC) and astrocytes participate in the
formation and maintenance of the inner blood–retinal

barrier (iBRB), which is required for a normal vision. Transport
processes and tight junctions between the vascular endothelial
cells composing the iBRB regulate the flow of ions, nutrients,
water, and toxic molecules between the retina and vessels to
preserve the proper balance necessary for neuronal function.1

The loss of iBRB alters the balance of fluids between retinal
tissues and retinal vessels. It may cause retinal edema with
intraretinal fluid accumulation that may be partially compen-
sated by the continuous fluid reabsorption by MGC2 and the
retinal pigment epithelium.3

Müller glial cells are the predominant type of glial cells in
the vertebrate retina, and they regulate retinal extracellular

ionic homeostasis4,5 through cooperation between the rectify-
ing potassium channel Kir4.16,7 and the selective water
transport protein, aquaporin-4 (AQP4). In normal mouse retina,
AQP4 and Kir4.1 are strongly expressed in MGC and mainly
localized at MGC endfeet and in processes surrounding the
blood vessels. In many retinal diseases, including diabetic
retinopathy, retinal vein occlusion, and retinal detachment with
iBRB breakdown, the expression and distribution of these
channels are altered in MGC.8–11 Another important function of
MGC is the uptake of neurotransmitters supporting the
synaptic activity. A MGC is a neurotransmitter recycler whose
neuroprotective effect prevents retinal neurons from the long-
lasting toxicity of neurotransmitters.12,13 These phenomena are
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Résumé	:	
La	Dégénérescence	Maculaire	Liée	à	l’Age	(DMLA)	est	la	première	cause	de	cécité	légale	dans	les	
pays	 industrialisés	 chez	 les	 personnes	 âgées.	 L’atrophie	 géographique	 –	 l’une	 des	 formes	
tardives	 de	 la	 DMLA	 -	 est	 caractérisée	 par	 la	 perte	 de	 l’épithélium	 pigmentaire	 et	 la	
dégénérescence	des	photorécepteurs.	Nous	groupe	a	montré	précédemment	que	dans	l’atrophie	
géographique,	 les	phagocytes	mononucléés	 (PMs)	s’accumulent	dans	 l’espace	 sous-rétinien,	 et	
induisent	la	dégénérescence	rétinienne	via	la	production	d’IL-1β.	Dans	un	premier	temps,	nous	
montrons	 que	 la	 présence	 de	 PMs	 sous-rétiniens	 est	 associée	 à	 la	 perte	 des	 bâtonnets	 et	 la	
dégénérescence	des	segments	de	cônes	dans	la	zone	de	transition	de	patients	atrophiques.	Nous	
montrons	ensuite	dans	différents	modèles	in	vivo	et	ex	vivo	que	les	macrophages	récapitulent	ces	
effets,	et	qu’IL-1β	est	nécessaire	à	la	perte	des	segments	externes	des	cônes	induite	par	les	PMs.	
Dans	 un	 deuxième	 temps,	 nos	 résultats	 montrent	 qu’IL-1β	 induit	 indirectement	 la	 mort	 des	
bâtonnets,	 en	 perturbant	 l’homéostasie	 rétinienne	 du	 glutamate.	 L’inhibition	 des	 récepteurs	
glutamatergiques	pour	prévenir	l’excitotoxicité	du	glutamate,	ou	la	supplémentation	en	cystine	
favorisant	la	restauration	de	la	machinerie	neuronale	antioxydante,	permettent	de	protéger	les	
bâtonnets	de	la	toxicité	induite	par	IL-1β.	L’ensemble	de	nos	résultats	démontre	le	rôle	joué	par	
IL-1β	 dans	 la	 dégénérescence	 des	 segments	 de	 cônes	 et	 la	 perte	 des	 bâtonnets	 dans	
l’inflammation	sous-rétinienne.	Cette	étude	permettra	la	mise	au	point	de	thérapies	innovantes,	
afin	 de	 lutter	 contre	 la	 forme	 atrophique	 de	 la	 DMLA,	 pour	 laquelle	 il	 n’existe	 actuellement	
aucun	traitement.	 	
	
Mots	 clés:	 Dégénérescence	 maculaire	 liée	 à	 l’âge,	 rétine,	 phagocytes	 mononucléés,	 IL-1β,	
photorécepteurs,	glutamate	
	
Role	of	IL-1β	in	photoreceptor	degeneration	associated	with	Age-related	Macular	
Degeneration	

Abstract:	
In	geographic	atrophy	(GA),	one	of	the	late	forms	of	Age-related	Macular	Degeneration	(AMD),	
an	extending	atrophic	zone	 forms,	characterized	by	 the	 loss	of	retinal	pigment	epithelium	and	
photoreceptor	degeneration.	Subretinal	mononuclear	phagocytes	(MPs)	accumulate	 in	GA,	and	
are	 associated	with	 IL-1β-dependent	 retinal	degeneration.	 First,	we	 confirmed	 that	 subretinal	
accumulation	 of	 MPs	 is	 associated	 with	 rod	 degeneration	 and	 cone	 segment	 loss	 in	 the	
transitional	zone	in	GA	human	samples.	Using	ex	vivo	and	in	vivo	models,	we	then	demonstrated	
that	 MPs-derived	 IL-1β	 leads	 to	 severe	 cone	 segment	 degeneration.	 Therefore,	 inhibiting	
subretinal	MP	accumulation	or	 IL-1β	might	protect	 the	 cone	 segment,	and	help	preserve	high	
acuity	 daytime	 vision	 in	 conditions	 characterized	 by	 subretinal	 inflammation.	 Second,	 we	
showed	that	IL-1β	effect	on	rod	degeneration	is	indirect,	and	mediated	by	glutamate.	Our	results	
indicate	that	IL-1β	impairs	Müller	glial	cells	glutamate	recycling,	and	subsequently	leads	to	the	
extracellular	 increase	 in	 glutamate	 content.	 Inhibiting	 glutamate	 receptors	 to	 prevent	
excitotoxicity,	 or	 exogenous	 cystine	 supplementation	 to	 supply	 antioxidant	 metabolism,	 are	
sufficient	 to	 protect	 rods	 from	 IL-1β-induced	 neurotoxicity.	 Our	 results	 provide	 new	
perspectives	to	treat	pathologies	associated	with	subretinal	inflammation	such	as	late	AMD.	Our	
results	 collectively	 demonstrated	 that	 MP-derived	 IL-1β	 induces	 cone	 segment	 loss,	 and	
glutamate	homeostasis	disruption	associated	with	rod	degeneration.	This	study	will	help	with	
the	development	of	new	therapeutic	strategies	in	dealing	with	inflammatory	retinal	pathologies	
as	geographic	atrophy.		 	
	
Keywords:	 Age-related	 macular	 degeneration,	 retina,	 mononuclear	 phagocytes,	 IL-1β,	
photoreceptors,	glutamate	 	
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Liste	des	abréviations		
	
AG	–	Atrophie	géographique	
AMPA	–	α-amino-3-hydroxy-5-méthylisoazol-4-propionate	
APOE	–	Apolipoprotéine	E	
AREs	–	Adenylate-uridylate-rich	elements	
ASCT1/2	–	Alanine,	serine,	cysteine	transporter	1/2	
ATP	–	Adénosine	triphosphate	
BDNF	–	Brain-derived	neurotrophic	factor	
CD	–	Cellule	dendritique	
CNQX	–	6-cyano-7-nitroquinoxaline-2,3-dione	
CNTF	–	Ciliary	neurotrophic	factor	
BHE	–	Barrière	hémato-encéphalique	
BHR	–	Barrière	hémato-rétinienne	
CCL2/CCR2	–	Chemokine	(C-C	motif)	ligand/receptor	2	
CX3CL1/CX3CR1	–	Chemokine	(C-X3-C	motif)	ligand/receptor	1	
DAMPs	–	Damage-associated	molecular	pattern	
DMLA	–	Dégénérescence	maculaire	liée	à	l’âge	
EAAC1	–	Excitatory	Amino	Acid	Carrier-1	
EAATs	–	Excitatory	Amino	Acid	Transporter	
EPR	–	Epithélium	pigmentaire	rétinien	
FasL	–	Fas-ligand	
FDA	–	Food	and	Drug	Administration	
GABA	–	Acide	γ-aminobutyrique	
GCL	–	Glutamate	cystéine	ligase	
GDNF	–	Glial	cell	line-derived	neurotrophic	factor	
GLAST	–	Glutamate/aspartate	transporter	
GLT-1	–	Glutamate	transporter-1	
GPx4	–	Glutathione	peroxidase	4	
GS	–	Glutamine	Synthétase	
GSH	–	Glutathion	
IIRC	–	Cluster	de	récepteurs	liés	à	l’immunité	innée	
ISR	–	Réponse	cellulaire	intégrée	au	stress	
IL-1β	–	Interleukine-1β	
IL-1RI	–	Interleukine-1	receptor	I	
IL-6	–	Interleukine-6	
LPS	–	Lipopolysaccharide	
MLA	–	Maculopathie	liée	à	l’âge	
NBQX	–	2,3-dihydroxy-6-nitro-7-sulfamoyl-benzolquinoxaline-2,3-dione	
NGF	–	Nerve	growth	factor	
NLRP3	–	NOD-like	receptor	family,	pyrin	domain	containing	3	
NMDA	–	N-methyl-D-aspartate	
NO	–	Monoxyde	d’azote	
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n/eNOS	–	Neural/endothelial	nitric	oxide	synthase	
Nrf2	–	Nuclear	factor	(erythroid-derived	2)-like	2	
OCT	–	Optical	coherence	tomography	
OTX2	–	Orthodenticle	homeobox	2	
PAMPs	–	Pathogen-associated	molecular	pattern	
PDT	–	Thérapie	photo-dynamique	
PEDF	–	Pigment	epithelium-derived	factor	
PMs	–	Phagocytes	mononucléés	
RD	–	Rétinopathie	diabétique	
RdCVF	–	Rod-derived	cone	viability	factor	
RDH5	–	Retinol	dehydrogenase	5	
RNS	–	Reactive	nitrogen	species	
ROS	–	Reactive	oxygen	species	
RP	–	Rétinite	pigmentaire	
SNC	–	Système	nerveux	central	
TGF-β	–	Transforming	growth	factor-β	
TLR2/4	–	Toll-like	receptor	2/4	
TNF-α	–	Tumor	necrosis	factor-α	
TrkA/B	–	Tropomyosin	receptor	kinase	A/B	
TSP-1	–	Thrombospondine-1	
VEGF	–	Vascular	endothelial	growth	factor	
VGLUT	–	Vesicular	glutamate	transporter	
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I) L’œil et la rétine 

	

1.1) Organisation générale de l’œil 
	

1.1.1) Généralités 
	
L’œil	est	un	organe	du	système	visuel,	dont	la	fonction	est	de	réceptionner	l’information	
visuelle,	 et	 de	 la	 convertir	 en	 signaux	 interprétables	 par	 le	 cerveau,	 favorisant	 ainsi	
l’interaction	 avec	 l’environnement.	 Dans	 le	 monde	 du	 vivant,	 on	 recense	 plusieurs	
dizaines	 de	 types	 d’organes	 visuels,	 présentant	 plus	 ou	 moins	 de	 caractéristiques	
communes.	 L’œil	 des	 mammifères,	 tels	 que	 l’homme	 ou	 la	 souris,	 est	 un	 œil	 dit	
«	camérulaire	»,	 c’est-à-dire	qu’il	possède	une	 cavité	qui	 sépare	 la	 lentille	 convergente	
de	 l’œil	 –	ou	 cristallin	 -	de	 la	 rétine.	L’œil	 est	une	 structure	extrêmement	développée,	
permettant	la	perception	des	couleurs,	des	mouvements,	des	textures	et	des	formes.	
Pour	saisir	la	complexité	de	l’organisation	oculaire,	il	faut	considérer	et	confronter	deux	
approches	anatomiques	:	 l’organisation	antéro-postérieur	de	l’œil,	ainsi	que	l’étude	des	
différentes	tuniques	qui	le	composent.	
	

1.1.2) Les trois tuniques de l’œil 
	
L’œil	 est	 structuré	 à	 partir	 de	 trois	 tuniques	 qui	 constituent	 sa	 paroi	:	 une	 tunique	
fibreuse,	une	tunique	vasculaire,	et	une	tunique	interne	ou	rétine	(Figure	1).	
La	tunique	fibreuse	est	la	plus	périphérique.	C’est	un	tissu	souple	et	résistant,	assez	peu	
vascularisé,	dont	on	peut	identifier	deux	segments	:	(i)	la	sclère,	qui	correspond	au	blanc	
de	 l’œil	 et	 fournit	 une	 accroche	 aux	 muscles	 oculaires,	 et	 (ii)	 la	 cornée,	 un	 tissu	
transparent	 situé	 en	 position	 antérieure,	 protégeant	 l’œil	 des	 agressions	 physiques	 et	
bactériennes.	
En	 dessous,	 on	 retrouve	 la	 tunique	 vasculaire	 ou	 uvée,	 qui	 est	 composée	 de	 trois	
éléments	:	 (i)	 la	 choroïde	 assurant	 un	 support	 nutritif	 au	 tissu	 rétinien,	 (ii)	 les	 corps	
ciliaires,	et	(iii)	l’iris.	
Enfin,	la	tunique	la	plus	interne	ou	rétine,	a	la	particularité	d’être	confinée	au	segment	
postérieur	de	l’œil,	et	est	directement	responsable	de	la	réception	des	signaux	lumineux,	
et	de	leur	transformation	en	signaux	électriques,	interprétables	par	le	cerveau.	
Pour	mieux	 se	 représenter	 la	 structure	 anatomique	 du	 bulbe	 oculaire	 et	 identifier	 les	
fonctions	 des	 différents	 tissus	 qui	 le	 composent,	 il	 est	 plus	 intuitif	 de	 présenter	 son	
organisation	spatiale	selon	un	axe	antéro-postérieur.	
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1.1.3) Organisation antéro-postérieure de l’œil 
	

1.1.3.1) Le segment antérieur 
	
L’œil,	ou	bulbe	oculaire,	est	une	structure	creuse,	avec	une	forme	sphérique	légèrement	
irrégulière.	 Cette	 irrégularité	 est	 due	 à	 un	 léger	 renforcement	 saillant	 au	 pôle	 le	 plus	
antérieur	de	l’œil,	qui	correspond	à	la	cornée	(Figure	1).	
La	 cornée	 est	 l’un	 des	 très	 rares	 tissus	 à	 ne	 pas	 être	 vascularisés,	 afin	 de	 ne	 pas	
perturber	l’entrée	de	la	lumière	dans	l’œil,	et	de	jouer	correctement	son	rôle	de	lentille	
convergente.	La	cornée	survit	donc	grâce	à	 la	diffusion	de	 l’oxygène	et	des	nutriments	
essentiels	 à	 sa	 survie.	 L’oxygène	 provient	 du	 liquide	 lacrymal	 secrété	 à	 l’extérieur	 de	
l’œil,	et	les	nutriment	diffusent	eux	à	partir	de	l’humeur	aqueuse.	Ce	liquide	biologique,	
produit	 par	 les	 procès	 ciliaires,	 baigne	 la	 chambre	 antérieure	 de	 l’œil,	 participant	 de	
surcroît	au	maintien	de	la	pression	intraoculaire.		
	
	

Sclère	

Choroïde	

Ré/ne	

Macula	

Fovéa	
(Dépression	centrale)	

Nerf	op/que	
(Et	vaisseaux	sanguins)	

Muscle	droit	médial	

Muscle	droit	latéral	

Sclère	

Iris	

Pupille	

Cornée	

Chambre	antérieure	
(Remplie	d’humeur	

aqueuse)	

Chambre	postérieure	
Ligaments	suspenseurs	

Corps	ciliaire	

Cristallin	

Point	
aveugle	

Corps	vitré	
(Rempli	
d’humeur	
vitrée)	

Figure	1	:	Anatomie	de	l’œil	humain	en	coupe	transversale.		

(©Dave	Carlson	/	CarlsonStockArt.com)	
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Dans	le	segment	antérieur	de	l’œil,	entre	la	cornée	et	le	cristallin,	se	trouve	l’iris.	L’iris	
est	un	diaphragme	musculaire	dont	la	contraction	et	la	dilatation	permettent	de	juguler	
la	quantité	de	lumière	qui	traverse	la	pupille	pour	aller	stimuler	la	rétine.	
La	face	postérieure	du	cristallin	délimite	la	séparation	entre	les	segments	antérieurs	et	
postérieurs	oculaires.	 Il	s’agit	de	 la	deuxième	 lentille	convergente	de	l’œil	:	 le	cristallin	
peut	 se	 contracter	 et	 ainsi	 concentrer	 l’intensité	 lumineuse	 sur	 la	 rétine,	 favorisant	 la	
perception	d’une	 image	nette,	même	pour	un	objet	 très	proche	de	 la	surface	de	 l’œil	–	
avec	une	certain	limite.	C’est	ce	qu’on	appelle	le	phénomène	d’accommodation.	
	
	
	

Epithélium	Pigmentaire	
Ré2nien	(EPR)	

Choroïde	

Segments	Externes	
des	Photorécepteurs	

(OS)	

Couche	Nucléaire	
Externe	(CNE)	

Couche	Plexiforme	
Externe	(CPE)	

	
Couche	Nucléaire	

Interne	(CNI)	

Couche	Plexiforme	
Interne	(CPI)	

Couche	des	cellules	
ganglionnaires	

(CCG)	

RPE	EPR	

Choroïde	

OS	

CNE	

CPE	

CNI	

CPI	

CCG	

DAPI	autofluorescence	Iba-1	

Cellule	Gliale	de	Müller	

Cellule	Microgliale	Photorécepteurs	 Cellule	Bipolaire	

Vaisseaux	sanguins	 Cellule	ganglionnaire	

A	 B	

Figure	2	:	Anatomie	de	la	rétine	en	coupe	sagittale.	(A)	Schéma	représentant	l’organisation	de	la	rétine	suivant	
la	disposition	des	couches	qui	la	composent.	La	position	des	différents	types	cellulaires	est	représentée	à	l’aide	de	
flèches.	(B)	Coupe	histologique	d’une	rétine	humaine	:	les	noyaux	sont	marqués	au	DAPI	(En	bleu),	les	microglies	
par	l’anticorps	anti-Iba1	(En	vert),	et	l’EPR	auto-fluorescent	est	représenté	en	orange.	
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1.1.3.2) Le segment postérieur 
	
La	 segment	postérieur,	bien	que	 supérieur	au	segment	antérieur	en	 terme	de	volume,	
présente	 une	 organisation	 anatomique	 stricto	 sensu	 plus	 simple.	 L’ensemble	 de	 cette	
cavité	 est	 occupé	 par	 le	 corps	 vitré,	 et	 ses	 parois	 sont	 tapissées	 par	 le	 tissu	 nerveux	
rétinien	(Figure	1).		
Chez	l’homme,	le	volume	du	corps	vitré	est	considérable,	puisqu’il	correspond	à	90%	du	
volume	oculaire.	De	même	que	l’humeur	aqueuse	dans	le	segment	antérieur	de	l’œil,	 le	
vitré	permet	de	maintenir	la	pression	intraoculaire	:	la	présence	de	vitré	permet	aussi	de	
plaquer	 la	 rétine	 à	 la	 paroi	 de	 l’œil,	 afin	 d’en	 prévenir	 le	 décollement,	 mais	 sans	 y	
adhérer	–	sauf	au	niveau	du	nerf	optique.	Le	corps	vitré	est	une	substance	gélatineuse	
transparente	majoritairement	composée	d’eau,	et	dépourvue	de	vaisseaux	sanguins,	afin	
de	favoriser	au	même	titre	que	la	cornée	le	passage	de	la	lumière.	Notons	également	la	
présence	 de	 hyalocytes,	 cellules	 synthétisant	 certains	 composés	 fibreux,	 comme	 le	
collagène	ou	l’acide	hyaluronique.		
	

1.2) La rétine 
	

1.2.1) Structure & particularités 
	

1.2.1.1) Fonction  
	

Après	avoir	traversé	les	différentes	structures	qui	composent	l’œil,	la	lumière	atteint	les	
segments	externes	des	photorécepteurs	et	active	un	mécanisme	électrochimique	appelé	
photo-transduction,	 qui	 permet	 de	 convertir	 l’information	 lumineuse	 en	 signaux	
électriques.	 Ces	 signaux	 se	 propagent	 dans	 l’épaisseur	 de	 la	 rétine,	 via	 les	 cellules	
bipolaires	puis	 les	 cellules	ganglionnaires	pour	ensuite	rejoindre	 les	aires	visuelles	du	
cerveau.	 L’intégration	 de	 ces	 signaux	 est	 modulée	 grâce	 à	 un	 système	 complexe	
d’interactions	 neuronales,	 permettant	 la	 formation	 d’une	 image	 précise	 au	 niveau	 du	
cortex	visuel.	
	

1.2.1.2) Organisation antéro-postérieure rétinienne 
	

La	 rétine	 est	 le	 tissu	 nerveux	 directement	 responsable	 de	 la	 réception	 et	 de	 la	
conversion	 de	 l’information	 lumineuse	 en	 signaux	 électriques.	 Elle	 présente	 une	
organisation	 stratifiée,	 avec	 trois	 couches	 nucléaires	 séparées	 par	 deux	 couches	
plexiformes	intermédiaires.	La	partie	de	la	rétine	en	contact	avec	le	corps	vitré	-	vers	le	
centre	de	l’œil	-	correspond	à	la	rétine	interne,	et	la	partie	en	contact	avec	l’épithélium	
pigmentaire	est	la	rétine	externe	(Figure	2).		
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A	

B	

C	

Figure	3	:	Distribution	des	photorécepteurs	dans	la	rétine	humaine.	(A)	Fond	d’œil	humain	
montrant	 la	 position	 de	 la	 macula	 et	 de	 la	 fovéa	 en	 son	 centre.	 (B)	 Schéma	 présentant	
l’amincissement	 caractéristique	 de	 la	 fovéa,	 associé	 à	 l’absence	 de	 vaisseaux	 sanguins	 et	 des	
couches	internes	de	la	rétine,	repoussées	sur	les	côtés.	(C)	Schéma	représentant	la	distribution	
spatiale	 des	 bâtonnets	 (En	 bleu)	 et	 des	 cônes	 (En	 vert)	 dans	 la	 rétine	 en	 fonction	 de	
l’excentricité.	

(D’après	Mustafi	et	al,	2009,	Progress	in	Retinal	and	Eye	Research)	
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La	couche	la	plus	externe	de	la	rétine	est	celle	des	photorécepteurs,	avec	en	premier	lieu	
leurs	 segments	 photosensibles,	 puis	 vient	 la	 couche	 nucléaire	 externe,	 contenant	 les	
noyaux	des	photorécepteurs.	Ensuite	se	déploie	la	couche	plexiforme	externe,	au	sein	de	
laquelle	 s’établissent	 les	 connexions	 synaptiques	 entre	 photorécepteurs	 et	 cellules	
bipolaires,	 et	 les	 cellules	 horizontales.	 Dans	 la	 couche	 nucléaire	 interne	 qui	 suit,	 on	
trouve	 les	 noyaux	 des	 neurones	 secondaires	 –	 comme	 les	 cellules	 bipolaires,	
horizontales	 et	 amacrines	 -	 ainsi	 que	 des	 cellules	 gliales	 de	 Müller,	 qui	 ont	 la	
particularité	de	 traverser	 la	 rétine	de	part	 et	d’autre.	Au	 sein	de	 la	 couche	plexiforme	
interne,	les	cellules	bipolaires	établissant	leurs	connexions	synaptiques	avec	les	cellules	
ganglionnaires,	dont	les	noyaux	se	trouvent	dans	la	couche	nucléaire	suivante.	Enfin,	les	
axones	des	cellules	ganglionnaires	se	rassemblent	au	niveau	de	la	couche	des	fibres	de	
Henlé	pour	aller	former	le	nerf	optique,	qui	rejoint	ensuite	le	cerveau	(Figure	2).	
Par	la	suite,	nous	nous	focaliserons	sur	les	photorécepteurs	et	les	cellules	macrogliales	–	
cellules	 gliales	 de	 Müller	:	 les	 fonctions	 des	 autres	 cellules	 de	 soutien	 –	 microglies,	
astrocytes,	vaisseaux	sanguins	–	seront	moins	développées.	
	

 1.2.1.3) Organisation centre-périphérie : macula et fovéa 
	
Chez	 certains	 mammifères	 –	 comme	 l’homme	 ou	 le	 primate	 -	 se	 trouve	 une	 zone	
pigmentée	au	centre	de	la	rétine,	facilement	identifiable	lors	de	l’examen	du	fond	d’œil	:	
il	 s’agit	 de	 la	 macula,	 la	 zone	 de	 vision	 précise	 de	 la	 rétine	 (Figure	 3	 A).	 Certains	
rongeurs,	 comme	 le	 rat	ou	 la	 souris,	ne	possèdent	pas	de	macula.	La	macula	présente	
une	 concentration	 très	 important	en	 cônes,	qui	 sont	 les	photorécepteurs	responsables	
de	 la	 vision	précise.	 Anatomiquement	 parlant,	 on	 peut	 identifier	 au	 sein	 de	 la	macula	
une	 fovéa	 centrale	 composée	exclusivement	de	 cônes	 (Figure	3	C),	 encerclée	de	 façon	
concentrique	par	la	parafovéa	et	la	périfovéa.	Au	centre	de	la	fovéa	se	trouve	une	région	
encore	plus	particulière,	la	dépression	fovéolaire	ou	fovéole.	Elle	est	caractérisée	par	un	
amincissement	de	la	rétine,	associé	à	l’absence	de	vaisseaux	sanguins	et	au	décalage	des	
cellules	 des	 couches	 internes	 repoussées	 vers	 la	 périphérie	 (Figure	 3	 B).	 Cet	
amincissement	favorise	l’arrivée	de	la	lumière	jusqu’aux	photorécepteurs,	permettant	la	
formation	d’une	image	extrêmement	précise.		
	

1.2.2) Histologie de la rétine 
	

1.2.2.1) La rétine pigmentaire 
	
Les	 segments	 externes	 des	 photorécepteurs	 rétiniens	 sont	 en	 contact	 direct	 avec	
l’épithélium	pigmentaire	rétinien	(EPR)	sous-jacent,	parfois	appelé	rétine	pigmentaire.	
L’EPR	est	 lui-même	séparé	de	 la	 tunique	vasculaire	 choroïdienne	par	 la	membrane	de	
Bruch.	
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Figure	4	:	L’épithélium	pigmentaire	rétinien	(EPR).	(A)	Schéma	représentant	la	localisation	
histologique	 de	 l’EPR,	 entre	 la	 membrane	 de	 Bruch	 et	 les	 segments	 externes	 des	
photorécepteurs,	parmi	lesquels	les	cellules	de	l’EPR	étendent	leurs	microvillosités.	(B)	Schéma	
présentant	les	différentes	fonctions	de	l’EPR.	

(D’après	Strauss,	2005,	Physiol	Rev)	
	
L’EPR	 est	 une	 monocouche	 de	 cellules	 pigmentées	 située	 en	 dessous	 des	 segments	
externes	des	photorécepteurs.	La	membrane	apicale	des	cellules	de	l’EPR	est	composée	
de	nombreuses	microvillosités	qui	étendent	 leurs	prolongements	le	 long	des	segments	
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externes	(figure	4	A).	La	membrane	basale	de	l’EPR	fait	face	à	la	membrane	de	Bruch.	
L’EPR	 joue	un	 rôle	vital	dans	 le	bon	 fonctionnement	des	photorécepteurs	en	assurant	
plusieurs	fonctions	de	support	(Figure	4	B).	Les	pigments	produits	par	l’EPR	permettent	
l’absorption	 de	 l’excès	 d’énergie	 lumineuse	 concentrée	 sur	 la	 rétine	 (Boulton	 and	
Dayhaw-Barker,	2001).	De	par	son	rôle	de	barrière,	l’EPR	participe	aussi	au	maintien	de	
l’homéostasie	 aqueuse	 et	 ionique,	 en	 contrôlant	 les	 échanges	 entre	 l’espace	 sous-
rétinien	et	les	capillaires	choroïdiens	(Dornonville	de	la	Cour,	1993;	Hamann,	2002).	Ce	
rôle	 est	 particulièrement	 important,	 puisque	 la	 composition	 ionique	 de	 l’espace	 sous-
rétinien	détermine	la	capacité	des	photorécepteurs	à	rester	excitables	(Steinberg	et	al.,	
1983).	 De	 la	même	manière,	 le	 transport	 épithélial	 géré	 par	 l’EPR	 permet	 de	 juguler	
l’apport	en	glucose	et	en	vitamines	-	comme	le	rétinol	-	nécessaires	au	fonctionnement	
des	 photorécepteurs.	 L’EPR	 participe	 aussi	 au	 maintien	 de	 l’excitabilité	 des	
photorécepteurs	 en	 phagocytant	 les	 disques	 des	 segments	 externes	 qui	 sont	 ensuite	
digérés	et	assimilés	(Finnemann,	2003;	Gal	et	al.,	2000),	et	renouvelés	en	permanence	
par	les	photorécepteurs	eux-mêmes.	L’EPR	recycle	aussi	certains	éléments	produits	par	
les	photorécepteurs,	comme	le	rétinal.	Les	photorécepteurs	sont	en	effet	incapables	de	
ré-isomériser	 le	 tout-trans-rétinal,	 produit	 de	 la	 photo-transduction	:	 c’est	 pourquoi	
l’EPR	prend	aussi	en	charge	le	cycle	visuel	du	rétinal.	De	plus,	l’épithélium	pigmentaire	
produit	des	 facteurs	de	 croissance	 favorisant	 le	maintien	de	 l’intégrité	de	 la	paroi	des	
choriocapillaires,	 et	 des	 photorécepteurs.	 Enfin,	 l’EPR	 joue	 un	 rôle	 central	 dans	 le	
maintient	du	privilège	immun	en	sécrétant	des	facteurs	immunosuppresseurs	(Ishida	et	
al.,	 2003;	 Streilein	 et	 al.,	 2002).	 Cet	 aspect	 sera	 traité	 plus	 en	 détail	 au	 paragraphe	
«	1.2.3.2)	Immunosuppression	».	
	
La	membrane	 de	 Bruch,	 située	 sous	 la	 surface	 basale	 de	 l’EPR,	 est	 une	 fine	 structure	
acellulaire	 pentalaminaire	 délimitant	 l’EPR	 de	 la	 choroïde.	 Elle	 est	 composée	 d’une	
couche	 d’élastine,	 entourée	 par	 deux	 couches	de	 collagène,	 et	 cette	 structure	 est	 elle-
même	 délimitée	 par	 une	 membrane	 basale	 interne	 et	 une	 membrane	 basale	 externe	
situées	de	part	et	d’autre.	
	
La	 choroïde	 enfin,	 est	 majoritairement	 constituée	 de	 vaisseaux	 sanguins,	 de	
mélanocytes,	des	macrophages	et	de	fibroblastes.	Sa	fonction	majeure	est	de	 fournir	la	
rétine	 externe	 –	 dépourvue	 de	 vaisseaux	 –	 en	 oxygène	 et	 en	 nutriments,	 mais	 elle	
participe	aussi	à	la	thermorégulation	ainsi	qu’à	l’absorption	de	lumière.	C’est	à	partir	des	
choriocapillaires	–	un	 réseau	hautement	anastomosé	de	 capillaires	 fenestrés	 -	situés	à	
proximité	de	 la	membrane	de	Bruch	que	s’effectue	 la	diffusion	de	nutriments	destinés	
aux	photorécepteurs,	très	actifs	métaboliquement.	
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1.2.2.2) La rétine neurosensorielle 
	

1.2.2.2.1) Les neurones 
	

1.2.2.2.1.1) Les photorécepteurs 
	
Les	 photorécepteurs	 sont	 les	 neurones	 photosensibles	 situés	 dans	 la	 partie	 la	 plus	
externe	de	la	rétine	:	ils	initient	la	chaine	visuelle,	en	convertissant	les	signaux	lumineux	
en	 signaux	 électriques	 grâce	 à	 la	 photo-transduction.	 Il	 existe	 deux	 types	 de	
photorécepteurs	 :	 les	 cônes,	 et	 les	 bâtonnets	 (Figure	 5).	 Au	 niveau	 de	 la	 rétine	 des	
mammifères,	on	dénombre	environ	dix	fois	moins	de	cônes	que	de	bâtonnets.	Chez	les	
animaux	possédant	une	macula,	 leur	 répartition	n’est	pas	homogène	et	 les	 cônes	 sont	
majoritairement	 localisés	au	 centre	de	 la	 rétine,	 au	niveau	de	 la	macula,	 zone	d’où	 les	
bâtonnets	 sont	 pratiquement	 absents.	 Au	 sein	 de	 la	 rétine,	 les	 noyaux	 des	 cônes	 sont	
majoritairement	disposés	 le	long	d’une	couche	suivant	 la	membrane	 limitante	externe,	
alors	que	les	noyaux	des	bâtonnets	sont	répartis	en	une	dizaine	de	couches.	
	

	
Figure	5	:	Structure	des	photorécepteurs,	cônes	et	bâtonnets.	

	
Les	cônes	et	 les	bâtonnets	ne	diffèrent	pas	seulement	par	 leur	distribution,	mais	aussi	
par	 leur	 forme,	 et	 les	 photo-pigments	 qu’ils	 expriment,	 respectivement	 opsines	 et	
rhodopsines	:	ces	disparités	révèlent	leurs	différentes	fonctions.	Les	cônes	interviennent	
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dans	la	vision	centrale	diurne	(en	conditions	photopiques)	:	ils	sont	moins	sensibles	à	la	
lumière	que	 les	bâtonnets,	mais	sont	associés	à	des	 circuits	neuronaux	 favorisant	une	
haute	 résolution	 spatiale.	 Ces	 réseaux	 permettent	 de	 percevoir	 les	 couleurs,	 et	 de	
discerner	 les	 visages	 ou	 les	 lettres.	 Les	 bâtonnets	 interviennent	 dans	 la	 vision	
périphérique	 nocturne	 (en	 conditions	 scotopiques)	:	 leur	 seuil	 d’excitation	 est	 moins	
élevé	que	celui	des	cônes	–	il	suffit	d’un	seul	photon,	alors	que	plus	de	100	photons	sont	
nécessaires	 pour	 induire	 un	 réponse	 similaire	 chez	 les	 cônes	 –	 mais	 les	 réseaux	
neuronaux	 auxquels	 ils	 sont	 associés	 ne	 permettent	 pas	 d’atteindre	 une	 résolution	
visuelle	aussi	élevée.	
	
Les	photorécepteurs	sont	composés	(i)	d’un	segment	externe,	un	empilement	de	disques	
–	 formés	 à	 partir	 de	 replis	 membranaires	 -	 contenant	 les	 pigments	 visuels,	 (ii)	 un	
segment	interne,	contenant	la	machinerie	permettant	la	synthèse	d’énergie	et	d’opsines,	
et	 relié	 au	 segment	 externe	 par	 un	 cil	 connecteur,	 (iii)	 un	 corps	 cellulaire,	 et	 (iv)	 une	
dendrite	 terminée	 par	 une	 synapse,	 permettant	 la	 communication	 nerveuse	 avec	 les	
neurones	secondaires.	
C’est	 l’architecture	 des	 segments	 externes	 qui	 confère	 leurs	 différences	 fonctionnelles	
aux	cônes	et	aux	bâtonnets.	Chez	les	bâtonnets,	le	segment	externe	est	plus	long,	et	est	
composé	 d’un	 empilement	 de	 disques,	 dissociés	 de	 la	 membrane	 plasmique	 du	 cil	
connecteur.	 Chez	 les	 cônes,	 plus	 courts,	 la	 série	 de	 disques	 est	 formée	 par	 des	
évaginations	de	 la	membrane	plasmique	:	 ils	sont	donc	 tous	 connectés	à	 la	membrane	
qui	 se	 prolonge	 à	 partir	 du	 cil	 connecteur.	 Les	 segments	 externes	 étant	 sollicités	 en	
permanence,	 ils	 sont	 continuellement	 renouvelés	 grâce	 à	 un	 équilibre	 entre	 la	
phagocytose	 réalisée	 par	 les	 cellules	 de	 l’épithélium	 pigmentaire	 sous-jacent,	 et	 la	
croissance	au	niveau	du	cil	connecteur.		
	
A	l’obscurité,	la	membrane	des	cônes	et	des	bâtonnets	est	dépolarisée,	et	ils	libèrent	en	
permanence	 le	neurotransmetteur	glutamate	au	niveau	de	 leur	synapse	:	 l’exposition	à	
la	 lumière	entraîne	une	hyperpolarisation	membranaire,	et	 la	 transmission	synaptique	
est	 alors	 interrompue.	 Le	 mécanisme	 qui	 sous-tend	 ces	 régulations	 est	 aujourd’hui	
connu	:	 c’est	 la	 phototransduction.	 Dans	 les	 photorécepteurs,	 le	 processus	 de	 photo-
transduction	 peut	 être	 décomposé	 en	 plusieurs	 étapes.	 La	 première	 est	 la	 photo-
activation	:	 lorsque	 le	rétinal-11-cis	absorbe	un	photon,	 il	est	photo-isomérisé	en	tout-
trans-rétinal,	 ce	 qui	 induit	 une	 modification	 de	 la	 conformation	 de	 l’opsine.	 Cette	
modification	 permet	 à	 l’opsine	 de	 se	 lier	 à	 la	 transducine,	 une	 protéine	 G	:	 la	 liaison	
entre	 ces	 deux	 protéines	 entraîne	 le	 remplacement	 d’un	GDP	par	 un	GTP,	 et	 active	 la	
sous-unité	alpha	de	 la	 transducine,	qui	se	détache	pour	activer	une	phosphodiestérase	
associée	à	 la	membrane.	Cette	enzyme	va	à	son	tour	hydrolyser	le	GMPc,	entraînant	 la	
fermeture	 des	 canaux	 ioniques	:	 la	 cellule	 ainsi	 hyperpolarisée	 interrompt	 alors	 la	
libération	synaptique	de	glutamate.	
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1.2.2.2.1.2) Les autres neurones rétiniens 
	
La	cellule	bipolaire	est	le	premier	type	de	neurone	de	projection	rétinien	:	elle	établit	un	
relai	synaptique	entre	les	photorécepteurs	et	les	cellules	ganglionnaires	(Figure	6).	Les	
cellules	bipolaires	jouent	un	rôle	central	dans	l’intégration	du	signal	nerveux	:	elles	sont	
en	 contact	 avec	 toutes	 les	 autres	 catégories	 de	 neurones	 rétiniens,	 et	 apportent	 les	
premières	modifications	à	l’intégration	de	l’input	nerveux.	Il	existe	plus	de	dix	types	de	
cellules	 bipolaires	 dans	 la	 rétine	 des	 mammifères,	 mais	 elles	 sont	 plus	 souvent	
organisées	 selon	 le	 type	 ON	 ou	 OFF	 de	 leur	 réponse	 électrochimique	 aux	 signaux	
transmis	(Hartveit,	1997).		
En	plus	des	cellules	bipolaires,	il	existe	deux	autres	familles	d’interneurones	au	niveau	
de	 la	 rétine	 interne,	 les	 cellules	 horizontales	 et	 les	 cellules	 amacrines	 (Figure	 6).	 Les	
cellules	 horizontales	 permettent	 d’augmenter	 le	 contraste	 visuel.	 Quand	 un	
photorécepteur	est	éclairé	et	stimulé,	la	cellule	horizontale	a	un	effet	inhibiteur	sur	les	
photorécepteurs	environnants	:	ce	phénomène	d’inhibition	latérale	permet	d’éviter	une	
confusion	du	signal	et	intervient	dans	la	détection	des	mouvements.		
	

	
Figure	6	:	Le	réseau	neuronal	rétinien.	L’influx	nerveux	se	propage	des	photorécepteurs	aux	
cellules	bipolaires,	puis	aux	cellules	ganglionnaires,	et	est	modulé	par	les	cellules	horizontales	et	
amacrines.	

(D’après	David	Hubuel,	Harvard	University)	
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Les	cellules	amacrines	établissent	des	connexions	multiples	avec	les	cellules	bipolaires	
et	 ganglionnaires,	notamment	de	par	 leur	 localisation	privilégiée	au	 sein	de	 la	 couche	
plexiforme	 interne.	 Aujourd’hui,	 entre	 20	 et	 30	 types	 de	 cellules	 amacrines	
(Balasubramanian	and	Gan,	2014;	MacNeil	 and	Masland,	1998)	sont	référencées.	Elles	
sont	différenciées	 par	 leur	morphologie,	 et	 il	 a	 été	 établi	 que	 la	majorité	 d’entre	 elles	
(85%)	établissent	des	 synapses	 inhibitrices,	 en	produisant	des	neurotransmetteurs	de	
type	GABA	ou	glycine	(Menger	et	al.,	1998).	Les	cellules	amacrines	établissent	en	fait	un	
réseau	qui	module	l’intégration	des	signaux	nerveux	provenant	des	cellules	bipolaires,	à	
destination	des	cellules	ganglionnaires	:	il	s’agit	des	dernières	modifications	apportées	à	
l’input	avant	son	envoi	jusqu’au	cerveau.	
	
Après	 avoir	 subis	 des	modifications	 via	 l’activité	 des	 interneurones,	 le	 signal	 nerveux	
atteint	la	couche	des	cellules	ganglionnaires	rétiniennes,	dont	il	existe	plus	de	30	types.	
Leurs	 noyaux	 sont	 tous	 localisés	 dans	 cette	 couche,	 et	 les	 cellules	 ganglionnaires	
disposent	 d’une	 arborescence	 de	 dendrites	 réparties	 dans	 la	 plexiforme	 interne	 leur	
permettant	de	collecter	le	signal	nerveux,	ainsi	que	d’un	axone	qui	se	prolonge	jusqu’au	
cerveau,	via	les	nerfs	optiques.	
	

1.2.2.2.2) Les cellules gliales de la rétine 
	

1.2.2.2.3.1) Les cellules macrogliales 
	

La	 cellule	 gliale	 de	 Müller	 compte	 pour	 90%	 de	 la	 glie	 rétinienne,	 et	 en	 est	 donc	 un	
composant	majeur	:	elle	appartient	à	la	catégorie	des	cellules	gliales	radiaires,	au	même	
titre	que	la	cellule	de	Bergmann	que	l’on	retrouve	dans	le	cervelet.	Les	cellules	de	Müller	
ont	donc	 la	particularité	d’être	orientées	de	manière	radiale,	 et	 traversent	 la	rétine	de	
part	en	part	(Figure	7).	Elles	étendent	leurs	prolongements	depuis	la	couche	des	cellules	
ganglionnaires	 –	 à	 la	 frontière	 de	 la	 cavité	 vitréenne	 –	 jusqu’à	 la	 couche	 nucléaire	
externe	–	 là	où	commence	 l’espace	sous-rétinien.	Les	cellules	de	Müller	 jouent	un	rôle	
fondamental	 dans	 le	 fonctionnement	 physiologique	 de	 la	 rétine,	 et	 sont	 très	 souvent	
impliquées	 dans	 les	 pathologies	 rétiniennes	 neuro-dégénératives,	 comme	 la	
rétinopathie	diabétique	(Gerhardinger	et	al.,	2005),	le	décollement	de	rétine	(Francke	et	
al.,	 2001)	 ou	 la	 télangiectasie	maculaire	 de	 type	 II	 (Powner	 et	 al.,	 2013).	 De	 par	 leur	
position	 privilégiée,	 c’est-à-dire	 en	 enroulant	 leurs	 prolongements	 cytoplasmiques	
autour	 des	 capillaires	 sanguins	 et	 des	 neurones,	 les	 cellules	 de	Müller	 contribuent	 au	
maintien	de	l’homéostasie	rétinienne	à	différents	niveaux	(Figure	7).	Tout	d’abord,	elles	
régulent	 les	 flux	 aqueux	 et	 ioniques	 (Nagelhus	 et	 al.,	 1998,	 1999)	:	 le	 transporteur	
potassique	Kir4.1	et	le	canal	aqueux	AQP4	jouent	un	rôle	majeur	dans	la	régulation	des	
échanges	osmotiques	(Kofuji	et	al.,	2000).	Les	cellules	de	Müller	participent	au	transport	
des	 nutriments,	 et	 à	 l’évacuation	 des	 déchets	 métaboliques	 (Tsacopoulos	 and	
Magistretti,	1996),	et	au	maintien	de	 la	barrière	hémato-rétinienne	(Tout	et	al.,	1993).	
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De	plus,	les	cellules	gliales	de	Müller	favorisent	la	survie	des	neurones	via	la	production	
de	 facteurs	 neurotrophiques	:	 ainsi,	 l’ablation	 conditionnelle	 des	 cellules	 de	 Müller	
induit	 l’apoptose	 des	 photorécepteurs,	 mais	 cet	 effet	 peut	 être	 inhibé	 par	 l’ajout	 de	
facteurs	 neurotrophiques	 exogènes	 (Shen	 et	 al.,	 2012).	 Enfin,	 elles	 jouent	 un	 rôle	
indispensable	 dans	 la	 transmission	 synaptique	 en	 participant	 au	 recyclage	 des	
neurotransmetteurs	 (Reichenbach	and	Bringmann,	2013).	Les	 cellules	de	Müller	ont	à	
leur	disposition	tout	un	arsenal	de	transporteurs	permettant	la	capture	et	la	libération	
de	 glutamate.	 L’implication	 de	 ces	 transporteurs	 en	 conditions	 pathologiques	 sera	
traitée	dans	le	chapitre	«	3.2.1.2.)	Toxicité	du	glutamate	».	

	

Figure	7	:	La	cellule	gliale	de	Müller.	Schéma	d’une	cellule	gliale	de	Müller	(En	bleu),	mettant	
en	 évidence	 les	 nombreuses	 interactions	 établies	 avec	 les	 autres	 cellules	 rétiniennes,	 et	 qui	
favorisent	son	rôle	central	de	régulateur	homéostasique.	Mi	:	microglie.	As	:	astrocyte.	G	:	cellule	
ganglionnaire.	 Ph	:	 photorécepteur.	 B	:	 cellule	 bipolaire.	 M	:	 cellule	 gliale	 de	 Müller.	 Glu	:	
glutamate.	Gln	:	glutamine.	

(D’après	Vecino	et	al,	2016,	Progress	in	Retinal	and	Eye	Reseach)	
	
Les	 astrocytes	 –	 qui	 tirent	 leur	 nom	 de	 leur	 forme	 stellaire	 –	 sont	 majoritairement	
localisés	dans	la	couche	la	plus	interne	de	la	rétine.	Leur	distribution	est	corrélée	avec	la	
présence	 et	 la	 distribution	 des	 vaisseaux	 sanguins	 rétiniens.	 Les	 cellules	 astrocytaires	
étendent	 leurs	 prolongements	 autour	 des	 vaisseaux	 sanguins	 et	 des	 axones	 des	
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neurones	de	la	couche	ganglionnaire	:	leur	distribution	dépend	donc	aussi	de	la	densité	
des	 fibres	 nerveuses	 (Rungger-Brandle	 et	 al.,	 1993).	 Comme	 dans	 le	 cerveau,	 les	
astrocytes	 rétiniens	 participent	 au	 maintien	 de	 la	 barrière	 hémato-rétinienne,	 et	 au	
support	neurotrophique	des	neurones.	

1.2.2.2.3.2) Les microglies résidentes 
	

La	microglie	est	 le	macrophage	 résident	du	 système	nerveux	central,	 et	 appartient	 au	
système	 des	 phagocytes	mononucléés.	 Il	 s’agit	 d’une	 cellule	 immunitaire	modulant	 la	
réponse	 inflammatoire	en	cas	d’infection,	mais	qui	 joue	aussi	un	rôle	essentiel	dans	 la	
surveillance	(Nimmerjahn	et	al.,	2005)	via	ses	nombreux	prolongements	cytoplasmiques	
(Davalos	et	al.,	2005),	et	dans	le	maintien	de	l’homéostasie	rétinienne.	
	

	
Figure	 8	:	 Microglie	 ramifiée	 et	 non-ramifiée.	 Schéma	 présentant	 les	 différentes	
morphologies	de	microglies	en	fonction	de	leur	niveau	d’activation.		

(D’après	Colton	et	al,	2000,	Ann	NY	Acad	Sci)	
	
Les	microglies	colonisent	le	système	nerveux	central	dès	le	développement	au	cours	de	
l’embryogénèse,	 à	 partir	 de	 progéniteurs	 myéloïdes	 présents	 dans	 le	 sac	 vitellin	
(Ginhoux	 et	 al.,	 2010a),	 et	 se	 répandent	 au	 sein	 du	 tissu	 en	 suivant	 les	 réseaux	
neuronaux,	vasculaires	ou	gliaux	(Rezaie	and	Male,	1999).	En	conditions	physiologiques,	

Microglie	ramifiée,	au	«	repos	»	(Etat	senseur)	

Microglie	non-ramifiée	ou	amiboïde,	ac=vée	

Ac#va#on	
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les	 microglies	 présentent	 une	 morphologie	 caractéristique	 d’un	 état	 dit	 «	quiescent	»	
(Figure	 8),	 mais	 qui	 correspond	 en	 fait	 à	 un	 rôle	 de	 senseur	 actif.	 Les	 microglies	
adoptent	alors	une	forme	extrêmement	ramifiée	et	qui	présente	des	prolongements	très	
mobiles,	considérablement	différente	de	leur	état	dit	«	activé	»,	où	elles	présentent	une	
morphologie	 amiboïde	 (Davis	 et	 al.,	 1994)	 (Figure	 8).	 Dans	 les	 conditions	 basales,	 les	
microglies	 sont	 majoritairement	 localisées	 dans	 les	 couches	 les	 plus	 internes	 de	 la	
rétine,	mais	elles	peuvent	 se	déplacer	dans	 la	 couche	des	photorécepteurs	ou	 l’espace	
sous-rétinien	dans	le	cadre	d’une	réponse	inflammatoire.	
Les	 microglies	 interagissent	 en	 permanence	 avec	 leur	 environnement,	 et	
particulièrement	 avec	 les	 populations	 neuronales.	 Le	 meilleur	 exemple	 de	 ce	 type	
d’interaction	 neurone-glie,	 est	 le	 système	 CX3CL1/CX3CR1.	 La	 fractalkine,	 ou	 CX3CL1	
est	une	chimiokine	produite	par	les	neurones	et	présente	sous	deux	formes,	soluble	ou	
liée	 à	 la	 membrane	 (Bazan	 et	 al.,	 1997).	 Elle	 se	 lie	 au	 récepteur	 CX3CR1,	 qui	 est	 un	
récepteur	 à	 sept	 domaines	membranaires	 couplé	 à	 une	 protéine	G	 et	 exprimé	par	 les	
microglies	 (Jung	 et	 al.,	 2000).	 L’interaction	 entre	 le	 ligand	 et	 son	 récepteur	 induit	 un	
signal	inhibiteur	tonique,	qui	maintient	la	microglie	dans	un	état	non-activé	en	condition	
basale,	 permettant	 ainsi	 de	 prévenir	 le	 développement	 d’une	 réponse	 inflammatoire	
excessive	 en	 absence	 d’atteinte	 neuronale	 (Harrison	 et	 al.,	 1998).	 En	 absence	 de	
CX3CR1,	 les	microglies	 répondent	 plus	 fortement	 aux	 stimuli	 excitateurs,	 et	 induisent	
une	 toxicité	dirigée	 contre	 les	neurones	 (Cardona	et	 al.,	 2006).	Cette	 caractéristique	 a	
permis	de	développer	un	modèle	murin	de	dégénérescence	maculaire	liée	à	l’âge	à	partir	
de	souris	déficientes	en	Cx3cr1,	associé	à	l’accumulation	de	macrophages	sous-rétiniens	
(Combadière	et	al.,	2007).	
	

1.2.2.3) Le réseau vasculaire rétinien 
	
La	rétine	est	l’un	des	tissus	du	corps	humain	les	plus	actifs	métaboliquement.	Chez	les	
mammifères,	la	microcirculation	rétinienne	repose	sur	un	réseau	vasculaire	organisé	en	
trois	 couches	 de	 vaisseaux	 présents	 dans	 la	 rétine	 interne,	 avec	 un	 plexus	 vasculaire	
supérieur,	 intermédiaire,	 et	 profond.	 Ce	 réseau	 très	 dense	 permet	 de	 couvrir	 l’apport	
métabolique	 en	 oxygène	 et	 en	 nutriments	 nécessaire	 au	 fonctionnement	 de	 la	 rétine	
interne.	 Comme	 nous	 l’avons	 vu	 précédemment,	 la	 couche	 des	 photorécepteurs	 étant	
dépourvue	 de	 vaisseaux	 sanguins,	 la	 diffusion	 de	 métabolites	 est	 majoritairement	
organisée	à	partir	des	choriocapillaires.	
La	vasculature	rétinienne	suit	une	architecture	classique	:	les	branchements	des	artères	
donnent	 des	 artérioles	 qui	 alimentent	 un	 réseau	 de	 capillaires.	 Ce	 réseau	 est	 ensuite	
drainé	par	un	ensemble	de	vénules	qui	se	regroupent	pour	former	les	veines.	
Ce	 réseau	 vasculaire	 forme	 la	 barrière	 hémato-rétinienne	 interne,	 et	 limite	 le	 passage	
aberrant	 des	 molécules	 circulant	 dans	 le	 sang	 du	 compartiment	 sanguin	 au	
compartiment	tissulaire.	Ce	contrôle	est	permis	par	l’organisation	sophistiquée	de	cette	
barrière,	 dont	 la	 composition	 sera	 détaillée	 au	 chapitre	 suivant	 «	1.2.3.1)	 Barrière	
hémato-rétinienne	».	
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1.2.3) Le privilège immun 
	
L’œil	 est	 l’un	 des	 organes	 du	 corps	 humain	 auquel	 l’évolution	 a	 attribué	 une	
caractéristique	assez	singulière	:	 le	privilège	immun.	Ce	mécanisme	d’adaptation	vise	à	
protéger	 certaines	 structures	 vitales	 contre	 les	 dommages	 que	 pourrait	 entrainer	une	
forte	réaction	inflammatoire	:	on	conçoit	aisément	que	la	présence	d’une	cicatrice	sur	la	
rétine	 aurait	 un	 effet	 dommageable	 sur	 la	 perception	 visuelle.	 De	 plus,	 les	 neurones	
n’ont	pas	la	capacité	de	se	régénérer	:	c’est	pourquoi	le	cerveau	bénéficie	lui	aussi	d’un	
tel	 privilège.	 Nous	 verrons	 ici	 comment	 s’organise	 le	 privilège	 immun	 autour	 de	 la	
rétine,	 en	 (i)	 empêchant	 l’intrusion	 de	 cellules	 immunitaires	 et	 (ii)	 favorisant	 leur	
élimination	via	des	mécanismes	immunosuppresseurs.	
	

1.2.3.1) Barrière hémato-rétinienne 
	

L’existence	d’une	barrière	hémato-encéphalique	(BHE)	–	notion	introduite	par	Erhlich	et	
Goldman	en	1909	-	a	fait	débat	pendant	plusieurs	dizaines	d’années,	jusqu’à	ce	que	des	
recherches	intensives	conduisent	à	une	résolution	de	ce	débat	et	à	une	définition	claire	
de	ce	qu’est	la	BHE	(Bradbury,	1979).	Le	fonctionnement	physiologique	d’une	barrière	
entre	 le	 sang	 et	 un	 tissu	 doit	 être	 perçu	 à	 travers	 l’interaction	 de	 plusieurs	 aspects	
restrictifs,	 permettant	malgré	 tout	 la	 diffusion	 d’oxygène	 et	 de	 nutriments,	 comme	 le	
glucose	(Ban	and	Rizzolo,	2000).	Dans	la	rétine,	il	existe	deux	types	de	barrières	hémato-
rétiniennes	(BHR)	:	une	BHR	interne	formée	par	la	paroi	de	vaisseaux	présents	dans	la	
rétine	interne,	et	une	BHR	externe	constituée	par	les	cellules	épithéliale	de	l’épithélium	
pigmentaire.	 La	 BHR	 interne	 se	 trouve	 au	 niveau	 des	 plexus	 vasculaires	 de	 la	 rétine	
interne,	et	est	formée	par	l’ensemble	endothélium	vasculaire/cellules	gliales	:	au	niveau	
du	plexus	supérieur,	ce	sont	les	astrocytes	qui	participent	à	la	barrière,	et	au	niveau	du	
plexus	 profond,	 les	 cellules	 gliales	 de	Müller	 (Rizzolo	 et	 al.,	 2011).	 La	 lame	 basale	 de	
l’endothelium	 et	 les	 péricytes	 participent	 eux	 aussi	 à	 la	 formation	 de	 cette	 barrière.	
Quant	 à	 la	 BHR	 externe,	 son	 organisation	 est	 sensiblement	 différente,	 puisqu’elle	 est	
constituée	 par	 la	monocouche	 de	 cellules	 de	 l’épithélium	 pigmentaire	 rétinien	 (EPR),	
dérivée	du	neuro-épithélium	embryonnaire	(Rizzolo,	2007).	L’efficacité	de	cette	barrière	
est	renforcée	par	la	présence	de	jonctions	serrées,	riches	en	claudines	et	en	occludines,	
permettant	de	joindre	les	cellules	épithéliales	de	l’EPR	(Konari	et	al.,	1995;	Nishiyama	et	
al.,	2002)	:	ainsi,	les	cellules	circulantes	ayant	quitté	les	capillaire	choroïdiens	fenestrés	
n’ont	théoriquement	pas	la	possibilité	de	s’infiltrer	jusque	dans	la	rétine	(Morcos	et	al.,	
2001).	Cependant,	 l’intégrité	des	 jonctions	entre	 les	 cellules	de	 l’EPR	n’est	pas	à	 toute	
épreuve	:	l’épithélium	pigmentaire	est	sensible	au	stress	oxydant	(Bailey	et	al.,	2004),	à	
la	présence	de	macrophages	péri-vasculaires	(Boven	et	al.,	2000),	ou	à	l’action	du	TNF-α	
(Bamforth	 et	 al.,	 1996).	 Dans	 certaines	 conditions	 pathologiques,	 la	 BHR	 est	 ainsi	
déstabilisée,	et	ne	permet	plus	d’empêcher	correctement	 l’extravasation	de	monocytes	
circulants	ou	d’autres	cellules	inflammatoires	(El	Mathari	et	al.,	2015;	Narimatsu	et	al.,	
2013;	Xu	et	al.,	2005).		
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1.2.3.2) Immunosuppression  
	
A	 la	 jonction	 entre	 la	 rétine	 neurale	 et	 la	 rétine	 pigmentaire,	 l’ensemble	 formé	par	 la	
couche	 des	 photorécepteurs	 et	 l’épithélium	 pigmentaire	 en	 surplomb	 créé	 une	 zone	
dépourvue	 de	 vaisseaux	 sanguins	:	 de	 plus,	 en	 condition	physiologique,	 l’espace	 sous-
rétinien,	qui	est	la	zone	se	trouvant	entre	les	segments	externes	des	photorécepteurs	et	
l’EPR,	est	dépourvu	de	leucocytes	(Figure	9	A).	La	membrane	de	Bruch,	qui	sépare	l’EPR	
des	 chorio-capillaires	 qui	 sont	 en	 dessous,	 est	 composée	 de	 protéines	matricielles	 qui	
ont	 un	 effet	 suppresseur	 sur	 la	 croissance	 des	 vaisseaux	 choroïdiens,	 et	 qui	
interviennent	aussi	dans	l’effet	immunosuppresseur	de	l’EPR.	
Jusqu’au	 début	 des	 années	 2000,	 on	 pensait	 que	 le	 privilège	 immun	 était	 maintenu	
uniquement	 par	 la	 séquestration	 d’antigènes	 (Streilein	 et	 al.,	 1992),	 l’absence	 de	
drainage	lymphatique	(Medawar,	1948),	et	la	barrière	hémato-rétinienne	(Morcos	et	al.,	
2001).	 Mais	 il	 a	 été	 montré	 que	 l’EPR	 a	 un	 effet	 immunosuppresseur	 (Wenkel	 and	
Streilein,	 2000)	 :	 c’est	 à	 dire	 qu’il	 exprime	 des	 facteurs	 solubles	 qui	 ont	 pour	 effet	
d’étouffer	 les	 réactions	 inflammatoires	 d’origine	 immunitaire,	 en	 protégeant	 ainsi	 les	
photorécepteurs	 d’une	 réaction	 inflammatoire	 exacerbée	 et	 maintenue	 sur	 le	 long	
terme,	qui	causerait	des	dommages	au	tissu.	
Le	 système	 Fas-FasL	 induit	 par	 l’EPR	 est	 son	 outil	 le	 plus	 puissant	 pour	 favoriser	 le	
privilège	immun,	en	induisant	l’apoptose	des	cellules	immunitaires	(Griffith	et	al.,	1995).	
Il	est	intéressant	de	noter	que	la	surexpression	de	FasL	(Fas	ligand)	dans	une	allogreffe	
ne	 suffit	pas	à	 reproduire	 les	 conditions	du	privilège	 immun	 (Kang	et	 al.,	 1997),	mais	
que	 l’inactivation	 génétique	 de	 FasL	 favorise	 l’accumulation	 sous-rétinienne	 de	
phagocytes	mononucléés	 dans	 un	modèle	 d’inflammation	 sous-rétinienne	(Levy	 et	 al.,	
2015a).	Cela	suggère	que	la	synergie	de	plusieurs	facteurs	est	nécessaire	pour	éliminer	
correctement	les	macrophages	qui	entrent	en	contact	avec	l’EPR	(Figure	9B).	
L’EPR	 a	 en	 effet	 à	 sa	 disposition	 un	 autre	 système	 participant	 à	 l’élimination	 des	
phagocytes	 mononucléés	:	 le	 système	 TSP-1/CD47.	 La	 Thrombospondine	 1	 (TSP-1)	
intervient	dans	de	nombreux	mécanismes	biologiques,	y	compris	l’immuno-modulation	
(Housset	 and	 Sennlaub,	 2015)	 :	 elle	 est	 synthétisée	 par	 l’EPR	 (Miyajima-Uchida	 et	 al.,	
2000),	et	peut	interagir	avec	le	récepteur	CD47	via	sa	séquence	C-terminale	(Lawler	and	
Hynes,	1986).	Or,	l’activation	du	récepteur	CD47	sensibilise	les	cellules	à	la	mort	induite	
par	FasL	(Manna	et	al.,	2005).	Dans	un	article	récemment	publié	(Calippe	et	al.,	2017),	
notre	 groupe	 a	 montré	 que	 la	 déficience	 en	 TSP-1	 est	 effectivement	 associée	 à	
l’accumulation	sous-rétinienne	de	phagocytes	mononucléés,	de	même	que	la	déficience	
en	CD47,	et	l’utilisation	de	TSP-1	recombinante	a	permis	d’accélérer	l’élimination	de	ces	
macrophages.	L’activation	du	récepteur	CD47	rend	donc	les	macrophages	plus	sensibles	
à	l’apoptose	induite	par	FasL	(Figure	9B).	Notons	qu’il	existe	d’autres	facteurs	solubles	
immunosuppresseurs	 produits	 par	 l’EPR,	 comme	 le	 facteur	 de	 croissance	 TGF-β	
(Tanihara	et	al.,	1993).	
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Figure	9	:	Environnement	immunosuppresseur	de	la	rétine	externe.	Au	niveau	de	l’espace	
sous-rétinien,	l’activation	du	récepteur	CD47	des	macrophages	par	TSP-1	sensibilise	les	cellules	
inflammatoires	 à	 l’élimination	 induite	 par	 FasL.	 PRs	:	 photorécepteurs.	 EPR	:	 épithélium	
pigmentaire	rétinien.	

(Guillonneau	et	al,	2017,	Progress	in	Retinal	&	Eye	Research)	
	

1.3) Pathologies les plus fréquentes de la rétine 

1.3.1) La rétinopathie diabétique 
	
La	 rétinopathie	 diabétique	 (RD)	 est	 une	 complication	 courante	 du	 diabète,	 et	 est	
responsable	d’une	perte	de	vision	sévère	chez	30%	des	patients	diabétiques	(Wong	et	
al.,	2006).	Sans	traitement,	la	maladie	progresse	d’un	stade	modéré	non-prolifératif	à	un	
état	 prolifératif	 sévère	 et	 avancé,	 caractérisé	 par	 la	 croissance	 de	 néo-vaisseaux	
rétiniens	:	 quel	 que	 soit	 le	 stade	 concerné,	 la	 pathologie	 peut	 aussi	 être	 associée	 à	 la	
présence	 d’œdème	 rétinien.	 Au	 milieu	 des	 années	 2000,	 l’introduction	 de	
l’administration	intra-vitréenne	d’anti-VEGF	a	permis	une	avancée	spectaculaire	dans	le	
traitement	 de	 l’œdème	 maculaire	 associé	 à	 la	 RD.	 Les	 anti-VEGFs	 permettent	 la	
restauration	de	la	vision	chez	une	majorité	de	patients	diabétiques	(Varma	et	al.,	2015).	
En	 France,	 la	 photocoagulation	 laser	 est	 aussi	 utilisée,	 afin	 de	 ralentir	 ou	 stopper	 la	
perte	de	vision	(Bressler	et	al.,	2011).	
	
En	terme	de	patho-mécanisme,	l’accumulation	de	glutamate	extracellulaire,	ainsi	qu’un	
défaut	 dans	 la	 production	 de	 facteurs	 neuroprotecteurs,	 semblent	 jouer	 un	 rôle	
primordial	 dans	 la	 neurodégénérescence	 rétinienne	 associée	 au	 diabète	 (Simó	 and	
Hernández,	 2014).	 Le	 glutamate	 est	 un	 neurotransmetteur	 excitateur	 qui	 produit	 un	
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effet	toxique	sur	les	neurones	lorsqu’il	est	en	excès	(Pulido	et	al.,	2007).	Le	manque	de	
facteurs	 neuroprotecteurs	 pourrait	 compromettre	 la	 protection	 neuronale	 contre	 ces	
mécanismes	 neurotoxiques.	 Ces	 caractéristiques	 font	 intervenir	 des	 dérégulations	
produites	 à	 l’échelle	 des	 cellules	 gliales	 (Mizutani	 et	 al.,	 1998;	 Omri	 et	 al.,	 2011),	 et	
pourraient	 contribuer	 à	 l’expression	 de	 médiateurs	 inflammatoires,	 favorisant	
l’aggravation	de	la	pathologie.		

	

1.3.2) La rétinite pigmentaire 
	
Le	terme	«	rétinite	pigmentaire	(RP)	»,	ou	retinitis	pigmentosa,	fait	référence	à	un	groupe	
de	 dystrophies	 rétiniennes	 héréditaires	 dégénératives,	 caractérisées	 par	 une	 perte	
progressive	de	la	vision	chez	les	patients,	conduisant	à	la	cécité.	La	RP	a	une	prévalence	
de	 1/3000	 à	 1/5000	 (Bertelsen	 et	 al.,	 2014),	 avec	 un	 diagnostique	 difficile	 à	 établir	
précocement	quand	le	patient	n’a	pas	d’antécédents	familiaux	(Hamel,	2006).	
Dans	 la	 plupart	 des	 cas,	 les	 patients	 RP	 présentent	 en	 premier	 lieu	 une	 perte	 des	
photorécepteurs	 en	 bâtonnets,	 qui	 entraine	 une	 déficience	 de	 la	 vision	 nocturne	 –	
héméralopie	 -	 puis	 de	 la	 vision	 périphérique	 en	 journée.	 Cette	 dégénérescence	 est	
associée	dans	un	deuxième	temps	à	la	mort	des	photorécepteurs	en	cônes,	qui	entraine	
sur	le	long	terme	une	perte	totale	de	la	vision.	
A	l’heure	actuelle,	il	n’existe	pas	de	traitement	standard	établi	pour	les	patients	RP,	mais	
plusieurs	 voies	 thérapeutiques	 sont	 explorées,	 comme	 la	 thérapie	 cellulaire	 ou	 la	
thérapie	 génique.	 En	 cas	 de	 dégénérescence	 trop	 avancée,	 le	 système	 de	 prothèse	
rétinienne,	 ou	 Argus	 II,	 permet	 de	 contourner	 les	 photorécepteurs	 endommagés	 via	
l’implantation	 d’une	 rétine	 artificielle	 (Berger	 et	 al.,	 2016).	 Les	médecins	 préconisent	
essentiellement	 des	méthodes	 visant	 au	 retardement	 de	 l’évolution	 de	 la	maladie	:	 on	
conseille	 aux	 patients	 de	 réduire	 leur	 exposition	 à	 la	 lumière,	 et	 de	 suivre	 un	 régime	
supplémenté	en	vitamine	A	(Berson,	1993),	bien	que	 le	bénéfice	de	ces	approches	soit	
encore	débattu	(Rayapudi	et	al.,	2013).	
	

1.3.3) DMLA 
	
La	dégénérescence	maculaire	liée	à	l’âge,	ou	DMLA,	est	la	première	cause	de	cécité	chez	
les	seniors	dans	 les	pays	développés.	Elle	est	associée	à	une	combinaison	de	plusieurs	
facteurs	génétiques	et	environnementaux.	La	DMLA	présente	deux	formes	tardives	:	une	
forme	 humide,	 et	 une	 forme	 sèche	 pour	 laquelle	 il	 n’existe	 actuellement	 aucun	
traitement.	Dans	 les	 deux	 cas,	 la	DMLA	 entraîne	 une	 perte	 gravissime	de	 la	 vision	 en	
endommageant	la	rétine	centrale	de	manière	irrémédiable.	
Les	caractéristiques	de	la	DMLA	seront	exhaustivement	traitées	au	chapitre	suivant	«	II)	
DMLA	et	inflammation	».	
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II) DMLA & inflammation 

2.1) Physiopathologie de la DMLA 
	
La	Dégénérescence	Maculaire	Liée	à	l’Age	est	une	pathologie	dégénérative	de	la	rétine	et	
qui	affecte	la	fovéa,	zone	centrale	de	la	rétine	riche	en	cônes	et	responsable	de	l’acuité	
visuelle.	C’est	la	première	cause	de	déficience	visuelle	au	monde	:	elle	affecte	plus	de	150	
millions	d’individus	(Wong	et	al.,	2014).		
	

2.1.1) La maculopathie liée à l’âge 
	
Le	 premier	 stade	 de	 la	 Dégénérescence	 Maculaire	 Liée	 à	 l’Age	 (DMLA)	 est	 un	 stade	
asymptomatique	 dit	 maculopathie	 liée	 à	 l’âge.	 A	 l’examen	 du	 fond	 d’œil,	 on	 peut	
observer	 des	 dépôts	 lipoprotéiques	 appelés	 drusens	 (Figure	 10	 B),	 localisés	 entre	 la	
membrane	de	Bruch	et	l’épithélium	pigmentaire	(EPR),	et	dont	la	distribution	et	la	taille	
varient	d’un	patient	à	 l’autre	;	 on	observe	aussi	une	pigmentation	 irrégulière	de	 l’EPR	
(Bird	et	al.,	1995).		
Les	 drusens,	 présents	 au	 stade	 maculopathie,	 peuvent	 prendre	 la	 forme	 de	 dépôts	
linéaires	 ou	 de	 protrusions	 plus	 larges	 –	 supérieures	 à	 125	 um	 -	 appelées	 drusens	
«	soft	»	(Curcio	and	Millican,	1999;	Sarks,	1976).	Ces	protrusions	déforment	la	rétine,	ce	
qui	conduit	à	l’apparition	des	métamorphopsies	(Biarnés	et	al.,	2011)	(Figure	10	H),	et	
sont	 associées	 à	 une	 diminution	 de	 l’épaisseur	 de	 la	 couche	 des	 photorécepteurs	
(Schuman	et	al.,	2009),	ainsi	qu’à	une	perte	de	sensibilité	(Midena	et	al.,	2007;	Puell	et	
al.,	2012).	Les	drusens	dits	«	hard	»,	de	plus	petite	taille	–	inférieure	à	63	um	-	ne	sont	
généralement	pas	associés	au	développement	de	la	maladie,	sauf	si	ils	sont	présents	en	
grand	nombre	au	niveau	de	la	macula	(Klein	et	al.,	2004).	
	

2.1.2) Les formes tardives de la DMLA 
	
On	 ne	 connaît	 pas	 encore	 toutes	 les	 raisons	 qui	 expliquent	 pourquoi	 les	 patients	
souffrant	de	maculopathie	liée	à	l’âge	développent	les	formes	tardives	de	la	DMLA,	mais	
il	semblerait	que	cette	évolution	soit	liée	à	une	combinaison	entre	certains	 facteurs	de	
risques	 environnementaux,	 et	 une	 prédisposition	 génétique	 (Yu	 et	 al.,	 2012).	 Il	 existe	
deux	 formes	 cliniques	 de	 DMLA	 tardive	:	 la	 DMLA	 exsudative	 ou	 humide,	 et	 la	 DMLA	
atrophique	ou	sèche	(Sarks,	1976).	
	

2.1.2.1) Forme sèche 
	
L’atrophie	géographique	est	l’une	des	formes	tardives	de	la	DMLA	:	elle	est	caractérisée	
par	 la	 perte	 irréversible	 des	 photorécepteurs,	 et	 la	 dégénérescence	 de	 l’épithélium	
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pigmentaire	 rétinien	 (EPR)	 (Holz	 et	 al.,	 2014;	 Sarks	 et	 al.,	 1988).	 L’atrophie	
géographique	affecte	approximativement	5	millions	de	personnes	à	travers	le	monde,	et	
sa	prévalence	augmente	exponentiellement	avec	l’âge	(Rudnicka	et	al.,	2015;	Wong	et	al.,	
2014).	La	lésion	atrophique	se	développe	d’abord	au	niveau	de	la	périfovéa	(Sarks	et	al.,	
1988),	puis	s’étend	progressivement	jusqu’à	atteindre	la	fovéa	elle-même	(Figure	10	E)	:	
l’atrophie	 est	 typiquement	 bilatérale	 (Lindblad	 et	 al.,	 2009).	 L’atrophie	 de	 la	 zone	
périfovéale	 affecte	 la	 performance	 visuelle,	 ce	 qui	 a	 un	 impact	 considérable	 sur	 les	
capacités	 liées	 à	 la	 lecture,	 la	 conduite,	 et	 la	 perception	 visuelle	 en	 conditions	
scotopiques	(Brown	et	al.,	2014;	Sunness	et	al.,	1997).	Lorsque	la	lésion	atteint	la	fovéa,	
l’acuité	visuelle	centrale	est	profondément	affectée	(Lindblad	et	al.,	2009)	(Figure	10	G,	
I),	et	la	nature	et	la	vitesse	de	progression	de	la	lésion	varient	significativement	selon	les	
patients.	
	

2.1.2.2) Forme humide 
	
La	 deuxième	 forme	 tardive	 de	 la	 DMLA	 est	 appelée	 forme	 humide,	 ou	 stade	 néo-
vasculaire,	et	progresse	rapidement.	La	DMLA	humide	est	caractérisée	par	la	formation	
de	 néo-vaisseaux	 qui	 se	 développent	 à	 partir	 de	 la	 choroïde	 dans	 85%	 des	 cas,	 et	
conduisent	à	l’accumulation	intra-rétinienne	ou	sous-rétinienne	de	fluides	(Figure	10	F),	
sang	 et	 lipides	 (Rosenfeld	 et	 al.,	 2006)	 jusqu’à	 former	 des	 exsudats	 vasculaires	 ou	 un	
œdème	 maculaire,	 voire	 un	 décollement	 de	 rétine.	 L’accumulation	 de	 fluides	
s’accompagne	de	la	croissance	d’une	membrane	fibreuse	néo-vasculaire,	qui	sur	le	long	
terme	 entraîne	 la	 perte	 irréversible	 de	 la	 vision	 associée	 la	 formation	 d’un	 cicatrice	
disciforme	sous-rétinienne	(Sarks,	1976).	La	croissance	des	néo-vaisseaux	dépend	de	la	
production	de	VEGF	(Rosenfeld	et	al.,	2006),	produit	par	les	cellules	de	l’EPR,	ou	par	les	
macrophages	 qui	 s’accumulent	 dans	 l’espace	 sous-rétinien	 (Ishibashi	 et	 al.,	 1997).	 On	
recense	 deux	 types	 de	 néo-vaisseaux	 choroïdiens	:	 les	 néo-vaisseaux	 occultes,	 qui	 se	
développent	 sous	 l’EPR,	 et	 les	 néo-vaisseaux	 classiques,	 qui	 traversent	 l’EPR	 et	
envahissent	 la	 couche	 des	 photorécepteurs,	 et	 sont	 donc	 visibles	 en	 fond	 d’œil.	
	

2.2) Caractéristiques de la DMLA 
 

2.2.1) Statistiques épidémiologiques 
	
Les	 premiers	 symptômes	 cliniques	 de	 la	 DMLA	 peuvent	 apparaître	 dès	 50	 ans,	 et	
augmentent	ensuite	progressivement	avec	l’âge	jusqu’à	la	perte	totale	de	vision.	
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Figure	10	:	La	DMLA,	une	pathologie	évolutive.	Fonds	d’œil	d’un	patient	sain	(A),	présentant	
une	maculopathie	 (B),	une	atrophie	géographique	(E),	ou	une	DMLA	humide	(F).	Le	 test	de	 la	
grille	d’Amsler	permet	de	détecter	les	métamorphopsies	(H),	ou	les	zones	de	perte	de	vision	(G),	
absentes	 chez	 le	 patient	 sain	 (C).	 Les	 photos	 représentent	 l’impact	 sur	 la	 vision	 de	 patients	
atrophiques	(I)	ou	présentant	une	DMLA	néo-vasculaire	(J)	par	rapport	à	un	patient	sain	(D).	F	:	
fovéa.	M	:	macula.	
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La	population	atteinte	par	la	DMLA	est	de	2%	pour	les	moins	de	60	ans,	et	de	30%	pour	
les	séniors	de	plus	de	75%	(Bernstein,	2009).	Aux	Etats-Unis,	la	maculopathie	liée	à	l’âge	
concerne	entre	5	et	7%	des	séniors	de	moins	de	55	ans	:	mais	pour	les	individus	de	plus	
de	75	ans,	la	prévalence	augmente	jusqu’à	25%	(Friedman	et	al.,	2004).	Concernant	les	
formes	tardives	de	la	DMLA,	la	prévalence	atteint	8%	chez	les	personnes	de	plus	de	75	
ans	 (Friedman	 et	 al.,	 2004).	 Les	 patients	 atteints	 de	maculopathie	 asymptomatique	 et	
qui	 présentent	 des	 drusens	 soft	 larges	 ont	 15	 à	 30%	 de	 chances	 de	 développer	 une	
forme	tardive	de	la	DMLA	(Klein	et	al.,	2004;	Wang	et	al.,	2003)	avec	55%	de	risque	de	
basculer	vers	la	forme	exsudative,	et	45%	vers	la	forme	atrophique	(Klein	et	al.,	2002).	
La	DMLA	est	donc	enjeu	de	santé	publique	majeure,	d’autant	que	la	population	des	pays	
industrialisés	est	de	plus	en	plus	vieillissante.	En	2004	aux	Etats-Unis,	1,75	millions	de	
personnes	présentaient	 l’un	des	stades	avancés	de	 la	DMLA,	et	7,3	millions	étaient	au	
stade	intermédiaire,	avec	donc	une	probabilité	accrue	de	développer	les	formes	tardives	
(National	Eye	Institute.	Prevalence	of	Eye	Disease	Table.	2004).	
Malheureusement,	 il	 n’existe	 pas	 encore	 de	 traitements	 pour	 la	 forme	 sèche,	 et	 les	
traitements	 anti-VEGF	 utilisés	 dans	 la	 forme	 humide	 sont	 incapables	 de	 ralentir	 les	
conséquences	 neuro-dégénératives	 et	 la	 perte	 de	 la	 fonction	 visuelle	 associés	 à	 la	
croissance	de	vaisseaux	chez	10%	des	patients	(Rofagha	et	al.,	2013).	
	

2.2.2) Caractéristiques et symptômes 
	
L’examen	du	fond	d’œil	est	le	moyen	le	plus	rapide	et	le	plus	efficace	d’observer	la	rétine	
d’un	patient	:	il	est	réalisé	sans	douleur,	et	sans	anesthésie.	Chez	les	patients	atteints	de	
pathologies	rétiniennes,	le	fond	d’œil	permet	le	suivi	du	patient,	et	l’établissement	d’un	
diagnostique,	puisqu’il	révèle	la	présence	de	néo-vaisseaux	papillaires	non-occultes,	de	
fuites	vasculaires,	de	drusens,	ou	d’un	décollement	de	rétine.		
La	tomographie	à	cohérence	optique,	ou	«	optical	coherence	tomography	»	(OCT)	est	un	
examen	 non-invasif	 qui	 utilise	 la	 projection	 d’ondes	 lumineuses	 pour	 examiner	 la	
structure	de	 la	 rétine	:	 L’OCT	permet	au	médecin	d’analyser	 la	structure	et	 l’épaisseur	
des	couches	rétiniennes.		
Enfin,	 l’angiographie	 rétinienne	 permet	 d’apprécier	 au	 fond	 d’œil	 l’état	 de	 la	
vascularisation	grâce	à	 l’injection	d’un	composé	 fluorescent	–	 la	 fluorescéine	–	dans	 la	
circulation	sanguine.		
	
Le	 praticien	 peut	 observer	 les	 lésions	 de	 l’atrophie	 géographique	 à	 l’aide	 de	 ces	
différentes	 techniques,	 et	 ainsi	 en	 identifier	 les	 particularités	 anatomiques,	 comme	 la	
visibilité	 accrue	 des	 vaisseaux	 choroïdiens	 observables	 au	 fond	 d’œil,	 l’absence	 de	
lipofuscine	 autofluorescente	 de	 l’EPR,	 ou	 l’hypertransmission	 lumineuse	 à	 travers	 les	
couches	 rétiniennes	 observable	 en	 OCT.	 Au	 fond	 d’œil,	 les	 lésions	 atrophiques	 sont	
nettement	 visibles	 et	 se	 démarquent	 par	 l’aspect	 hypo-pigmenté	 de	 l’EPR,	 qui	 laisse	
transparaître	 les	 vaisseaux	 choroïdiens.	 En	 OCT,	 les	 lésions	 atrophiques	 sont	
généralement	 identifiées	 grâce	 à	 la	 perte	 des	 couches	 externes	 de	 la	 rétine	 –	
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correspondant	 à	 la	 dégénérescence	 de	 l’EPR	 et	 des	 photorécepteurs.	 Le	 phénomène	
d’hypertransmission	 choroïdienne	 causé	par	 la	 disparition	des	 structures	 absorbantes	
de	la	rétine	externe	peut	permettre	chez	certains	patients	de	délimiter	plus	précisément	
les	 bordures	 des	 zones	 atrophiques	 (Fleckenstein	 et	 al.,	 2010).	 L’examen	 à	 la	
fluorescéine	permet	aussi	d’identifier	les	lésions	atrophiques,	qui	sont	définies	dans	les	
premières	minutes	du	 test	par	des	 zones	hyperfluorescentes.	Cette	 caractéristique	est	
due	à	l’absence	de	l’EPR,	qui	permet	de	visualiser	nettement	le	colorant	fluorescent	qui	
circule	 dans	 les	 vaisseaux	 choroïdiens.	 Le	 colorant	 finit	 ensuite	 par	 diffuser	 plus	
largement,	 rendant	 la	 détection	 précise	 des	 limites	 de	 la	 zone	 atrophiques	 plus	
compliquée.	
	

	
Figure	 11	:	 Accumulation	 de	 phagocytes	 mononucléés	 dans	 la	 DMLA.	 Chez	 les	 patients	
sains,	l’espace	sous-rétinien	est	dépourvu	de	phagocytes	mononucléés.	Ceux-ci	s’accumulent	du	
côté	apical	de	 l’épithélium	pigmentaire	(EPR)	autour	des	drusens	 larges,	au	niveau	de	 la	zone	
atrophique	et	de	la	zone	de	transition	dans	l’atrophie	géographique,	et	à	proximité	des	lésions	
vasculaires	 dans	 la	 DMLA	 humide,	 où	 ils	 phagocytent	 les	 débris	 et	 les	 pigments	 de	 l’EPR	
dégénérescent.		

(Guillonneau	et	al,	2017,	Progress	in	Retinal	&	Eye	Research)	
	

2.2.3) Les facteurs de risque 
	
De	 nombreux	 facteurs	 de	 risque	 associés	 au	 développement	 de	 la	 DMLA	 ont	 été	
identifiés,	 en	 lien	 avec	 certains	 polymorphismes	 génétiques,	 l’origine	 ethnique,	 les	
habitudes	 alimentaires	 –	 carence	 en	 vitamines	 ou	 régime	 riche	 en	 graisses	 –,	 la	
condition	 physique	 –	 rythme	 de	 vie	 sédentaire,	 consommation	 de	 tabac,	 facteurs	 de	
risque	 cardiovasculaires	–	ou	même	en	 lien	avec	 l’environnement,	 comme	 l’exposition	
prolongée	à	de	 fortes	 intensités	 lumineuses	 (Chakravarthy	et	 al.,	 2010).	Une	partie	de	
ces	facteurs	de	risque	est	avérée,	et	les	mécanismes	qui	les	sous-tendent	ont	pu	être	en	
partie	 éclaircis,	 alors	 que	 d’autres	 présentent	 un	 lien	mécanistique	 avec	 la	 DMLA	 qui	
reste	 encore	 obscur.	 Mais	 dans	 l’ensemble,	 de	 plus	 en	 plus	 d’indices	 révèlent	 la	
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contribution	 de	 ces	 facteurs	 de	 risque	 à	 une	 toxicité	 induite	 par	 les	 membres	 de	 la	
famille	des	phagocytes	mononucléés	(Figure	11).	
	

 2.2.3.1) Les facteurs de risque avérés en lien avec l’inflammation 
	
Age	:	 De	 toute	 évidence,	 le	 premier	 facteur	 de	 risque	 lié	 à	 la	 DMLA	 est	 l’âge.	 Le	
vieillissement	 impacte	 la	 régulation	 homéostatique	 à	 plusieurs	 niveaux	 via	 des	
mécanismes	 qui	 n’ont	 pas	 tous	 été	 explicités.	 Chez	 la	 souris,	 le	 vieillissement	 suffit	 à	
induire	 l’accumulation	 sous-rétinienne	 de	 phagocytes	 mononucléés	 (Damani	 et	 al.,	
2011),	 et	 cet	 effet	 est	 amplifié	 dans	 les	 modèles	 murins	 où	 la	 résolution	 de	
l’inflammation	 et	 l’élimination	 des	 macrophages	 sont	 inactivées	 (Calippe	 et	 al.,	 2017;	
Combadière	et	al.,	2007;	Levy	et	al.,	2015a;	Sennlaub	et	al.,	2013).		
En	 effet,	 le	 vieillissement	 est	 associé	 avec	 l’accroissement	 de	 la	 production	 de	
chimiokines	 dans	 l’œil	 comme	 le	 CCL2,	 favorisant	 le	 recrutement	 de	 monocytes	
circulants	(Sennlaub	et	al.,	2013),	et	avec	 la	perte	des	propriétés	 immunosuppressives	
de	 l’espace	 sous-rétinien,	 prévenant	 la	 résolution	 de	 l’inflammation	 (Damani	 et	 al.,	
2011).	 De	 plus,	 les	 monocytes	 circulants	 des	 sujets	 âgés	 présentent	 une	 production	
accrue	de	cytokines	(Hearps	et	al.,	2012).	Enfin,	des	expériences	de	transplantation	de	
moelle	osseuse	de	souris	âgées	dans	des	souris	plus	jeunes	ont	montré	que	la	forte	néo-
vascularisation	 induite	 par	 impact	 laser	 dépendait	 des	 cellules	 dérivées	 de	 la	 moelle	
(Zhao	et	al.,	2013).	
Ces	 résultats	montrent	 l’impact	majeur	 qu’a	 le	 vieillissement	 du	 système	 immunitaire	
dans	la	pathogénèse	de	la	DMLA	(Figure	11).	
	
Prédisposition	génétique	:	La	DMLA	est	une	pathologie	héréditaire	:	 le	seul	 fait	d’avoir	
un	 parent	 atteint	 augmente	 le	 risque	 de	 développer	 la	 DMLA	 d’un	 facteur	 5	 à	 10	
(Chakravarthy	et	al.,	2010).	L’étude	 la	plus	récente	montre	que	52	variants	génétiques	
indépendants	et	répartis	sur	34	loci	sont	associés	à	 la	DMLA	(Figure	12	A)	:	16	de	ces	
loci	 incluent	 des	 gènes	 majoritairement	 associés	 au	 métabolisme	 lipidique	 ou	 à	
l’inflammation	(Fritsche	et	al.,	2015).	Plusieurs	autres	études	ont	montré	que	le	risque	
génétique	associé	à	la	DMLA	est	dû	à	certaines	isoformes	d’ApoE	(Fritsche	et	al.,	2015;	
Swaroop	 et	 al.,	 2007)	 et	 de	 CFH	 (Fritsche	 et	 al.,	 2013,	 2014;	Magnusson	 et	 al.,	 2006)	
ainsi	 qu’à	 l’allèle	 à	 risque	 10q26	 (Swaroop	 et	 al.,	 2007;	 Yang	 et	 al.,	 2006).	 Ces	 gènes	
étant	 tous	 exprimés	 par	 les	 macrophages	 (Figure	 12B),	 leurs	 différents	 variants	
impactent	 leurs	 fonctions	 et	 favorisent	 la	 promotion	 de	 l’inflammation,	 très	
certainement	 indépendamment	 de	 la	 dégénérescence	 de	 l’EPR,	 de	 la	 choroïde	 ou	 des	
photorécepteurs.	
Les	mécanismes	inflammatoires	induits	par	l’expression	de	ces	facteurs	de	risque	par	les	
macrophages,	 et	 la	 manière	 dont	 ils	 favorisent	 le	 déséquilibre	 d’une	 réaction	
inflammatoire	 initialement	 bénéfique	 seront	 détaillés	 au	 chapitre	 «	2.3.2)	 Rôle	 des	
facteurs	de	risque	génétique	».	
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Figure	 12	:	 Les	 variants	 génétiques	 associés	 à	 la	 DMLA	 influencent	 l’inflammation.	 Les	
variants	 génétiques	 des	 gènes	 APOE,	 CFH	 et	 HTRA1	 sont	 fortement	 associés	 à	 la	 DMLA	 (A).	
APOE,	CFH	et	HTRA1	sont	fortement	exprimés	par	les	phagocytes	mononucléés	(B).	

(D’après	Fritsche	et	al,	2015,	Nature	Genetics)	
	

 2.2.3.2.) Les facteurs de risque environnementaux 
	
Cigarette	:	Les	fumeurs	ont	entre	2,6	et	4,8	fois	plus	de	probabilité	de	développer	l’une	
des	 formes	 tardives	 de	 la	 DMLA,	 et	 les	 anciens	 fumeurs	 sont	 eux	 aussi	 exposés	 à	 un	
risque	 accru,	 avec	 une	 probabilité	 1,7	 fois	 supérieure	 (Chakravarthy	 et	 al.,	 2007).	 Les	
mécanismes	qui	lient	la	consommation	de	cigarette	à	la	DMLA	ont	malheureusement	été	
assez	peu	explorés	jusqu’à	ce	jour.		
	
Exposition	à	la	lumière	:	L’exposition	prolongée	à	une	forte	intensité	lumineuse	a	aussi	
été	 associée	 chez	 les	 patients	 à	 un	 accroissement	 du	 risque	 de	 développer	 la	 forme	
précoce	et	la	forme	tardive	de	la	DMLA	(Fletcher	et	al.,	2008;	Schick	et	al.,	2016).	Mais	
les	mécanismes	qui	lient	ces	deux	évènements	n’ont	pas	été	clairement	élucidés.	
	
Obésité	:	 Les	 résultats	 de	 plusieurs	 études	 menées	 sur	 d’importantes	 cohortes	 de	
patients	 suggèrent	 que	 l’obésité	 est	 un	 important	 facteur	 de	 risque	 pour	 la	 DMLA.	
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L’étude	de	 la	Melbourne	Collaborative	Cohort	a	montré	que	 l’obésité	abdominale	 chez	
les	hommes	accroît	de	13%	le	risque	de	développer	une	DMLA	précoce,	et	de	75%	pour	
la	 DMLA	 tardive	 (Adams	 et	 al.,	 2011).	 De	 même,	 une	 autre	 étude	 a	 montré	 que	 la	
réduction	du	ratio	taille/hanches	–	qui	permet	d’évaluer	l’obésité	abdominale	–	chez	les	
individus	d’âge	moyen	était	associée	à	une	diminution	de	3%	du	risque	de	développer	la	
DMLA,	particulièrement	chez	les	personnes	en	surpoids	(Peeters	et	al.,	2008).		
	

2.2.4) Traitements 
	
A	 l’heure	 actuelle,	 il	 n’existe	 pas	 de	 traitement	 pour	 l’atrophie	 géographique,	 ni	 pour	
ralentir,	 ni	 pour	 inverser	 sa	 progression.	Une	 étude	 clinique	 de	 phase	 3	 conduite	 par	
Roche	 et	 dont	 les	 premiers	 résultats	 sont	 attendus	 pour	 septembre	 2018	 a	 pour	 but	
d’évaluer	l’effet	d’un	nouveau	médicament,	le	Lampalizumab.	Ce	traitement,	administré	
par	injection	intra-vitréenne	est	censé	ralentir	la	progression	de	la	lésion	atrophique,	en	
inhibant	la	voie	alternative	du	complément	via	le	facteur	D.	Ce	traitement	présente	des	
effets	 prometteurs	 (Yaspan	 et	 al.,	 2017),	 même	 si	 une	 précédente	 étude	 clinique	
conduite	 par	 Genentech	 n’a	 pas	 donné	 les	 effets	 escomptés.	 D’autres	 pistes	
thérapeutiques	 sont	 actuellement	 explorées,	 comme	 la	 transplantation	 de	 cellules	
souches,	l’utilisation	d’implants	rétiniens,	ou	l’inhibition	du	facteur	3	du	complément.	
	
Concernant	 la	 DMLA	 exsudative,	 les	 perspectives	 thérapeutiques	 sont	moins	 sombres	
puisqu’il	 existe	 au	 moins	 deux	 traitements	:	 (i)	 la	 thérapie	 photo-dynamique,	
aujourd’hui	 délaissée	 au	 profit	 de	 (ii)	 la	 thérapie	 anti-VEGF.	 La	 thérapie	 photo-
dynamique	(PDT)	avait	été	établie	comme	une	alternative	sûre	et	efficace	pour	traiter	la	
DMLA	 humide	 (Bressler	 and	 Treatment	 of	 Age-Related	 Macular	 Degeneration	 with	
Photodynamic	 Therapy	 (TAP)	 Study	 Group,	 2001).	 Il	 s’agit	 d’une	 photothérapie	 par	
laser,	qui	consiste	à	générer	des	radicaux	libres	dans	le	tissu	sous-rétinien.	Ces	radicaux	
libres	ont	un	effet	cytotoxique	sur	les	vaisseaux	néo-formés,	et	permettent	la	régression	
de	 la	 néo-vascularisation	 après	 injection	 intraveineuse	 d’un	 agent	 photosensible,	 la	
vertéporfine.	Cette	thérapie	avait	été	abandonnée	après	la	découverte	de	l’efficacité	des	
thérapies	 anti-VEGF,	 mais	 certaines	 études	 ont	 montré	 un	 effet	 positif	 des	 deux	
thérapies	combinées	(Koh	et	al.,	2012).	
A	 l’heure	 actuelle,	 ce	 sont	 les	 traitements	 anti-VEGF	 qui	 sont	 les	 plus	 utilisés.	 Le	
ranibizumab	est	un	 fragment	d’anticorps	monoclonal	qui	 inhibe	 le	VEGF	et	prévient	 la	
néo-vascularisation	 choroïdienne.	 Il	 est	 autorisé	 par	 la	 FDA	 dans	 le	 traitement	 de	 la	
DMLA	exsudative	(Agarwal	et	al.,	2015).	L’aflibercept	est	une	protéine	recombinante	de	
fusion,	 composée	d’une	portion	des	 récepteurs	1	et	2	au	VEGF	 (VEGFR-1	et	VEGFR-2)	
fusionnées	 au	 niveau	 du	 domaine	 Fc	 de	 l’immunoglobuline	 humaine	 G1.	 Ce	 composé	
présente	une	plus	haute	affinité	que	 le	ranibizumab	pour	piéger	 le	VEGF	et	 former	un	
complexe	 inerte	 stable	 (James	 A	 Dixon,	 Scott	 CN	 Oliver,	 Jeffrey	 L	 Olson,	 2009).	 Ce	
médicament	 présente	 un	 avantage	 certain	 de	 part	 son	 efficacité,	 et	 sa	 demi-vie	 plus	
longue	 permettant	 de	 réduire	 le	 rythme	 des	 injections.	 Enfin,	 le	 bevacizumab	 est	 un	
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anticorps	monoclonal	 humain	 recombinant,	 qui	 se	 lie	 au	VEGF	 et	 l’inhibe	 (Baka	 et	 al.,	
2006).	Il	se	différencie	du	ranibizumab	par	la	présence	du	domaine	Fc,	mais	est	moins	
cher,	ce	qui	en	fait	un	traitement	alternatif	permettant	de	réduire	le	coût	de	la	prise	en	
charge	de	la	DMLA	néo-vasculaire	(Haller,	2013).	
	

2.3) Inflammation dans la DMLA 
	

2.3.1) Le système des phagocytes mononucléés 
	

 2.3.1.1) Progéniteurs, monocytes et macrophages 
	

  2.3.1.1.1) Origine des monocytes 
	
Le	 système	 des	 phagocytes	 mononucléés	 est	 décrit	 comme	 un	 sous-groupe	 des	
leucocytes	:	 c’est	 une	 population	 de	 cellules	 myéloïdes	 dérivées	 de	 progéniteurs	
localisés	 dans	 la	 moelle.	 Nous	 décrirons	 ici	 ce	 système	 en	 rapport	 avec	 le	 système	
nerveux	 central.	 Dans	 le	 SNC,	 le	 système	 des	 phagocytes	 mononucléés	 comprend	 les	
monocytes	 (Mos),	 les	 macrophages	 inflammatoires	 dérivés	 des	 monocytes	 (iMF),	 les	
cellules	dendritiques	(CDs),	et	les	macrophages	résidents	(rMF)	incluant	les	microglies	
(MCs).	
	
De	manière	générale,	les	monocytes	circulant	dans	le	sang	sont	recrutés	au	niveau	des	
tissus	où	ils	se	différencient	en	macrophages,	en	conditions	basales	comme	dans	le	cadre	
d’une	 inflammation	 locale	 (van	 Furth,	 1976).	 On	 observe	 cependant	 de	 grandes	
disparités	 relatives	 à	 l’origine	 des	macrophages	 résidents	 selon	 les	 tissus	:	 le	 SNC	par	
exemple	 est	 intégralement	 colonisé	 au	 cours	 du	 développement	 par	 des	 progéniteurs	
provenant	du	sac	vitellin,	donnant	la	population	de	microglies	qui	persiste	jusqu’à	l’âge	
adulte	(Ginhoux	et	al.,	2010b).	D’autres	tissus	comme	les	poumons	sont	colonisés	par	les	
macrophages	dérivés	de	progéniteurs	embryonnaires	provenant	de	la	moelle	ou	du	sac	
vitellin	(Guilliams	et	al.,	2013).	Enfin,	certains	organes	comme	le	cœur	sont	colonisés	au	
cours	 du	 développement,	 et	 leur	 population	 en	 macrophages	 est	 progressivement	
renouvelée	au	cours	de	la	vie	par	l’invasion	de	macrophages	CCR2+	dérivés	de	la	moelle,	
ainsi	 que	 par	 auto-renouvellement	 (Epelman	 et	 al.,	 2014).	 Selon	 leur	 origine,	 les	
macrophages	 présentent	 une	 grande	 hétérogénéité	 de	 phénotypes	 et	 de	 fonctions,	
notamment	 dans	 la	 manière	 dont	 ils	 répondent	 à	 une	 blessure	 ou	 un	 stress	
inflammatoire.	 C’est	 pourquoi	 il	 est	 important	 de	 différencier	 dans	 le	 SNC	 les	
macrophages	 résidents	 des	 macrophages	 inflammatoires	 recrutés	 à	 partir	 des	
monocytes	circulants	dans	le	cadre	de	l’inflammation.		
Les	 cellules	 de	 la	 lignée	 myéloïde	 proviennent	 d’un	 progéniteur	 commun	:	 la	 cellule	
souche	 hématopoïétique	 (HSC)	 (Figure	 13).	 Les	HSCs	 se	 différencient	 en	 progéniteurs	
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myéloïdes	communs	(CMPs),	qui	donnent	à	leur	tour	les	précurseurs	aux	granulocytes	
et	macrophages,	ou	myéloblastes	(GMPs).	Ceux-ci	se	différencient	enfin	en	progéniteur	
commun	aux	cellules	dendritiques	et	aux	monocytes	(MDPs),	qui	donnent	naissance	aux	
monocytes	 et	 aux	 cellules	 dendritiques	 (Geissmann	 et	 al.,	 2010).	 Les	 cellules	
dendritiques	 sont	 des	 cellules	 présentatrices	 d’antigènes	 qui	 régulent	 l’immunité	
adaptative	 en	modulant	 la	 réponse	 de	 lymphocytes	 T.	 Elles	 ne	 sont	 pas	 présentes	 en	
nombre	représentatif	dans	la	rétine	:	leurs	caractéristiques	ne	seront	donc	pas	décrites	
plus	en	détail	ici,	et	nous	nous	focaliserons	sur	les	monocytes	circulants.	
	
	
	

	
Figure	13	:	Origine	et	différentiation	des	monocytes.	Les	monocytes	et	les	macrophages	sont	
issus	de	la	différentiation	des	cellules	souches	hématopoïétiques	au	cours	du	développement	et	
à	 l’âge	 adulte.	 	 Les	 microglies	 -	 macrophages	 résidents	 du	 système	 nerveux	 central	 –	
proviennent	 de	 la	 différentiation	 de	 précurseurs	 présents	 dans	 le	 sac	 vitellin	 au	 cours	 du	
développement.	

(D’après	Ransohoff,	2010,	Nature	Reviews)	
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  2.3.1.1.2) Les monocytes 
	
Les	monocytes	circulants	expriment	un	large	panel	de	récepteurs	aux	chimiokines	et	aux	
motifs	 moléculaires	 associés	 aux	 pathogènes	 (PAMPs)	 qui	 conditionnent	 leur	
recrutement	(Serbina	et	al.,	2008).	Les	monocytes	sont	capables	de	produire	une	grande	
quantité	 de	 molécules	 pro-inflammatoires,	 et	 peuvent	 se	 différencier	 en	 CDs	 ou	 en	
macrophages	lorsqu’ils	sont	recrutés	au	sein	d’un	tissu	durant	l’inflammation	(Randolph	
et	al.,	1999).	
	

	
Figure	14	:	Les	marqueurs	CD14	et	CD16	permettent	d’identifier	les	sous-populations	de	
monocytes.	

(D’après	Ziegler-Heitbrock	et	al,	2013,	Frontiers	in	Immunology)	
	
Chez	 l’homme,	 il	existe	 trois	populations	de	monocytes	circulants	(Figure	14),	définies	
par	 l’expression	 différentielle	 des	 marqueurs	 de	 surface	 CD14	 et	 CD16	 (Ziegler-
Heitbrock	 et	 al.,	 2010)	:	 (i)	 Les	monocytes	 classiques	 expriment	 fortement	 CD14	mais	
pas	CD16	(CD14++CD16-),	(ii)	les	monocytes	non-classiques	expriment	fortement	CD16	
et	faiblement	CD14	(CD14+CD16++),	et	(iii)	les	monocytes	intermédiaires	expriment	de	
hauts	niveaux	de	CD14	et	de	faibles	niveaux	de	CD16	(CD14++CD16+).	On	retrouve	une	
classification	 similaire	 chez	 la	 souris,	 avec	 des	 monocytes	 classiques	
Ly6ChighCCR2highCX3CR1low,	 alors	 que	 les	 monocytes	 non-classiques	 ont	 un	 profil	
Ly6ClowCCR2lowCX3CR1high	 (Geissmann	 et	 al.,	 2010;	 Si	 et	 al.,	 2010).	 Ces	 profils	
d’expression	de	CCR2	et	CX3CR1	sont	identiques	chez	l’homme,	mais	ne	sont	pas	utilisés	
pour	 identifier	 les	 sous	 populations	 de	 monocytes	 car	 ils	 ne	 permettent	 pas	 de	
caractériser	la	population	de	monocytes	intermédiaires.	
	

Intermédiaires	

Classiques	

Non-classiques	
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Figure	 15	:	 Origine	 des	 macrophages	 chez	 la	 souris.	 Les	monocytes	 sont	 continuellement	
générés	 à	 partir	 des	 cellules	 souches	 de	 la	 moelle	 osseuse.	 Les	 monocytes	 classiques	 sont	
recrutés	 au	 niveau	 des	 tissus	 en	 cas	 d’inflammation,	 où	 ils	 se	 différencient	 en	 macrophages	
inflammatoires.	Les	monocytes	non-classiques	patrouillent	le	long	de	l’endothélium	vasculaire,	
et	favorisent	le	recrutement	des	neutrophiles.	

(D’après	Ginhoux	et	al,	2014,	Nature	Review	Immunology)	
	
Les	monocytes	classiques	ou	inflammatoires	répondent	fortement	à	l’activation	du	Toll-
like	receptor	4	(TLR4)	induite	via	le	LPS,	en	produisant	des	cytokines	inflammatoires	:	
IL-6,	IL-8,	CCL2	(Chow	et	al.,	1999).	Ils	interviennent	dans	la	première	ligne	de	défense	
contre	 les	 pathogènes	 (Figure	 15),	 et	 jouent	 un	 rôle	 essentiel	 dans	 de	 nombreuses	
pathologies	 inflammatoires	 (Chuluundorj	 et	 al.,	 2014;	 Reed-Geaghan	 et	 al.,	 2010).	 Les	
monocytes	 non-classiques	 ont	 un	 rôle	 de	 «	patrouilleur	»	:	 ils	 évoluent	 le	 long	 des	
vaisseaux	sanguins,	et	activent	des	mécanismes	dépendants	de	CX3CR1	et	de	l’intégrine	
LFA-1,	permettant	une	invasion	rapide	du	tissu	par	les	monocytes	classiques	en	cas	de	
dommage	ou	d’infection	(Auffray	et	al.,	2007).	Enfin,	 les	monocytes	 intermédiaires	qui	
sont	 particulièrement	 difficiles	 à	 identifier	 demeurent	 relativement	 peu	 étudiés,	mais	

Moelle	osseuse	

CCR2low	
	

CX3CR1hi	

CCR2hi	
	

CX3CR1low	Sang	

Macrophage	dérivé	
des	monocytes	

Macrophage	
résident	

Cellule	dendri7que	
dérivée	des	monocytes	

Inflamma
-9on	

Surveillance	
endothéliale	



	 42	

semblent	jouer	un	rôle	dans	la	régulation	de	la	réponse	immunitaire	(Figure	15)	dirigée	
contre	les	parasites	(Turner	et	al.,	2014)	ou	impliquée	dans	l’asthme	(Moniuszko	et	al.,	
2009).	
	

  2.3.1.1.3) Les macrophages 
	
Les	macrophages	résidents	–	par	opposition	aux	macrophages	inflammatoires	recrutés	à	
partir	du	pool	de	monocytes	circulants	–	jouent	un	rôle	de	sentinelle	et	fournissent	un	
soutient	 trophique	 :	 ils	 sont	présents	dans	presque	 tous	 les	 tissus,	qu’ils	 colonisent	 le	
plus	souvent	au	cours	du	développement,	en	se	différenciant	à	partir	des	monocytes	du	
sac	 vitellin	ou	 provenant	 du	 foie	 (Gautier	 and	Yvan-Charvet,	 2014).	Dans	 la	 rétine	 les	
macrophages	 résidents	sont	 les	microglies,	qui	 interviennent	au	 cours	de	 la	 formation	
des	 synapses,	 éliminent	 les	 neurones	 apoptotiques	 …	:	 les	 caractéristiques	 des	
microglies	sont	détaillées	dans	le	paragraphe	«	1.2.2.2.3.2)	Les	microglies	résidentes	».	
	
Il	 faut	 différencier	 les	 macrophages	 résidents	 des	 macrophages	 recrutés	 lors	 d’une	
réaction	 inflammatoire,	 et	 qui	 sont	 théoriquement	 présents	 de	manière	 transitoire,	 et	
éliminés	 lors	 de	 la	 résolution	 de	 l’inflammation.	 Ces	 macrophages	 dérivent	 de	 la	
population	de	monocytes	CCR2+	(Figure	15),	et	se	différencient	en	rejoignant	le	site	de	
l’inflammation	 (Geissmann	 et	 al.,	 2003).	 Ces	 macrophages	 présentent	 une	 taille	 plus	
importante	que	les	monocytes,	et	interviennent	dans	l’inflammation,	la	phagocytose,	le	
remodelage	 tissulaire	 et	 la	 cicatrisation	:	 ils	 possèdent	 donc	une	machinerie	 cellulaire	
très	développée	et	sont	très	plastiques	(Mantovani	et	al.,	2005).	
	

 2.3.1.2) Accumulation chronique des macrophages dans la DMLA 
	

2.3.1.2.1) Les origines de l’inflammation chronique 
	
Les	 phagocytes	 mononucléés	 sont	 les	 médiateurs	 d’une	 inflammation	 de	 bas-grade,	
théoriquement	 censée	 maintenir	 les	 fonctions	 tissulaires.	 Ils	 interviennent	 pour	
éliminer	 les	 pathogènes,	 ou	 détruire	 par	 phagocytose	 les	 débris	 toxiques	
extracellulaires.	 Par	 exemple,	 le	 recrutement	 de	 monocytes	 inflammatoires	 peut	 être	
bénéfique	vis-à-vis	de	la	survie	des	photorécepteurs	dans	certains	cas	extrêmes,	comme	
l’élimination	 de	 doses	 toxiques	 de	 β-amyloïde	 exogène	 (Bruban	 et	 al.,	 2011).	 Dans	 la	
plupart	des	cas,	l’inflammation	 finit	par	se	résoudre	:	mais	si	elle	n’est	pas	rapidement	
contrôlée,	ou	si	la	situation	homéostatique	ne	retourne	pas	à	un	équilibre	physiologique,	
elle	 peut	 persister	 sur	 un	 plus	 long	 terme.	 Cet	 état,	 défini	 comme	 une	 «	para-
inflammation	»	(Medzhitov,	2008)	pourrait	intervenir	dans	les	phases	les	plus	précoces	
de	 la	 DMLA,	 où	 les	 macrophages	 s’accumulent	 autour	 des	 drusens	 pour	 participer	 à	
l’élimination	 des	 débris.	 La	 concordance	 de	 plusieurs	 facteurs	 de	 risque,	 comme	 par	
exemple	 une	 baisse	 de	 l’efficacité	 homéostasique	 associée	 à	 un	 polymorphisme	
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défavorisant	 la	résolution	de	 l’inflammation,	pourrait	 alors	susciter	 l’installation	d’une	
inflammation	chronique,	avec	des	conséquences	neuro-toxiques.	
	

2.3.1.2.2) Le recrutement des macrophages 
	
A	 l’état	 basal,	 on	 ne	 trouve	 aucun	 phagocyte	 mononucléé	 (PMs)	 dans	 la	 couche	 des	
photorécepteurs	ou	l’espace	sous-rétinien,	mais	ceux-ci	s’accumulent	avec	l’âge	chez	les	
patients	 atteints	 de	 DMLA.	 Il	 est	 très	 difficile	 de	 distinguer	 les	 différentes	 sous-
populations	 de	 PMs,	 compte-tenu	 du	 fait	 qu’ils	 expriment	 des	 marqueurs	 similaires,	
mais	on	peut	différencier	les	microglies	CCR2-	(Mizutani	et	al.,	2012)	des	macrophages	
inflammatoires	CCR2+	(Saederup	et	al.,	2010).	
CCL2	est	le	ligand	du	récepteur	CCR2	:	son	expression	est	induite	par	les	microglies	en	
réponse	 à	 un	 signal	 de	 danger,	 mais	 CCL2	 est	 aussi	 produite	 par	 les	 macrophages	
inflammatoires	(Sennlaub	et	al.,	2013),	les	cellules	gliales	de	Müller	(Rutar	et	al.,	2012)	
et	 l’EPR	 (Chen	 et	 al.,	 2008).	 L’expression	 de	 CCL2	 dans	 la	 rétine	 augmente	 avec	 l’âge	
(Nakazawa	et	al.,	2007)	ainsi	que	chez	 les	patients	atteints	de	DMLA	néo-vasculaire	et	
atrophique	(Newman	et	al.,	2012).		
	

	
Figure	 16	:	 L’accumulation	 de	 macrophages	 inflammatoires	 est	 associée	 à	 la	
dégénérescence	 rétinienne.	 Chez	 les	 patients	 présentant	 une	 DMLA	 atrophique	 ou	 néo-
vasculaire,	les	macrophages	activés	sur-expriment	la	chimiokine	CCL2,	favorisant	le	recrutement	
des	macrophages	inflammatoires	supplémentaires.	

(Guillonneau	et	al,	2017,	Progress	in	Retinal	&	Eye	Research)	
	
A	 cet	 égard,	 il	 est	 intéressant	 de	 noter	 que	 les	 patients	 qui	 présentent	 une	 atrophie	
géographique	arborent	la	présence	de	macrophages	CCR2+	au	niveau	des	drusens,	des	
zones	de	 lésions	atrophiques,	 et	de	 leur	 zone	de	 transition	 (Sennlaub	et	 al.,	 2013).	De	
plus,	 la	 délétion	 de	 Ccr2	 ou	 Ccl2	 dans	 des	 modèles	 d’inflammation	 sous-rétinienne	
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induite	chez	la	souris	déficiente	en	Cx3cr1	entraîne	une	diminution	de	50%	du	nombre	
de	 macrophages	 sous-rétiniens,	 associée	 à	 une	 réduction	 de	 la	 dégénérescence	 des	
photorécepteurs	(Sennlaub	et	al.,	2013).	Ces	résultats	montrent	 la	contribution	neuro-
toxique	des	macrophages	inflammatoires	recrutés	de	manière	CCR2-dépendante	(Figure	
16).		
La	distribution	normale	des	microglies	est	aussi	perturbée	au	cours	du	vieillissement	et	
dans	 certaines	 pathologies.	 Dans	 la	 rétine	 âgée,	 le	 nombre	 de	 microglies	 activées	
présentes	dans	la	rétine	externe	et	l’espace	sous-rétinien	a	tendance	à	augmenter	(Xu	et	
al.,	 2008,	 2009).	 Chez	 les	 patients,	 la	 présence	 de	 microglies	 est	 aussi	 associée	 au	
développement	de	 lésions	avancées	 liées	à	 la	DMLA	(Gupta	et	al.,	2003).	De	plus,	dans	
des	modèles	de	DMLA	 induits	 chez	des	 souris	Cx3cr1GFP/GFP,	 la	présence	de	microglies	
accumulées	 dans	 l’espace	 sous-rétinien	 a	 été	 associée	 à	 la	 dégénérescence	 de	 l’EPR,	
l’atrophie	 des	 photorécepteurs	 et	 la	 néo-vascularisation	 choroïdienne	 (Combadière	 et	
al.,	 2007).	On	sait	que	 les	microglies	peuvent	aussi	participer	à	 la	dégénérescence	des	
photorécepteurs	 chez	 les	souris	 rd10	–	qui	 sont	des	modèles	de	 rétinite	pigmentaires	
(Zabel	et	al.,	2016;	Zhao	et	al.,	2015).	
Dans	 l’ensemble,	 ces	 résultats	 montrent	 que	 l’accumulation	 sous-rétinienne	 de	
microglies	 activées	 pourrait	 perturber	 l’homéostasie	 tissulaire,	 et	 promouvoir	 une	
inflammation	 chronique,	 conduisant	 à	 l’apparition	 d’altérations	 caractéristiques	 de	 la	
DMLA.	
	

2.3.2) Rôles des facteurs de risques génétiques 
	
Comme	 nous	 l’avons	 vu,	 la	 DMLA	 est	 une	 pathologie	 multifactorielle,	 associée	 à	
plusieurs	 facteurs	 de	 risque,	 y	 compris	 génétiques.	 Nous	 avons	 aussi	 vu	 que	 la	
progression	de	 la	maladie	est	associée	à	 la	présence	de	phagocytes	mononucléés	dans	
l’espace	sous-rétinien,	à	proximité	des	drusens	et	des	zones	de	lésion	atrophique.	Mais	il	
est	 compliqué	 de	 déterminer	 si	 la	 réaction	 inflammatoire	 chronique	 est	 l’événement	
primaire	qui	 induit	 la	pathologie,	ou	 s’il	 s’agit	d’un	événement	 secondaire	associé	à	 la	
dégénérescence.	 Nous	 proposons	 ici	 de	 confronter	 les	 données	 présentes	 dans	 la	
littérature	 avec	 celles	 publiées	 par	 notre	 équipe,	 afin	 d’établir	 un	 lien	 mécanistique	
entre	 les	 polymorphismes	 génétiques	 associés	 à	 la	 DMLA	 et	 le	 comportement	 des	
macrophages,	et	de	montrer	comment	ces	 facteurs	de	risque	affectent	 la	 fonctions	des	
PMs.	
	

2.3.2.1) Apolipoprotéine E 
	
La	lipoprotéine	APOE	est	très	fortement	exprimée	dans	le	cerveau	et	la	rétine	(Anderson	
et	al.,	2001).	Plus	précisément,	APOE	est	produite	par	l’EPR	(Ishida	et	al.,	2004),	et	par	
les	 phagocytes	 mononucléés,	 comme	 les	 macrophages	 et	 les	 microglies	 (Levy	 et	 al.,	
2015a;	 Peri	 and	 Nüsslein-Volhard,	 2008).	 APOE	 joue	 un	 rôle	 majeur	 dans	 l’efflux	
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lipidique	 et	 le	 transport	 inverse	 du	 cholestérol	 (Mahley	 et	 al.,	 2009)	 qui	 permet	 de	
reconduire	au	foie	les	lipoprotéines	de	haute	densité	pour	qu’elles	y	soient	dégradées.	
	
	

	
	

Figure	 17	:	 Représentation	 schématique	 de	 l’activation	 du	 cluster	 de	 récepteurs	 liés	 à	
l’immunité	innée	(IIRC)	par	l’apolipoprotéine	E.	

Chez	l’homme,	le	gène	codant	l’expression	de	l’Apolipoprotéine	E	possède	trois	variants	
génétiques	:	 APOE2,	 APOE3	 et	 APOE4.	 Les	 individus	 porteurs	 de	 l’allèle	 APOE2	
présentent	un	risque	élevé	de	développer	une	forme	tardive	de	DMLA,	alors	que	l’allèle	
APOE4	semble	être	un	facteur	protecteur	(Mckay	et	al.,	2011),	contrairement	à	ce	qui	est	
observé	dans	d’autres	pathologies	comme	la	maladie	d’Alzheimer	(Bell	et	al.,	2012)	ou	
l’athérosclérose	(Mahley	and	Rall,	2000).	Dans	 la	DMLA,	 les	drusens	 larges	présentent	
une	 forte	 accumulation	 d’APOE	 (Klaver	 et	 al.,	 1998),	 ainsi	 qu’une	 grande	 quantité	 de	
cholestérol	extracellulaire	(Curcio	et	al.,	2001;	Pikuleva	and	Curcio,	2014).	On	pourrait	
penser	 qu’un	 défaut	 du	 transport	 inverse	 du	 cholestérol	 serait	 la	 cause	 du	
développement	 des	 drusens,	 par	 accumulation	 de	 lipides,	 mais	 c’est	 l’inverse	 qui	 se	
produit.	En	effet,	 l’isoforme	APOE4,	qui	dans	le	cerveau	est	associée	à	une	baisse	de	 la	
sécrétion	 d’APOE	 (Riddell	 et	 al.,	 2008;	 Sullivan	 et	 al.,	 2011)	 et	 à	 une	 diminution	 du	
transport	inverse	du	cholestérol,	diminue	le	risque	de	développer	la	DMLA	(Mckay	et	al.,	
2011).	 L’explication	 de	 cette	 corrélation	 est	 liée	 à	 une	 particularité	 des	 phagocytes	
mononucléés	:	APOE	et	le	cholestérol	sont	en	effet	capables	influencer	l’immunité	innée	
en	activant	un	cluster	de	récepteurs	liés	à	l’immunité	innée	(Abrégé	«	IIRC	»)	présents	à	
la	 surface	 des	 macrophages	 (Figure	 17	 A).	 Ce	 cluster	 est	 formé	 par	 les	 Toll-like	
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récepteurs	TLR2	et	TLR4,	ainsi	que	leurs	corécepteurs	-	comme	CD14	-	et	peut	induire	la	
production	 de	 cytokines	 inflammatoires.	 Une	 quantité	 excessive	 d’APOE	 peut	 ainsi	
induire	 une	 extraction	 massive	 de	 cholestérol	 à	 partir	 des	 radeaux	 lipidiques	
membranaires,	surpassant	la	séparation	physiologique	des	récepteurs	composant	l’IIRC	
(Figure	17	C),	et	activant	ainsi	les	voies	de	signalisation	intracellulaires	qui	en	découlent	
(Levy	et	al.,	2015a;	Smoak	et	al.,	2010).	Cette	activation	induit	ensuite	la	production	de	
cytokines	inflammatoires,	comme	IL-6	qui	réprime	l’effet	immunosuppresseur	de	l’EPR,	
favorisant	 la	survie	et	 l’accumulation	de	macrophages	(Levy	et	al.,	2015a),	et	CCL2	qui	
permet	 de	 recruter	 des	 macrophages	 supplémentaires	 via	 un	 mécanisme	 CCR2-
dépendent	(Sennlaub	et	al.,	2013).		
L’effet	distinct	des	différentes	 isoformes	d’APOE	a	été	 confirmé	 in	vivo	par	Levy	et	 al.	
L’utilisation	de	souris	exprimant	l’isoforme	humaine	d’APO2	(Souris	TRE2)	a	permit	de	
reproduire	 l’accumulation	 sous-rétinienne	 de	 macrophages	 via	 l’activation	 du	 cluster	
IIRC,	et	la	production	d’IL-6	et	CCL2	(Levy	et	al.,	2015b)	comme	observée	chez	la	souris	
Cx3cr1GFP/GFP	 (Levy	 et	 al.,	 2015a).	 L’isoforme	 APOE4,	 moins	 efficace	 pour	 extraire	 le	
cholestérol	 des	 radeaux	 lipidiques,	 conduit	 à	une	 diminution	 de	 l’expression	 de	 CCL2,	
permettant	 une	 meilleure	 protection	 contre	 la	 dégénérescence	 induite	 par	
l’inflammation	sous-rétinienne	(Levy	et	al.,	2015b).	
Dans	 l’ensemble,	 ces	 résultats	 montrent	 la	 très	 forte	 association	 qui	 lie	 les	
polymorphismes	 APOE-dépendants	 et	 l’activation	 excessive	 du	 système	 immunitaire	
inné	dans	le	développement	de	caractéristiques	phénotypiques	associées	à	la	DMLA.	

	

2.3.2.2) Facteur H du Complément 
	
Le	 système	 du	 complément	 est	 un	 groupe	 de	 protéines	 qui	 interagissent	 en	 cascade,	
jusqu’à	 aboutir	 à	 son	 opsonisation	 et	 la	 formation	 d’un	 complexe	 d’attaque	
membranaire,	créant	des	pores	dans	sa	membrane	plasmique	(Sarma	and	Ward,	2011).	
Les	 facteurs	du	 complément	 sont	majoritairement	 synthétisés	par	 le	 foie	et	 libérés	en	
concentrations	 importantes	 dans	 la	 circulation,	 mais	 les	 macrophages	 libèrent	 des	
sécrétions	locales	contenant	aussi	ces	facteurs	(Ezekowitz	et	al.,	1984).	Le	facteur	H	du	
complément	est	une	protéine	appartenant	à	ce	système,	et	qui	est	connue	pour	être	l’un	
des	éléments	 inhibant	 la	voie	alternative	du	complément	(Zipfel	and	Skerka,	2009).	Le	
CFH	est	exprimé	par	les	cellules	de	l’EPR	(Anderson	et	al.,	2010),	et	est	aussi	fortement	
sécrété	par	les	phagocytes	mononucléés	(Luo	et	al.,	2011;	Schlaf	et	al.,	2001).	Le	CFH	se	
lie	 aussi	 à	 l’intégrine	 CD11b/CD18,	 et	 induit	 entre	 autres	 la	 phagocytose	 des	 débris	
opsonisés	 par	 le	 CFH	:	 cet	 événement	 n’est	 pas	 associé	 à	 la	 production	 de	 cytokines	
inflammatoires,	 et	 est	 un	 composant	 important	 de	 la	 résolution	 de	 l’inflammation	
(DiScipio	et	al.,	1998;	Kang	et	al.,	2012).	Le	CFH	est	donc	impliqué	dans	la	résolution	de	
l’inflammation.	
	
Le	 risque	 de	 développer	 la	 DMLA	 est	 associé	 avec	 le	 polymorphisme	 nucléotidique	
rs1061170	 du	 gène	 codant	 le	 CFH	 (Edwards	 et	 al.,	 2005;	 Hageman	 et	 al.,	 2005).	 Ce	
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polymorphisme	conduit	à	une	substitution	d’une	histidine	pour	une	tyrosine	en	position	
402	du	domaine	SCR7.	Ce	polymorphisme	est	associé	aux	 formes	tardives	de	 la	DMLA	
(Fritsche	et	al.,	2013;	Seddon	et	al.,	2007),	mais	aussi	à	la	forme	précoce	(Fritsche	et	al.,	
2014)	 ce	 qui	 suggère	 qu’il	 est	 impliqué	 dans	un	mécanisme	précoce	 impliqué	 dans	 le	
déclenchement	de	la	maladie.	
	
Nous	 avons	 très	 récemment	 publié	 un	 article	 mettant	 en	 évidence	 un	 rôle	 assez	
surprenant	du	CFH	dans	la	pathogénèse	de	la	DMLA	(Calippe	et	al.,	2017).	Nos	résultats	
démontrent	 que	 la	 déficience	 en	 CFH	 chez	 les	 souris	 Cx3cr1GFP/GFP	 et	 TRE2	 inhibe	
complètement	 l’accumulation	 sous-rétinienne	 de	 macrophages	 et	 les	 dommages	 aux	
photorécepteurs	qui	y	sont	associés.	Plus	précisément,	le	CFH	dérivé	des	macrophages	
inhibe	la	résolution	de	l’inflammation	dans	nos	modèles	d’inflammation	sous-rétinienne	
induite	 par	 exposition	 à	 la	 lumière	 et	 transfert	 adoptif.	 Or,	 comme	 nous	 l’avons	 vu	
précédemment,	 le	 récepteur	 CD47	 exprimé	 par	 les	 macrophages	 permet	 leur	
élimination	grâce	à	l’interaction	avec	TSP-1.	Nous	montrons	ici	que	CD47	interagit	avec	
l’intégrine	 CD11b/CD18	 à	 la	 surface	 des	 macrophages,	 et	 que	 CFH	 en	 se	 liant	 à	 son	
récepteur	 intégrine,	 prévient	 l’élimination	 des	macrophages	 par	 TSP-1	 (Figure	 18),	 et	
donc	la	résolution	de	l’inflammation	(Calippe	et	al.,	2017).	
L’ensemble	de	ces	données	suggère	une	 fois	encore	qu’un	polymorphisme	associé	à	 la	
DMLA	favorise	son	développement	via	un	mécanisme	 lié	aux	phagocytes	mononucléés	
induisant	la	promotion	d’une	inflammation	chronique	sous-rétinienne.	
	

2.3.2.3) ARMS2/HTRA1 
	
De	nombreuses	études	ont	montré	que	plusieurs	polymorphismes	associés	à	des	gènes	
situés	sur	le	chromosome	10q26,	comme	ARMS2	ou	HTRA1,	sont	associés	avec	la	DMLA	
(Swaroop	et	al.,	2007),	bien	qu’on	n’en	connaisse	pas	encore	le	lien	de	causalité	(Wang,	
2014).	
Il	semble	que	l’haplotype	à	risque	soit	associé	à	une	surexpression	d’HTRA1(Yang	et	al.,	
2006).	Or,	la	déficience	en	HTRA1	inhibe	l’accumulation	associée	à	l’âge	de	macrophages	
sous-rétiniens	 (Données	 non	 publiées),	 ce	 qui	 suggère	 que	 l’expression	 d’HTRA1	
promeut	 l’inflammation	 sous-rétinienne,	 mais	 les	 mécanismes	 moléculaires	 précis	
demeurent	inconnus.	
De	 plus,	 l’haplotype	 à	 risque	 est	 associé	 à	 une	 diminution	 de	 l’expression	 d’ARMS2	
(Données	non	publiées)	et	ARMS2	semble	 favoriser	l’élimination	des	débris	cellulaires	
par	 osponisation	 (Micklisch	 et	 al.,	 2017)	:	 la	 déficience	 en	 ARMS2	 pourrait	 entrainer	
l’accumulation	de	débris	et	favoriser	aussi	l’inflammation	sous-rétinienne.	
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Figure	18	:	Le	facteur	H	du	complément	(CFH)	inhibe	la	résolution	de	l’inflammation	
médiée	par	CD47.	

(D’après	Calippe	et	al,	2017,	Immunity)	
	

2.3.3) Patho-mécanismes induits par les cytokines inflammatoires 
	
Comme	 nous	 l’avons	 vu	 précédemment,	 la	 progression	 de	 la	 DMLA	 chez	 l’homme	 est	
associée	à	l’accumulation	sous-rétinienne	de	macrophages.	Chez	la	souris,	de	nombreux	
modèles	 d’inflammation	 sous-rétinienne	 sont	 associés	 à	 l’accumulation	 de	 microglies	
activées,	 et	 de	 macrophages	 inflammatoires	 recrutés	 à	 partir	 de	 la	 population	 de	
monocytes	 classiques	 circulants	 exprimant	 de	 très	 faibles	 niveaux	 de	 CX3CR1.	 Ces	
populations	 cellulaires	 produisent	 des	 quantités	 importantes	 de	 cytokines	
inflammatoires,	comme	IL-1β,	IL-6	ou	TNF-α.	
	

2.3.3.1) IL-1β 
	
L’interleukine	1	bêta	est	une	cytokine	pro-inflammatoire	qui	joue	un	rôle	central	dans	la	
médiation	 de	 la	 réponse	 inflammatoire	 à	 une	 infection	 ou	 une	 blessure	 (Dinarello,	
1994).	 IL-1β	appartient	à	 la	 famille	des	 interleukines	de	 type	1	:	 cette	 famille	 inclut	7	
ligands	agonistes	dont	IL-1β,	IL-1a,	et	IL-18,	et	3	antagonistes	dont	IL-1Ra	(Garlanda	et	
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al.,	2013).		
L’IL-1β	est	produite	en	quantité	 importante	par	 les	monocytes	et	 les	macrophages,	 en	
réponse	 à	 la	 stimulation	 des	 TLRs	 ou	 de	 récepteurs	 de	 reconnaissance	 des	 motifs	
moléculaires	(PRRs)	par	les	motifs	moléculaires	associés	aux	pathogènes	(PAMPs)	et	les	
motifs	 moléculaires	 associés	 aux	 signaux	 de	 danger	 (DAMPs),	 	 (Takeuchi	 and	 Akira,	
2010).	 L’activation	 de	 ces	 récepteurs	 induit	 la	 production	 du	 précurseur	 de	 l’IL-1β,	 la	
pro-IL-1β.	 L’inflammasome	 -	 un	 complexe	 multi-protéique	 intervenant	 dans	 la	
maturation	d’IL-1β	et	 IL-18	ou	dans	 l’inactivation	de	 l’IL-33	–prend	alors	en	 charge	 le	
processus	de	maturation	de	la	pro-IL-1β.	L’échafaudage	moléculaire	de	l’inflammasome	
comprend	 des	molécules	 adaptatrices,	 des	 récepteurs	 -	 comme	 le	 NLRP3	 -	 et	 la	 pro-
caspase-1	 (Schroder	 and	 Tschopp,	 2010).	 L’activation	 de	 l’inflammasome	 induit	
l’activation	de	 la	caspase-1,	qui	à	son	tour	clive	 la	pro-IL-1β	(Thornberry	et	al.,	1992),	
permettant	la	production	d’IL-1β	mature	qui	est	ensuite	sécrétée	(Brough	and	Rothwell,	
2007).	
L’IL-1β	 est	 impliquée	 dans	 les	 mécanismes	 favorisant	 la	 progression	 de	 la	 DMLA	
exsudative	 en	 induisant	 la	 survie	 des	 cellules	 endothéliales	 et	 l’activation	 de	 gènes	
appartenant	au	 répertoire	génétique	 contrôlé	par	 le	VEGF	 (Schweighofer	et	 al.,	 2009).	
L’inhibition	 d’IL-1β	 prévient	 le	 développement	 de	 la	 néo-vascularisation	 choroïdienne	
(Lavalette	 et	 al.,	 2011),	 et	 la	production	d’IL-1β	active	des	mécanismes	neurotoxiques	
associés	 à	 de	 nombreuses	 pathologies	 cérébrales	 (Simi	 et	 al.,	 2007;	 Yamasaki	 et	 al.,	
1995).	Dans	l’inflammation	sous-rétinienne	induite	chez	la	souris	déficiente	en	Cx3cr1,	
la	dégénérescence	des	photorécepteurs	est	associée	à	 la	production	accrue	d’IL-1β	par	
les	phagocytes	mononucléés	activés	 (Sennlaub	et	 al.,	 2013).	En	effet,	 les	macrophages	
déficients	 en	 Cx3cr1	 sont	 insensibles	 au	 signal	 inhibiteur	 induit	 par	 la	 fractalkine,	 et	
libèrent	 une	 grande	 quantité	 d’ATP	 qui	 induit	 l’activation	 constitutive	 de	 leurs	
récepteurs	 P2RX7	 -	 eux	 aussi	 surexprimés	 (Hu	 et	 al.,	 2015).	 La	 stimulation	 de	 ces	
récepteurs	active	à	 son	 tour	 l’inflammasome,	 ce	qui	 augmente	 la	 sécrétion	d’IL-1β.	Le	
lien	 mécanistique	 unissant	 la	 production	 d’IL-1β	 à	 la	 dégénérescence	 des	
photorécepteurs	est	le	sujet	de	cette	thèse,	et	certaines	hypothèses	seront	évoquées	au	
chapitre	«	3.2.1.3	La	production	d’IL-1β	induit	indirectement	la	mort	neuronale	».	
	

2.3.3.2) TNF-α 
	
La	 production	 de	TNF-α	 est	 liée	 à	 la	 progression	 de	 la	DMLA	 exsudative.	 Les	patients	
dont	 les	 monocytes	 expriment	 de	 grandes	 quantités	 de	 TNF-α	 démontrent	 une	 plus	
haute	 prévalence	 de	 néo-vascularisation	 choroïdienne	 (Cousins	 et	 al.,	 2004)	 et	
l’inhibition	du	TNF-α	réduit	la	formation	des	néo-vaisseaux	induite	par	impact-laser	(Shi	
et	al.,	2006).	De	plus,	la	concentration	plasmatique	en	TNF-α	augmente	avec	l’âge	chez	
les	patients	(Bruunsgaard	et	al.,	2000).	
La	 production	 de	TNF-α	 par	 des	macrophages	 activés	 impacte	 l’homéostasie	 de	 l’EPR	
(Figure	 19),	 en	 réprimant	 l’expression	 du	 facteur	 de	 transcription	 orthodenticle	
homeobox	2	(OTX2),	ainsi	que	des	gènes	dont	il	contrôle	l’expression,	comme	celui	de	la	
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rétinal	déshydrogénase	5	(RDH5)	(Mathis	et	al.,	2017).	OTX2	contrôle	en	effet	des	gènes	
cruciaux	dans	la	régulation	du	cycle	visuel	du	rétinal	(Housset	et	al.,	2013).	Or,	la	DMLA	
précoce	est	associée	à	un	temps	de	récupération	plus	important	après	éblouissement,	ce	
qui	 suggère	 que	 le	 cycle	 visuel	 est	 ralenti,	 avant	 l’apparition	 de	 la	 dégénérescence	
rétinienne	(Owsley	et	al.,	2001).	On	peut	donc	penser	que	les	phagocytes	mononucléés	
qui	s’accumulent	au	stade	maculopathie	à	proximité	des	drusens	pourraient	induire	un	
ralentissement	du	cycle	visuel.	Enfin,	certaines	données	non	publiées	par	notre	équipe	
indiquent	 que	 l’exposition	 chronique	 de	 l’EPR	 au	 TNF-α	 suffit	 à	 induire	 de	 graves	
modifications	morphologiques	similaires	à	celles	observées	dans	la	DMLA	(Touhami	et	
al,	2018	:	article	soumis).	
	

	
Figure	19	:	 La	production	de	cytokines	 inflammatoires	par	 les	phagocytes	mononucléés	
induit	le	dysfonctionnement	et	la	dégénérescence	de	la	rétine	externe.	 	
	

2.3.3.3) IL-6 
	

Comme	 le	 TNF-α,	 la	 production	 d’IL-6	 par	 les	 macrophages	 contribue	 à	 la	 néo-
vascularisation	choroïdienne	(Izumi-Nagai	et	al.,	2007;	Levy	et	al.,	2015a).	De	plus,	 les	
patients	 atteints	 par	 la	 DMLA	 exsudative	 présentent	 un	 pourcentage	 plus	 élevé	 de	
monocytes	circulants	exprimant	IL-6	(Lechner	et	al.,	2017).	Mais	l’IL-6	joue	aussi	un	rôle	
essentiel	 sur	 le	 privilège	 immun	 de	 l’œil	:	 dans	 l’inflammation	 sous-rétinienne,	 IL-6	
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réduit	 l’expression	 de	 FasL	 (Figure	 19),	 favorisant	 l’accumulation	 de	 phagocytes	
mononucléés	sous-rétiniens	(Levy	et	al.,	2015a).	Les	macrophages	de	souris	déficientes	
en	 Cx3cr1	 ou	 de	 souris	 TRE2	 produisent	 des	 nivaux	 élevés	 d’IL-6,	 ce	 qui	 explique	
l’infiltration	 excessive	 de	 macrophages	 observées	 dans	 les	 modèles	 d’inflammation	
sous-rétinienne	(Levy	et	al.,	2015a,	2015b).	Ces	résultats	suggèrent	que	l’inhibition	d’IL-
6	 dans	 le	 cadre	 de	 la	 DMLA	 pourrait	 favoriser	 la	 résolution	 de	 l’inflammation	 en	
restaurant	les	fonctions	du	privilège	immun	de	l’espace	sous-rétinien.	
	

III) Neuro-immunité de la DMLA atrophique 

	
Dans	 ce	 chapitre,	 nous	 développerons	 une	 vision	 globale	 des	 mécanismes	 reliant	 la	
production	 de	 cytokines	 –	 par	 les	 macrophages	 sous-rétiniens	 –	 aux	 désordres	
physiologiques	 affectant	 (i)	 l’épithélium	 pigmentaire	 et	 (ii)	 la	 rétine	 neurale,	 et	 plus	
particulièrement	les	photorécepteurs,	qui	sont	les	deux	populations	cellulaires	les	plus	
affectées	lors	de	l’atrophie	géographique.	
	

3.1) Dégénérescence de l’EPR 
	

3.1.1) Généralités 
	
Avec	 l’âge	 et	 l’exposition	 ininterrompue	 aux	 stress	 environnementaux,	 l’épithélium	
pigmentaire	 rétinien	 (EPR)	 présente	 de	 plus	 en	 plus	 de	 dysfonctionnements.	 Chez	
certains	patients,	 l’EPR	dégénère,	 et	 cette	dégénérescence	 joue	un	 rôle	 central	dans	 la	
forme	sèche	de	la	DMLA,	ou	géographie	atrophique.	Tous	les	mécanismes	qui	impactent	
la	 survie	 de	 l’EPR	 ou	 l’ordre	 dans	 lequel	 ils	 surviennent	 n’ont	 pas	 été	 totalement	
élucidés,	mais	 il	 apparaît	nettement	 que	 le	 stress	oxydant	 et	 l’inflammation	 jouent	 un	
rôle	 majeur	 dans	 cette	 dégénérescence.	 Identifier	 la	 nature	 des	 perturbations	 qui	
déstabilisent	 l’intégrité	 de	 l’EPR	 est	 essentiel	 pour	 comprendre	 l’enchaînement	 des	
patho-mécanismes	 conduisant	 à	 l’apparition	 de	 la	 forme	 clinique	 de	 la	 DMLA	 sèche.	
Dans	 cette	 partie,	 nous	 traiterons	 dans	 un	 premier	 temps	 les	 modifications	 histo-
pathologiques	 de	 l’EPR	 induites	 par	 le	 stress	 oxydant,	 puis	 par	 les	 cytokines	
inflammatoires,	et	plus	particulièrement	l’IL-1β.	
	

3.1.2) Impact du stress oxydant sur l’EPR 
	
Chez	les	patients	qui	présentent	une	DMLA	précoce,	les	cellules	de	l’EPR	présentent	une	
forme	 atypique,	 élargie,	 et	 sont	 plus	 nombreuse	 à	 être	 multi-nucléés	 (Starnes	 et	 al.,	
2016).	Ces	 caractéristiques	pourraient	être	due	à	des	 fusions	 cellulaires,	ou	un	défaut	
lors	de	la	division	cellulaire	–	qui	est	réactivée	dans	le	cadre	de	la	dégénérescence.	Or,	
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certaines	 études	 ont	 montré	 que	 la	 phagocytose	 des	 segments	 externes	 –	 riches	 en	
acides	gras	polyinsaturés	 -	oxydés	entraîne	 la	production	de	 stress	oxydant,	 induisant	
une	réplication	incomplète	des	cellules	de	l’EPR	(Ach	et	al.,	2014;	Chen	et	al.,	2016)	:	ce	
mécanisme	 pourrait	 expliquer	 la	 présence	 accrue	 de	 cellules	 multi-nucléés	 chez	 les	
patients	atteints	de	DMLA.	
Effectivement,	 l’EPR	est	 constamment	 soumis	à	un	 stress	oxydatif	 important,	dû	à	son	
environnement	et	à	ses	fonctions.	C’est	son	activité	métabolique,	associée	à	la	présence	
de	 nombreuses	 mitochondries	 fournissant	 l’énergie	 nécessaire	 au	 fonctionnement	 de	
l’EPR	 (Strauss,	 2005),	 qui	 génère	 une	 quantité	 particulièrement	 élevée	 de	 radicaux	
libres	 et	 réactifs	 intermédiaires	 de	 l’oxygènes	 (ROS).	 Pendant	 la	 phagocytose	 des	
segments	 externes	 par	 exemple,	 les	 phagosomes	 génèrent	 de	 l’eau	 oxygénée	 via	
l’activité	des	NADPH	oxydases,	de	même	que	les	peroxysomes	après	béta-oxydation	des	
lipides	provenant	des	photorécepteurs	(Miceli	et	al.,	1994;	Tate	et	al.,	1995).	De	plus,	le	
stress	photo-oxydatif	causé	par	l’absorption	de	la	lumière	génère	lui	aussi	une	quantité	
extrêmement	 importante	 de	 ROS	:	 ce	 type	 de	 stress	 a	 d’ailleurs	 été	 corrélé	 avec	
l’apparition	 de	 dommages	 occasionnés	 à	 la	 rétine	 et	 à	 l’EPR	 (Ham	 et	 al.,	 1978).	 De	
manière	 plus	 générale,	 on	 peut	 aussi	 relier	 l’étiologie	 de	 la	 DMLA	 à	 l’explosion	 de	
l’augmentation	de	la	production	de	ROS,	via	la	consommation	de	cigarettes	par	exemple.	
En	 conditions	 physiologiques,	 l’EPR	 a	 à	 sa	 disposition	 toute	 une	 batterie	 d’outils	
antioxydants	qui	devraient	lui	permettre	de	lutter	contre	les	dommages	oxydatifs.	L’un	
des	plus	 importants	mécanismes	mis	en	place	est	 la	cascade	de	signalisation	contrôlée	
par	le	facteur	de	transcription	Nrf2.	Le	Nrf2	régule	un	programme	transcriptionnel	qui	
permet	de	moduler	l’homéostasie	des	systèmes	redox,	en	protégeant	ainsi	les	cellules	de	
l’EPR	(Nguyen	et	al.,	2003).	Malheureusement,	il	semblerait	que	ce	système	ne	soit	plus	
fonctionnel	 chez	 les	 patients	 atteints	 de	 DMLA.	 L’âge	 et	 la	 cigarette	 impactent	
négativement	la	production	de	l’ARNm	et	la	protéine	Nrf2,	entravant	tout	le	programme	
transcriptionnel	qui	se	trouve	en	aval	(Suzuki	et	al.,	2008).	Des	études	réalisées	chez	la	
souris	âgée	ont	pu	montrer	l’inefficacité	de	la	réponse	Nrf2	après	un	challenge	de	stress	
oxydant	(Sachdeva	et	al.,	2014).	Ces	modèles	sont	néanmoins	insuffisants	pour	induire	
chez	 le	 rongeur	 une	 dégénérescence	 de	 l’EPR	 comme	 on	 peut	 l’observer	 chez	 les	
patients,	 et	 tout	 porte	 à	 croire	 quand	 dans	 des	 stades	 avancés	 de	 DMLA,	 plusieurs	
mécanismes	cyto-protecteurs	sont	probablement	affectés.	
	
	

3.1.3) Impact des cytokines inflammatoires, et notamment de l’IL-1β 
	
Comme	nous	avons	pu	le	voir,	la	forme	avancée	de	DMLA	sèche	est	associée	à	une	forte	
accumulation	 sous-rétinienne	 de	 macrophages	 pro-inflammatoires.	 Ces	 macrophages	
jouent	 un	 rôle	 pathogène,	 comme	 cela	 a	 été	 montré	 dans	 de	 nombreux	 modèles	
d’inflammation	 sous-rétinienne	 et	 de	 DMLA.	 Ces	 cellules	 produisent	 de	 grandes	
quantités	de	médiateurs	pro-inflammatoires,	comme	l’IL-1β,	l’IL-6,	le	CCL2	ou	le	TNF-α.	
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Ces	cytokines	peuvent	induire	des	effets	toxiques	au	niveau	de	la	rétine,	comme	nous	le	
verrons	dans	le	prochain	chapitre,	mais	aussi	sur	les	cellules	de	l’EPR.	
En	 premier	 lieu,	 les	macrophages	 sont	 recrutés	 au	 niveau	 des	 drusens,	 probablement	
pour	participer	à	l’élimination	des	déchets	lipidiques	accumulés,	et	de	débris	cellulaires	
de	l’EPR,	asphyxié	par	l’accumulation	de	déchets.	En	théorie,	l’effet	immunosuppresseur	
de	l’EPR	devrait	permettre	l’élimination	des	phagocytes	mononucléés	afin	d’éviter	qu’ils	
s’accumulent.	Dans	un	modèle	de	co-culture,	les	phagocytes	mononucléés	activés	ont	la	
capacité	d’impacter	 le	 fonctionnement	de	 l’EPR,	en	down-régulant	 l’expression	d’OTX2	
via	la	production	de	TNF-α	-	OTX2	étant	un	facteur	de	transcription	qui	régule	des	gènes	
essentiels	à	la	fonction	de	l’EPR	–	favorisant	ainsi	leur	survie	au	niveau	de	l’espace	sous-
rétinien	(Mathis	et	al.,	2017).	
	
L’activation	de	 l’inflammasome	semble	aussi	 être	 impliquée	dans	 la	pathogénèse	de	 la	
DMLA	sèche.	L’inflammasome	est	un	 complexe	mutli-protéique,	qui	 réagit	 à	différents	
signaux	de	danger,	et	permet	la	synthèse	et	la	maturation	d’IL-1β	et	d’IL-18	(Martinon	et	
al.,	 2002),	 ainsi	 que	 l’inactivation	 d’IL-33	 (Cayrol	 and	 Girard,	 2009).	 De	 nombreux	
facteurs	peuvent	activer	l’inflammasome,	comme	le	stress	oxydant	(Dostert	et	al.,	2008)	
ou	 des	 composants	 de	 la	 cascade	 du	 complément.	 Plusieurs	 études	 montrent	 que	 la	
production	 d’IL-18	 –	 qui	 découle	 de	 l’activation	 de	 l’inflammasome	 -	 est	 associée	 au	
développement	 de	 l’atrophie	 géographique	 (Tarallo	 et	 al.,	 2012)	:	 IL-18	 induit	 même	
l’apoptose	des	cellules	de	l’EPR,	via	l’activation	de	la	caspase-8,	soumise	à	un	mécanisme	
dépendant	de	Fas	ligand	(Kim	et	al.,	2014).	
	
Sans	 aucun	 doute,	 l’activation	 du	 complexe	 de	 l’inflammasome	 a	 un	 objectif	 initial	
protecteur,	 comme	 la	 plupart	 des	 réactions	 inflammatoires.	 Le	 fait	 qu’il	 devienne	
pathologique	dans	le	cadre	de	la	DMLA	peut	être	dû	à	plusieurs	facteurs.	(i)	L’équilibre	
entre	 la	 production	 d’IL-1β	 et	 d’IL-18	 joue	 un	 rôle	 essentiel	 dans	 le	 contrôle	 de	
l’inflammation.	L’IL-18	est	 capable	de	 limiter	et	 contenir	 les	effets	pro-inflammatoires	
de	l’IL-1β	:	c’est	par	exemple	le	cas	dans	le	cadre	des	infections	gastriques,	afin	d’éviter	
d’endommager	 les	 cellules	 épithéliales	 (Hitzler	 et	 al.,	 2012).	 On	 peut	 imaginer	 qu’un	
déséquilibre	 dans	 la	 production	 de	 ces	 cytokines	 pourrait	 favoriser	 l’installation	 de	
l’inflammation	de	manière	durable	dans	l’atrophie	géographique.	(ii)	D’autre	part,	Doyle	
et	 al	 ont	 montré	 que	 l’augmentation	 de	 la	 production	 d’IL-18	 due	 à	 l’activation	 de	
l’inflammasome	permettait	de	prévenir	la	néo-vascularisation	dans	un	modèle	de	DMLA	
aigue	 (Doyle	 et	 al.,	 2012),	 alors	 qu’à	 l’inverse,	 IL-18	 semble	 contribuer	 à	 la	mort	 des	
cellules	 de	 l’EPR	 dans	 un	modèle	 chronique	 de	 géographie	 atrophique	 (Tarallo	 et	 al.,	
2012).	 Ces	 différences	 pourraient	 s’expliquer	 par	 la	 nature	 et	 la	 durée	 du	 stimulus	
initial,	 impactant	 finalement	 l’équilibre	 entre	 IL-1β	 et	 IL-18.	 Ainsi,	 dans	 un	 certain	
contexte,	 la	 production	 d’IL-1β	 perturberait	 cet	 équilibre,	 et	 favoriserait	 le	
développement	d’un	environnement	pro-inflammatoire	délétère.		
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3.2) Toxicité neuronale induite par les cytokines inflammatoires 
	
La	 neuro-inflammation	 définit	 un	 ensemble	 de	 processus	 inflammatoires	 chroniques	
déclenchés	par	un	stress	initial	–	une	blessure,	une	infection,	une	maladie	autoimmune	–	
et	 qui	 ne	 parvient	 pas	 à	 une	 résolution.	 Elle	 met	 en	 jeu	 différents	 facteurs	 de	
signalisation,	qui	agissent	sur	une	grande	variété	de	cellules	différentes	–	glie,	neurones,	
système	 immunitaire	 –	 qui	 participent	 à	 une	 réaction	 en	 chaîne	 qui,	 si	 elle	 n’est	 pas	
stoppée,	aboutit	à	la	mort	neuronale.	
Une	vision	relativement	globale	de	ces	mécanismes	a	émergé	grâce	aux	travaux	réalisés	
au	 cours	 de	 ces	 dernières	 années	 :	 on	 sait	 ainsi	 que	 la	 production	 de	 facteurs	
neurotrophiques	et	de	chemokines	est	plutôt	favorable	à	la	survie	neuronale	(Seki	et	al.,	
2004),	alors	que	les	réactifs	intermédiaires	de	l’oxygène	(Annunziato	et	al.,	2003)	ou	les	
cytokines	 (Holmin	 and	 Mathiesen,	 2000)	 ont	 plutôt	 tendance	 à	 induire	 la	 mort	
neuronale	par	apoptose	ou	par	nécrose.	
	
Dans	cette	partie,	nous	verrons	essentiellement	comment	 le	glutamate	est	étroitement	
impliqué	dans	ces	mécanismes	neurotoxiques,	mais	aussi	comment	le	stress	oxydant	et	
la	 perturbation	 des	 communication	 intercellulaires	 contribuent	 au	 phénotype	 global	
impliqué	 dans	 les	 pathologies	 neuro-dégénératives,	 et	 dans	 quelle	 mesure	 ces	
conclusions	peuvent	être	étendues	ou	appliquées	à	la	DMLA	atrophique.	
	

3.2.1) Glutamate 

3.2.1.1) Généralités sur le glutamate 
	
Le	glutamate	est	le	neurotransmetteur	excitateur	prédominant	dans	la	système	nerveux	
central	:	 il	participe	à	la	transmission	du	message	nerveux	tout	au	long	de	la	chaîne	de	
perception	 visuelle	 qui	 traverse	 la	 rétine.	 Les	 interneurones	 rétiniens	 (Cellules	
amacrines	et	horizontales)	utilisent	eux	le	plus	souvent	des	messagers	chimiques	ayant	
un	 potentiel	 post-synaptique	 inhibiteur,	 du	 type	 glycine	 ou	 acide	 γ-aminobutyrique	
(GABA),	afin	de	moduler	l’intégration	du	signal	nerveux	par	inhibition	latérale.	
Dans	 cette	 partie,	 nous	 nous	 focaliserons	 sur	 les	 particularités	 de	 l’homéostasie	 du	
glutamate	au	niveau	de	la	rétine	externe.	
	

3.2.1.1.1) Le cycle du glutamate 
	

Le	glutamate	est	produit	par	les	photorécepteurs	pré-synaptiques	à	partir	de	glutamine	:	
et	 est	 ensuite	 stocké	 au	 fur	 et	 à	mesure	 dans	 des	 vésicules.	 Ce	 sont	 les	 VGLUTs	 –	 ou	
transporteurs	vésiculaires	du	glutamate	-	qui	permettent	de	faire	transiter	le	glutamate	
du	 compartiment	 cellulaire	 à	 l’intérieur	 des	 vésicules	 synaptiques.	 A	 la	 suite	 d’un	
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potentiel	 d’action,	 leur	 contenu	 est	 libéré	 au	 niveau	 des	 terminaisons	 nerveuses	
directement	dans	la	synapse.		
	

   3.2.1.1.1.1) Transporteurs du glutamate 
	
Après	 fixation	à	 ses	 récepteurs	post-synaptiques,	 le	 glutamate	est	 rapidement	 capturé	
par	 les	cellules	macrogliales	via	des	transporteurs	dédiés,	afin	d’éviter	d’atteindre	une	
concentration	extracellulaire	neurotoxique.	Notons	ici	que	les	cellules	gliales	de	Müller	
ne	sont	pas	les	seules	à	exprimer	ces	transporteurs	:	l’ensemble	des	cellules	neuronales	
et	gliales	rétiniennes	expriment	des	transporteurs	de	haute-affinité	au	glutamate	(Rauen	
and	Wiessner,	2000).	Ainsi,	 les	 cellules	bipolaires,	horizontales	et	 les	photorécepteurs	
expriment	les	transporteurs	au	glutamate	EAAT2	(GLT-1),	EAAT3	(EAAC1)	et	EAAT5.	En	
résumé,		
	
Il	 existe	 en	 fait	 deux	 catégories	 de	 transporteurs	 au	 glutamate	:	 les	 canaux	 dont	 le	
fonctionnement	dépend	d’un	gradient	électrochimique	de	Na+	dits	EAATs,	et	les	autres.	
Les	transporteurs	vésiculaires	VGLUTs	–	qui	fonctionnent	selon	un	gradient	de	protons	
et	dont	le	rôle	ne	sera	pas	détaillé	ici	–	les	transporteurs	électroneutres	ASCT1	et	ASCT2,	
ainsi	que	le	système	xc-	-	un	échangeur	glutamate/cystine	-	appartiennent	à	la	deuxième	
catégorie.	
	

    3.2.1.1.1.1.1) EAATs 

	
Structure	:	 Les	 EAATs	 (Excitatory	 Amino	 Acid	 Transporter)	 sont	 des	 transporteurs	
électrogéniques	 secondaires	 dont	 la	 structure	 topologique	 comprend	 8	 domaines	
transmembranaires	et	deux	épingles	à	cheveux	β	(Grunewald	and	Kanner,	2000).	
	
Electrophysiologie	:	 L’étude	 des	 conditions	 stoechiométriques	 de	 l’échange	 anionique	
réalisé	par	le	transporteur	EAAT	a	permis	de	déterminer	que	le	passage	d’une	molécule	
de	glutamate	est	possible	grâce	au	 co-transport	de	 trois	 ions	Na+	et	un	proton	H+	en	
échange	de	la	libération	d’un	ion	K+	(Zerangue	and	Kavanaugh,	1996)	(Figure	20).	Il	est	
intéressant	 de	 noter	 que	 les	 EAATs	 ont	 également	 une	 capacité	 de	 transport	 inversé	
(Watzke	and	Grewer,	2001)	dans	certaines	conditions	non-physiologiques	-	comme	dans	
l’ischémie	cérébrale	-,	et	ainsi	contribuer	à	l’établissement	de	conditions	excitotoxiques	
(Rossi	et	al.,	2000).	
	
Membres	:	La	famille	des	EAATs	comprend	aujourd’hui	5	membres	:	EAAT1	(Ou	GLAST,	
le	transporteur	glutamate-aspartate),	EAAT2	(Ou	GLT-1),	EAAT3	(Ou	EAAC-1),	EAAT4	et	
EAAT5.	Ces	protéines	sont	respectivement	codées	par	 les	gènes	Slc1a3,	Slc1a2,	Slc1a1,	
Slc1a6,	et	Slc1a7.		
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Localisation	:	Dans	la	rétine,	l’expression	de	ces	transporteurs	a	été	identifiée	par	Eliasof	
et	 al	 (Eliasof	 et	 al.,	 1998)	 et	 l’expression	 d’EAAT5	 semble	 à	 priori	 être	 exclusive	 à	 la	
rétine	 chez	 les	 vertébrés	 (Arriza	 et	 al.,	 1997).	 Alors	 que	 l’expression	 d’EAAT1	 est	
restreinte	à	 la	cellule	gliale	de	Müller	(Lehre	et	al.,	1997),	on	retrouve	une	répartition	
plus	 spécifique	 de	 l’expression	 des	 autres	 EAATs.	 EAAT2	 est	 exprimé	 par	 les	
photorécepteurs,	 les	 cellules	 de	 Müller	 et	 les	 cellules	 bipolaires	 (Rauen	 and	 Kanner,	
1994),	EAAT3	par	les	neurones	de	la	rétine	interne	(Schultz	and	Stell,	1996),	EAAT4	par	
les	 astrocytes	 (Ward	 et	 al.,	 2004)	 et	 les	 segments	 externes	 des	 photorécepteurs	
(Pignataro	et	al.,	2005),	et	EAAT5	par	les	photorécepteurs	en	bâtonnets,	les	bipolaires	et	
les	cellules	de	Müller	(Arriza	et	al.,	1997;	Eliasof	et	al.,	1998).	
	

	
	

Figure	 20	:	 Cycle	 de	 transport	 et	 stoechiométrie	 des	 EAATs.	 (A)	 Diagramme	 simplifié	du	
cycle	de	transport	des	EAATs.	Le	glutamate	se	lie	au	transporteur	(T),	est	transloqué,	puis	libéré	
dans	 le	 cytosol.	 Le	 K+	 se	 lie	 alors	 du	 côté	 intracellulaire,	 réoriente	 le	 transporteur,	 et	 K+	 est	
libéré	en	extracellulaire.	(B)	Schéma	représentant	la	stoechiométrie	des	EAATs.	

(D’après	Jiang	et	al,	2011,	Neuropharmacology)	
	
Fonction	:	 Que	 ce	 soit	 dans	 le	 cerveau	 ou	 la	 rétine,	 le	 rôle	 des	 EAATs	 est	 clairement	
établi	:	 les	 transporteurs	 au	 glutamate	 permettant	 de	 capturer	 le	 glutamate	
extracellulaire	 libéré	 au	 niveau	 des	 synapses,	 assurant	 ainsi	 un	 contrôle	 précis	 de	 la	
transmission	synaptique	excitative.	
	
Concernant	la	cellule	de	Müller	:	Dans	la	rétine,	la	cellule	gliale	de	Müller	est	responsable	
de	 la	 plupart	 de	 la	 capture	 de	 glutamate	 extracellulaire.	 Là	 où	 90%	 de	 la	 capture	 de	
glutamate	dans	le	cerveau	est	assurée	par	le	transporteur	EAAT2/GLT-1	(Tanaka	et	al.,	
1997),	 c’est	 EAAT1/GLAST	 qui	 joue	 un	 rôle	majeur	 au	 sein	 du	 tissu	 rétinien	 (Rauen,	
2000).	Chez	 la	 souris,	 la	 cellule	de	Müller	assure	50%	de	 la	 capture	du	glutamate	par	
GLAST,	40%	via	des	transporteurs	électro-neutres	Na+-dépendant,	et	10%	via	d’autres	
transporteurs	 ou	 échangeurs	 Na+-indépendants	 (Sarthy	 et	 al.,	 2005).	 La	 présence	
d’autres	membres	de	la	famille	EAAT	au	niveau	de	la	cellule	de	Müller	a	aussi	été	relevée	
chez	d’autres	espèces	(Rauen,	2000).	
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Malgré	 le	 rôle	 essentiel	 qu’ils	 jouent	 en	 conditions	 physiologiques,	 les	 EAATs	 ne	 sont	
définitivement	 pas	 les	 seuls	 transporteurs	 qui	 régulent	 l’homéostasie	 du	 glutamate,	
certains	 ayant	 un	 effet	 inverse.	 Le	 système	 xC-	-	 un	 échangeur	 cystine/glutamate	 –	 a	
notamment	 été	 impliqué	 par	 de	 nombreuses	 études	 dans	 la	 mise	 en	 place	 de	
mécanismes	neurotoxiques	dévastateurs.	
	

    3.2.1.1.1.1.2) Le système xC
- 

	
Le	 système	 xC-	 est	 un	 co-transporteur	 de	 type	 anti-porteur	 présent	 à	 la	 membrane	
plasmique	 (Sato	 et	 al.,	 1995).	 Il	 fonctionne	 comme	 un	 transporteur	 électro-neutre,	
permettant	 le	 transport	d’une	molécule	 de	 cystine	 contre	 une	molécule	 de	 glutamate,	
avec	une	stoechiométrie	de	1:1,	indépendamment	du	gradient	de	Na+	(Sato	et	al.,	1999).	
Ce	système	peut	théoriquement	fonctionner	dans	les	deux	sens	(Bannai,	1986)	:	mais	le	
pool	 intracellulaire	 de	 cystine	 étant	 restreint	 car	 elle	 est	 très	 rapidement	 réduite	 en	
cystéine,	et	la	concentration	extracellulaire	en	glutamate	étant	généralement	plus	élevée	
qu’en	intracellulaire,	le	système	xC-	fonctionne	quasi-systématiquement	dans	le	sens	où	
la	 cystine	 est	 importée	 via	 l’exportation	 de	 glutamate.	 Le	 système	 xC-	est	 composé	 de	
deux	 sous-unités,	 une	 chaîne	 lourde	 4F2hc	 qui	 lie	 le	 transporteur	 à	 la	 membrane	
plasmique	(Bassi	et	al.,	2001),	et	une	chaîne	légère	xCT.	C’est	la	chaîne	légère	(Figure	21	
A),	 dont	 l’expression	 est	 codée	 par	 le	 gène	 Slc7a11,	 qui	 confère	 sa	 spécificité	 au	
transporteur	xC-.	
	

	
Figure	21	:	Représentation	schématique	du	système	xc-.	(A)	Le	système	xc-	est	composé	d’une	
chaîne	lourde	4F2hc,	et	d’une	chaîne	légère	xCT.	(B)	Le	système	xc-	importe	la	cystine	en	échange	
du	glutamate,	recapté	par	les	transporteurs	EAATs.	

(D’après	Lewerenz	et	al,	2011,	Antioxidants	et	Redox	Signaling)	
	
Le	 système	 xC-	joue	 un	 rôle	 absolument	 vital	 dans	 la	 protection	 des	 cellules	 contre	 le	
stress	oxydant	:	 en	effet,	 l’importation	de	 cystine	est	nécessaire	pour	 la	production	de	
glutathion	(GSH)	–	un	antioxydant	majeur	(Lewerenz	et	al.,	2006a;	Shih	et	al.,	2006).	En	
contrepartie,	le	relargage	de	glutamate	–	requis	pour	permettre	la	capture	de	cystine	–	

A	 B	
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tend	 à	 accroitre	 la	 concentration	 extracellulaire	 de	 glutamate,	 favorisant	 ainsi	
l’apparition	de	conditions	excitotoxiques	pour	les	neurones	:	c’est	pourquoi	l’expression	
et	l’activité	du	système	xc-	doivent	être	très	finement	régulées.	Il	a	été	montré	à	plusieurs	
reprises	qu’une	activité/fonction	aberrante	de	l’échangeur	cystine/glutamate	favorisait	
l’excitotoxicité	dans	le	cadre	de	certaines	pathologies	neurodégénératives	(Kigerl	et	al.,	
2012).	
	
Système	 xc-	 et	 rétine	:	 Chez	 la	 souris,	 l’ARNm	xCT	 est	 exprimé	 au	 niveau	 de	 plusieurs	
organes,	 notamment	 –	 et	 de	 manière	 robuste	 –	 au	 sein	 des	 tissus	 qui	 composent	 le	
système	nerveux	central,	 le	 cerveau	 et	 la	 rétine	 (Burdo	et	 al.,	 2006;	Dun	et	 al.,	 2006).	
Plus	 particulièrement,	 l’expression	 rétinienne	 du	 système	 xC-	 semble	 restreinte	 aux	
cellules	 gliales	 de	 Müller	 (Kato	 et	 al.,	 1993),	 aux	 macrophages	 résidents	 et	 aux	
photorécepteurs	 en	 cônes	 et	 en	 bâtonnets	 (Hu	 et	 al.,	 2008),	 où	 xC-	 participe	 à	 la	
libération	synaptique	non-vésiculaire	de	glutamate.	
Le	 système	 xc-	 est	 actif	 dans	 la	 rétine.	 En	 effet,	 l’injection	 intravitréenne	 de	 DL-α-
aminoadipate	 –	 un	 inhibiteur	 du	 système	 xc-	 -	 entraîne	 une	 diminution	 de	 la	
concentration	 rétinienne	 en	 GSH	 (Glutathion),	 et	 induit	 un	 dysfonctionnement	 de	 la	
rétine	 (Kato	 et	 al.,	 1993).	 Ce	 résultat	montre	que	 le	 système	 xc-	 est	 fonctionnellement	
important	pour	la	rétine.	
	
Régulation	 transcriptionnelle	:	 L’expression	 transcriptionnelle	 de	 xCT	 est	 notamment	
régulée	 par	 l’activation	 des	 AREs	 en	 réponse	 à	 Nrf2	 (Sasaki	 et	 al.,	 2002).	 Sa	
surexpression	est	liée	à	une	augmentation	de	l’activité	du	système	système	xC-	corrélée	à	
un	accroissement	du	taux	intracellulaire	de	glutathion	(Shih	et	al.,	2003).	En	conditions	
physiologiques,	 Nrf2	 est	 rapidement	 dégradé	 par	 le	 protéasome,	 car	 il	 interagit	 avec	
Keap1,	 une	 protéine	 adaptrice	 Nrf2-spécifique	 reconnue	 par	 le	 complexe	 ubiquitine	
ligase	 Cul3	 (Kobayashi	 et	 al.,	 2004;	McMahon	 et	 al.,	 2003)	:	 la	 transcription	 de	 gènes	
dont	l’expression	est	conrôlée	par	Nrf2	est	ainsi	inhibée.	Dans	un	contexte	associé	à	une	
augmentation	du	stress	oxydant,	ou	 tout	autre	 situation	qui	 entraîne	 l’activation	de	 la	
réponse	 cellulaire	 intégrée	 au	 stress	 (ISR),	 le	 facteur	 de	 transcription	 Nrf2	 est	
transloqué	au	noyau.	Là,	en	présence	de	petites	protéines	Maf,	il	se	lie	à	des	séquences	
régulatrices	 de	 type	 ARE,	 entraînant	 la	 surexpression	 des	 gènes	 qui	 y	 sont	 associés	
(Cullinan	et	 al.,	 2003).	Ces	séquences	ARE,	 appelées	éléments	de	 réponse	antioxydant,	
sont	 des	 séquences	 régulatrices	 qui	 contrôlent	 l’expression	 des	 gènes	 antioxydants	 et	
cytoprotecteurs.	Il	est	intéressant	de	noter	que	Nrf2	n’est	pas	le	seul	régulateur	de	xCT,	
et	 que	 l’activité	 d’ATF4	 –	 un	 facteur	 de	 transcription	 dépendant	 du	 système	 ISR	 –	 est	
aussi	 liée	 à	 l’expression	 d’xCT	 (Sato	 et	 al.,	 2004),	 ainsi	 que	 d’autres	 protéines	
régulatrices	 dont	 l’activité	 est	 associée	 à	 un	 mécanisme	 protecteur	 contre	 certaines	
pathologies	neuro-dégénératives.	
	
Fonction	physiologique	:	Dans	des	cellules	matures	en	culture,	les	neurones	présentent	
une	 faible	activité	du	 système	xc-,	 alors	que	dans	 les	astrocytes,	 le	système	xc-	 est	 très	
actif	 (Lobner,	2009).	Les	astrocytes	sont	capables	de	relarguer	GSH	et	cystéine	afin	de	
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réguler	l’état	redox	du	tissu	cérébral,	grâce	à	leurs	capacités	antioxydantes	(Dringen	and	
Hirrlinger,	2003;	Wang	and	Cynader,	2000).	Shih	et	al	ont	montré	que	la	surexpression	
de	xCT	dans	 les	astrocytes	permet	d’augmenter	 la	production	de	glutathion,	 et	d’ainsi	
protéger	les	neurones	contre	le	stress	oxydant	(Shih	et	al.,	2006).	Certes,	le	système	xC-	
favorise	 la	 production	 de	 composés	 antioxidants	 via	 l’importation	 de	 cystine,	mais	 la	
libération	de	glutamate	qui	se	fait	en	contrepartie	peut	avoir	un	effet	néfaste	si	elle	est	
excessive.	 Dans	 certains	 modèles,	 l’augmentation	 de	 l’activité	 du	 système	 xc-	 est	
corrélée	à	une	mort	neuronale.	Dans	certains	types	de	cancers	comme	le	gliome,	la	mort	
neuronale	 est	 associée	 à	 une	 importante	 libération	 de	 glutamate	 via	 le	 système	 xC-
	(Chung	et	al.,	2005);	dans	la	maladie	d’Azheimer,	ce	sont	les	microglies	qui,	après	avoir	
été	 exposées	 aux	 peptides	 Aβ,	 s’avèrent	 exercer	 un	 effet	 neurotoxique	 causé	 par	 la	
libération	trop	importante	de	glutamate	(Qin	et	al.,	2006).	
En	 effet,	 l’activité	 du	 système	 xC-	au	 niveau	 des	microglies	 peut	 être	 toxique	 pour	 les	
cellules	environnantes	–	et	notamment	les	oligodendrocytes	(Domercq	et	al.,	2007).	De	
même,	des	macrophages	activés	par	le	LPS	sont	en	mesure	de	libérer	assez	de	glutamate	
via	le	système	xc-	pour	induire	l’apoptose	neuronale	(Piani	and	Fontana,	1994).	Dans	le	
système	 rétinien,	 certaines	 données	 pointent	 aussi	 le	 rôle	 joué	 par	 les	 cellules	 gliales	
dans	la	neurotoxicité.	
	
En	conclusion,	le	rôle	joué	par	le	système	xc-	est	celui	d’une	épée	à	double-tranchant,	et	
peut	avoir	des	effets	bénéfiques	ou	négatifs.	D’un	côté,	en	cas	de	stress	oxydant	intense,	
l’augmentation	de	l’activité	du	système	xC-		permet	d’augmenter	la	capture	de	cystine,	et	
d’ainsi	 approvisionner	 la	 machinerie	 antioxydante.	 A	 l’inverse,	 si	 les	 cellules	 sont	
soumises	 à	 un	 stress	 excitotoxique,	 augmenter	 l’activité	 du	 système	 xc-	 et	 accroitre	 la	
libération	de	glutamate	pourrait	avoir	un	effet	destructeur.	
	

   3.2.1.1.1.2) Müller et photorécepteurs 
	
Comme	nous	 l’avons	vu,	les	cellules	gliales	ont	à	 leur	disposition	toute	une	batterie	de	
transporteurs	 au	 glutamate,	 afin	 de	 permettre	 un	 nettoyage	 efficace	 de	 l’espace	
synaptique,	et	éviter	une	accumulation	toxique	du	glutamate.	Dans	la	rétine,	les	cellules	
gliales	 de	 Müller	 expriment	 fortement	 la	 glutamine	 synthétase,	 ou	 enzyme	 GS,	 qui	
permet	 l’amidation	 du	 glutamate,	 afin	 de	 le	 transformer	 en	 glutamine,	molécule	 non-
neurotoxique	(Riepe	and	Norenburg,	1977).	La	glutamine	est	alors	relarguée	pour	être	
ensuite	captée	par	les	neurones	glutaminergiques	pré-synaptiques,	les	photorécepteurs	
dans	notre	cas	(Figure	22).	Ces	neurones	pourront	alors	hydrolyser	la	glutamine	grâce	à	
l’enzyme	glutaminase,	produisant	ainsi	 le	 glutamate,	 ce	 qui	boucle	 le	 cycle	neuro-glial	
glutamine/glutamate	(Poitry	et	al.,	2000).	
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3.2.1.1.2) Les récepteurs au glutamate 
	

Le	glutamate	étant	le	neurotransmetteur	excitateur	majeur	du	système	nerveux	central	
chez	 les	mammifères,	 les	 récepteurs	 au	 glutamate	 jouent	 un	 rôle	 absolument	 central	
dans	la	transmission	synaptique.	Il	existe	deux	types	de	récepteurs	au	glutamate	:	(i)	les	
récepteurs	ionotropiques,	qui	permettent	la	transmission	de	l’influx	nerveux,	et	(ii)	les	
récepteurs	métabotropiques,	dont	le	rôle	est	de	moduler	la	transmission	synaptique	et	
l’excitabilité	neuronale.	
	
	
	

	
	

Figure	22	:	Le	cycle	rétinien	du	glutamate	–	Régulations	à	l’échelle	des	photorécepteurs.	
Au	niveau	des	photorécepteurs,	le	glutamate	est	chargé	dans	les	vésicules	synaptiques	grâce	aux	
transporteurs	VGLUT.	Lors	de	la	transmission	synaptique,	le	contenu	de	ces	vésicules	est	libéré	
dans	l’espace	inter-synaptique	:	 le	glutamate	se	lie	alors	aux	récepteurs	exprimés	par	la	cellule	
bipolaire,	induisant	la	neurotransmission.	L’excès	extracellulaire	de	glutamate	est	recapté	via	les	
transporteurs	EAATs,	majoritairement	par	les	 transporteurs	EAAT1	et	EAAT2	exprimés	par	 la	
cellule	 de	 Müller.	 Celle-ci	 métabolise	 alors	 le	 glutamate	 en	 glutamine,	 qui	 est	 renvoyée	 aux	
photorécepteurs,	et	à	nouveau	transformée	en	glutamate.	

(D’après	Shigeri	et	al,	2004,	Brain	Research	Reviews)	
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3.2.1.1.2.1) Les récepteurs ionotropiques 
	
Les	 récepteurs	 ionotropiques	sont	des	 récepteurs	 couplés	à	un	 canal	 ionique.	 Selon	 le	
type	 de	 récepteur,	 ce	 canal	 s’active	 et	 devient	 perméable	 aux	 ions	Na+,	 K+,	 et	 parfois	
Ca2+	 après	 liaison	 au	glutamate.	Deux	 catégories	 de	 récepteurs	 ionotropiques	 ont	 été	
identifiées	à	ce	jour	:	les	récepteurs	NMDA,	et	les	récepteurs	non-NMDA	–	parmi	lesquels	
on	 retrouve	 les	 récepteurs	 AMPA	 et	 kainate.	 Ces	 différents	 types	 de	 récepteurs	 sont	
nommés	d’après	leurs	agonistes	spécifiques.	
	
Structurellement,	les	récepteurs	ionotropiques	sont	composés	de	plusieurs	sous-unités	
transmembranaires,	 qui	 s’assemblent	 de	 manière	 variable	 afin	 de	 former	 différentes	
isoformes.		
	
Les	 récepteurs	 NMDA	:	 Les	 récepteurs	 NMDA	 jouent	 un	 rôle	 crucial	 dans	 la	
communication	 neuronale.	 Ce	 sont	 des	 complexes	 d’hétéromères	 résultant	 de	
l’association	de	plusieurs	sous-unités,	donc	il	existe	une	grande	diversité,	ce	qui	résulte	
en	une	grande	variété	de	NMDA-R	(Paoletti	et	al.,	2013).	Chaque	sous-unité	confère	des	
propriétés	biophysiques	et	pharmacologiques	uniques	au	récepteur.	A	plus	large	échelle,	
la	 composition	 des	 récepteurs	 NMDA	 peut	 avoir	 un	 impact	 allant	 de	 la	 plasticité	
synaptique	aux	mécanismes	cellulaires	impliqués	dans	les	pathologies	neuronales	(Cull-
Candy	and	Leszkiewicz,	2004),	via	notamment	l’excitotoxicité	due	au	glutamate	–	due	à	
une	grande	perméabilité	au	Ca2+	(Liu	et	al.,	2007).	
	
Les	récepteurs	AMPA	:	Cette	famille	de	récepteurs	est	majoritairement	responsable	de	la	
transmission	 synaptique	 dite	 rapide	 (Raman	 et	 al.,	 1994).	 La	 plupart	 des	 récepteurs	
AMPA	sont	des	assemblages	hétéro-tétramériques	composés	à	partir	de	quatre	types	de	
sous-unités	GluA1-4	(Henley	and	Wilkinson,	2016).	Cette	composition	aléatoire	n’est	pas	
anodine,	car	elle	intervient	dans	la	régulation	du	trafficking	post-synaptique	des	AMPA-
R,	ce	qui	impacte	la	plasticité	synaptique	(Watson	et	al.,	2017),	ou	la	réponse	neuronale	
au	stress	(Liu	and	Zukin,	2007).	Les	récepteurs	AMPA	sont	perméables	à	différents	types	
d’ions,	 comme	 Ca2+,	 Na+	 et	 K+,	 permettant	 ainsi	 la	 conduction	 nerveuse.	 Il	 est	 très	
intéressant	de	noter	que	la	perméabilité	au	Ca2+	pour	ces	canaux	requiert	l’absence	de	
la	 sous-unité	 GluA2	 sous	 sa	 forme	 éditée	 –	 une	 arginine	 remplaçant	 la	 glutamine	 en	
position	607	 (Sommer	et	 al.,	 1991)	-	:	 cela	 reste	un	événement	assez	 rare	malgré	 tout	
(Greger	et	al.,	2002),	ce	qui	 fait	du	récepteur	AMPA	un	candidat	 très	probable	pour	 la	
médiation	de	l’excitotoxicité	(Chen	et	al.,	1999;	Vandenberghe	et	al.,	2000).		
	
Les	récepteurs	Kainate	:	Comme	les	récepteurs	AMPA	et	NMDA,	la	famille	des	récepteurs	
kainate	 est	 composée	 de	 plusieurs	 combinaisons	 tétramériques	 réalisées	 à	 partir	 des	
différentes	 sous-unités	 GluK1-5	 (Lerma	 and	 Marques,	 2013),	 formant	 ainsi	 un	 canal	
perméable	au	Na+	et	au	K+	(Van	Damme	et	al.,	2002),	ainsi	qu’au	Ca2+.	Cette	diversité	
est	renforcée	par	l’épissage	alternatif	et	l’édition	d’ARNm	(Köhler	et	al.,	1993;	Wilding	et	
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al.,	2005).	La	nature	même	du	rôle	des	récepteurs	kainate	est	encore	assez	controversée,	
mais	 ils	 interviennent	à	au	moins	 trois	niveaux	:	 (i)	 la	dépolarisation	post-synaptique,	
(ii)	la	modulation	de	la	libération	pré-synaptique	de	neurotransmetteurs	(Schmitz	et	al.,	
2000),	et	(iii)	la	maturation	des	circuits	neuronaux	pendant	le	développement	(Lauri	et	
al.,	 2006).	 Certaines	 études	 impliquent	 les	 récepteurs	 de	 type	 kainate	 dans	 le	
phénomène	d’excitotoxicité	induit	par	le	glutamate	(Milatovic	et	al.,	2002).	
	
La	 dimension	 pathologique	 et	 les	mécanismes	 de	 l’excitotoxicité	 du	 glutamate	 causée	
par	la	sur-stimulation	des	différents	récepteurs	seront	traités	plus	loin	(1.2).		
	

3.2.1.1.2.2) Les récepteurs métabotropiques 
	

Les	récepteurs	métabotropiques	au	glutamate	–	couramment	abrégés	mGluRs	–	dont	il	
existe	huit	isoformes,	forment	une	super-famille	de	récepteurs	synaptiques	couplés	aux	
protéines	 G,	 ou	 GPCRs	:	 ce	 sont	 des	 récepteurs	 liés	 à	 la	 membrane	 plasmique.	 En	
réponse	à	une	interaction	avec	leur	ligand	-	le	glutamate	-,	ils	permettent	la	transduction	
de	 signaux	 intracellulaires	 via	 des	 interactions	 avec	 les	 protéines	 G.	 La	 nature	 de	 ces	
protéines	 G	 varie	 selon	 la	 sous-famille	 du	 mGluR	 concerné	 –	 groupe	 I,	 II	 ou	 III	 -,	
induisant	ainsi	différentes	cascades	intracellulaires	de	signalisation.	Dans	l’ensemble,	les	
mGluRs	du	groupe	I	augmentent	l’excitabilité	neuronale,	alors	que	ceux	des	groupes	II	et	
III	 ont	 tendance	 à	 inhiber	 la	 libération	 pré-synaptique	 de	 neurotransmetteurs	 –	 et	
seront	donc	exprimés	par	des	neurones	pré-synaptiques	(Thompson	et	al.,	1993).	
Nous	ne	détaillerons	pas	plus	 le	 rôle	de	 ces	 récepteurs,	qui	 restent	 rarement	associés	
aux	pathologies	neuro-dégénératives	liées	au	glutamate	:	on	leur	attribue	d’ailleurs	plus	
couramment	un	rôle	protecteur	(Baskys	et	al.,	2005;	Colwell	and	Levine,	1999),	de	par	
leur	activité	neuro-modulatrice.	

	

3.2.1.1.2.3) Les photorécepteurs expriment les récepteurs 
au glutamate 

	
La	présence	de	 récepteurs	glutamatergiques	 ionotropiques	au	niveau	de	 la	membrane	
plasmique	de	neurones	pré-synaptiques	peut	paraître	contre-intuitive,	en	particulier	au	
niveau	 des	 photorécepteurs,	 qui	 sont	 les	 neurones	 les	 plus	 en	 amont	 de	 la	 cascade	
visuelle.	
Cependant,	 cette	 caractéristique	 est	 bien	 établie	 dans	 le	 cerveau,	 où	 la	 présence	 de	
d’auto-récepteurs	 glutamatergiques	 -	 de	 type	 kainate	 notamment	 –	 au	 niveau	 de	
neurones	 pré-synaptiques	 -	 dans	 l’Hippocampe	 -	 permet	 de	 réguler	 négativement	 la	
libération	de	glutamate,	 et	d’ainsi	moduler	 l’activité	post-synaptique	 (Chittajallu	et	 al.,	
1996).	D’autres	études	menées	à	partir	d’échantillons	cérébelleux	ont	montré	que	l’acide	
kainique	 induisait	 la	 libération	 de	 glutamate	 à	 partir	 de	 certains	 neurones	 pré-
synaptiques	(Ferkany	et	al.,	1982).	
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Et	dans	la	rétine,	ce	phénomène	n’est	pas	inconnu	non	plus.	Une	étude	réalisée	chez	la	
souris	a	montré	avec	précision	l’expression	et	la	localisation	pré-synaptique	de	la	sous-
unité	 GluK5	 –	 appartenant	 au	 répertoire	 des	 récepteurs	 kainate	 -	 au	 niveau	 des	
terminaisons	nerveuses	des	photorécepteurs	en	bâtonnets	(Haumann	et	al.,	2017).	Chez	
la	 souris	 toujours,	 Jakobs	et	 al	ont	montré	 l’expression	des	 récepteurs	kainate	par	 les	
photorécepteurs	 en	 bâtonnets	 (Jakobs	 et	 al.,	 2007).	 Une	 autre	 étude	 a	 identifié	
l’expression	 des	 sous-unités	 GluR6	 et	 GluR7	 –	 appartenant	 aussi	 au	 répertoire	 des	
récepteurs	kainate	–	au	niveau	pré-synaptique,	c’est-à-dire	au	niveau	des	terminaisons	
des	 photorécepteurs	 en	 bâtonnets,	 chez	 le	 primate	 cette	 fois-ci	 (Harvey	 and	 Calkins,	
2002).	D’autres	auteurs	ont	pu	mettre	en	évidence	en	microscopie	électronique	chez	le	
rat	 la	présence	de	sous-unités	des	récepteurs	NMDA	au	niveau	terminal	des	dendrites	
synaptiques	de	photorécepteurs	(Fletcher	et	al.,	2000).		
	
Enfin,	 plusieurs	 articles	 font	 état	 d’un	 effet	 excitotoxique	 du	 glutamate	 sur	 les	
photorécepteurs,	 ce	 qui	 pousse	 à	 croire	 que	 ceux-ci	 expriment	 bien	 des	 récepteurs	
glutamatergiques	ionotropiques.	Par	exemple,	à	partir	de	cellules	issues	d’une	lignée	de	
rétinoblastome	 (Y-79)	 différenciées	 en	 photorécepteurs,	 une	 étude	 a	 montré	 l’effet	
excitotoxique	du	glutamate	via	des	mécanismes	 impliquant	 le	stress	oxydant	(Wang	et	
al.,	 2016).	 	Une	autre	étude,	 réalisée	à	partir	de	 rétines	d’embryons	de	poulet,	 a	 aussi	
montré	 un	 effet	 toxique	 du	 glutamate	 sur	 la	 survie	 des	 photorécepteurs,	 bien	 que	
modéré	par	rapport	aux	neurones	des	couches	plus	internes	de	la	rétine	(Reif-lehrer	et	
al.,	1975).	Ces	résultats	ont	été	confirmé	plus	tard	dans	une	autre	étude,	soulignant	une	
fois	de	plus	l’effet	discret	du	glutamate	sur	les	photorécepteurs	par	rapport	aux	autres	
neurones	 rétiniens,	 ce	qui	pourrait	 expliquer	pourquoi	 certains	auteurs	ont	pu	 choisir	
d’omettre	de	mentionner	cet	effet	(Blanks	et	al.,	1981).	Enfin,	l’étude	publiée	par	Delyfer	
et	al	établit	clairement	dans	un	modèle	de	rétinite	pigmentaire	–	chez	la	souris	rd1	–	que	
l’inhibiteur	 CNQX	 permet	 de	 protéger	 les	 bâtonnets	 de	 la	 dégénérescence	 dans	 un	
contexte	 ou	 le	 glutamate	 extracellulaire	 s’accumule,	 suggérant	 ainsi	 l’existence	 d’un	
phénomène	excitotoxique	dirigé	contre	les	photorécepteurs	(Delyfer	et	al.,	2005).	
	
	

 3.2.1.2) Toxicité du glutamate 
	
Comme	nous	l’avons	vu,	le	glutamate	est	un	puissant	neurotransmetteur	excitateur	qui	
permet	en	conditions	physiologiques	la	transmission	du	message	nerveux,	mais	qui	dans	
certaines	conditions	pathologiques	peut	être	toxique	pour	les	neurones.	
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3.2.1.2.1) Excitotoxicité du glutamate 
	

3.2.1.2.1.1) Définition 
	

Lucas	et	al	ont	observé	dès	les	années	50	qu’une	concentration	extracellulaire	excessive	
en	glutamate	créé	un	phénomène	excitotoxique	chez	les	neurones,	entraînant	leur	mort	
(Lucas	 and	 Newhouse,	 1957;	 Olney,	 1969).	 En	 règle	 générale,	 il	 était	 admis	 que	
l’excitotoxicité	 est	 due	 à	 une	 libération	 synaptique	 excessive	 de	 glutamate.	 Mais	 des	
études	plus	récentes	ont	mis	en	évidence	la	contribution	d’autres	populations	cellulaires	
–	 comme	 les	 cellules	 gliales	 ou	 les	 macrophages	 -	 à	 l’accumulation	 extracellulaire	 de	
glutamate	(Kigerl	et	al.,	2012;	Napper	et	al.,	1999).		
L’excitotoxicité	 en	 elle-même	 est	 causée	 par	 la	 sur-stimulation	 des	 récepteurs	
glutamatergiques.	 Ce	 phénomène	 induit	 de	 fortes	 modifications	 des	 concentrations	
ioniques	intracellulaires,	et	s’accompagne	d’un	influx	de	Ca2+,	entraînant	l’activation	de	
mécanismes	cellulaires	létaux.	On	a	longtemps	cru	que	l’excitotoxicité	due	au	glutamate	
–	 dans	 le	 cas	 des	 neurones	 corticaux	 par	 exemple	 -	 était	 essentiellement	 causée	 par	
l’activation	 des	 récepteurs	 NMDA	 (Choi,	 1998;	 Choi	 et	 al.,	 1987).	 Jusqu’à	 ce	 que	
l’utilisation	d’inhibiteurs	de	type	NBQX/CNQX	spécifiques	des	récepteurs	AMPA/kainate	
prouve	son	utilité,	comme	dans	un	modèle	de	mort	neuronale	 induite	pas	LPS/cystine	
(Kigerl	et	al.,	2012).	Les	récepteurs	AMPA	sont	désormais	aussi	reconnus	pour	avoir	un	
effet	excitotoxique	lorsqu’ils	sont	sur-stimulés	(Kiagiadaki	et	al.,	2010).	
Il	est	important	de	noter	que	si	la	majorité	des	études	portant	sur	l’excitotoxicité	met	en	
jeu	 les	 NMDA-R,	 c’est	 parce	 que	 jusqu’à	 récemment	 les	 AMPA-R	 étaient	 considérés	
comme	 imperméables	 au	 Ca2+	 -	 et	 pas	 parce	 que	 les	 AMPA-R	 jouent	 un	 rôle	mineur	
dans	ce	phénomène.	Ce	serait	d’ailleurs	plutôt	l’inverse,	puisque	certaines	études	en	lien	
avec	 l’ischémie	 cérébrale	 révèlent	 un	 meilleur	 effet	 neuro-protecteur	 pour	 les	
antagonistes	aux	AMPA-R.	
Le	 mécanisme	 impliqué	 dans	 l’excitotoxicité	 induite	 par	 le	 glutamate	 semble	 être	 la	
production	 d’espèces	 réactives	 oxygénées	 et	 azotées	 induite	 par	 l’augmentation	 de	 la	
concentration	en	ions	Ca2+	(Dugan	et	al.,	1995;	Schinder	et	al.,	1996),	ce	qui	sera	détaillé	
dans	le	prochain	paragraphe.	
	

3.2.1.2.1.2) Les acteurs moléculaires 
	
La	 sur-stimulation	 des	 récepteurs	 glutamatergiques	 s’accompagne	 d’un	 fort	 influx	 de	
Ca2+,	 qui	 conduit	 à	 une	 surcharge	 intracellulaire.	 Cette	 surcharge	 va	 permettre	
l’activation	 d’une	 série	 d’enzymes	 Ca2+-dépendantes,	 augmentant	 la	 production	
d’espèces	réactives	oxygénées	et	azotées,	et	activant	la	cascade	de	réactions	conduisant	
à	la	mort	cellulaire.		
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Figure	 23	:	 Schéma	 représentant	 les	 principales	 voies	 de	 signalisation	 impliquées	 dans	
l’excitotoxicité.	

(D’après	Lo	et	al,	2003,	Nature	Review	Neuroscience)	
	
	
Dans	 le	 cas	de	 l’excitotoxicité	du	glutamate,	 les	deux	évènements	 clefs	 sont	 l’influx	de	
Ca2+,	 et	 l’effondrement	 du	 potentiel	 transmembranaire	 mitochondrial.	 Ainsi,	
l’excitotoxicité	du	glutamate	est	associée	à	une	perturbation	de	l’homéostasie	du	Ca2+,	
induisant	la	production	de	ROS	et	de	RNS,	et	la	perte	de	fonction	mitochondriale	(Figure	
23).	
	
ROS	:	 Les	 neurones,	 qui	 ont	 des	 compétences	 extrêmement	 limitées	 en	 matière	 de	
défense	anti-oxydante,	sont	particulièrement	vulnérables	à	la	toxicité	due	aux	radicaux	
libres	 ROS	 (Wang	 and	 Michaelis,	 2010).	 En	 temps	 normal,	 les	 ROS	 contribuent	 à	 la	
signalisation	 cellulaire	 via	 différents	 mécanismes,	 comme	 la	 modulation	 de	 l’activité	
enzymatique,	ou	 l’activation	de	 facteurs	de	 transcription	 (Dröge,	2002).	Mais	des	 taux	
élevés	de	ROS	entraînent	l’activation	de	processus	pro-apoptotiques.	
Chez	 les	 neurones,	 très	 gourmands	 en	 énergie,	 une	mitochondrie	 dysfonctionnelle	 est	
une	source	importante	de	radicaux	libres.	Ainsi,	un	problème	au	niveau	de	la	chaîne	de	
respiration	 mitochondriale	 peut	 contribuer	 à	 la	 mort	 neuronale	 via	 apoptose	 ou	
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nécrose.	Une	autre	source	neuronale	majeure	de	ROS	est	la	NADPH	oxidase,	qui	favorise	
la	production	de	superoxide	(Brennan	et	al.,	2009).	
	
RNS	:	 L’influx	 de	 Ca2+	 a	 aussi	 pour	 propriété	 d’activer	 l’enzyme	 nNOS,	 favorisant	 la	
production	du	messager	gazeux	NO	 (Bredt	et	 al.,	 1991).	L’oxyde	nitrique	 joue	un	 rôle	
important	dans	l’excitotoxicité,	en	interagissant	avec	l’anion	superoxyde	pour	former	la	
péroxynitrite,	hautement	toxique	(Beckman	et	al.,	1990),	qui	va	ensuite	interférer	avec	
la	respiration	mitochondriale.	
	
Réticulum	 endoplasmique	:	 Certaines	 études	 suggèrent	 que	 la	 production	 de	 NO	
associée	 à	 une	 surcharge	 en	 Ca2+	 entraînerait	 la	 libération	 du	 Ca2+	 piégé	 dans	 le	
réticulum,	induisant	ainsi	un	stress	(Uehara	et	al.,	2006).	
	
Protéases	:	 Les	 mécanismes	 apoptotiques	 induits	 par	 l’excitotoxicité	 requirent	
l’activation	de	protéases	telles	que	les	calpaïnes	et	les	capases.	Les	calpaïnes,	en	plus	de	
moduler	 de	 nombreux	 processus	 physiologiques	 (Robles	 et	 al.,	 2003),	 peuvent	 aussi	
jouer	 le	rôle	de	médiateurs	dans	 la	mort	cellulaire,	en	activant	des	voies	apoptotiques	
indépendantes	des	caspases	(Neumar	et	al.,	2003).	Les	caspases	interviennent	dans	une	
cascade	de	mécanismes	initiée	par	la	libération	du	cytochrome	c	(Danial	and	Korsmeyer,	
2004),	 et	 qui	 s’achève	 par	 l’activation	 de	 la	 caspase-3	 (Eldadah	 and	 Faden,	 2000),	
induisant	l’apoptose	neuronale.	
	
Cette	 liste	de	mécanismes	n’est	pas	exhaustive,	mais	donne	une	assez	bonne	vision	de	
l’ensemble	 des	 processus	 impliqués	 dans	 l’apoptose	 neuronale	 suite	 à	 un	 événement	
excitotoxique.	
	

3.2.1.2.1.3) Pathologies liées à l’excitotoxicité 
	

Le	 rôle	 de	 l’excitotoxicité	 dans	 ces	 maladies	 neuro-dégénératives	 est	 aujourd’hui	
reconnu,	 et	 requiert	 d’autant	 plus	 d’attention	 qu’elles	 affectent	 un	 nombre	 croissant	
d’individus.	 La	 chorée	 de	 Huntington	 par	 exemple	 est	 un	 trouble	 neuro-dégénératif	
héréditaire	qui	détériore	les	fonctions	cognitives,	les	fonctions	motrices	et	l’humeur.	Elle	
affecte	sévèrement	 les	projections	GABAergiques	des	neurones	épineux	moyens	situés	
dans	 le	 néostriatum	 (Vonsattel	 and	 DiFiglia,	 1998).	 L’hypothèse	 excitotoxique	 a	 été	
retenue	par	certains	chercheurs	pour	expliquer	la	sensibilité	exacerbée	des	neurones	du	
striatum	 dans	 le	 cadre	 de	 cette	 pathologie,	 en	 impliquant	 les	 récepteurs	
glutamatergiques	ionotropiques	(Coyle	and	Schwarcz,	1976;	Zhang	et	al.,	2008).	Dans	le	
cadre	 de	 la	 maladie	 d’Alzheimer	 -	 un	 trouble	 neuro-dégénératif	 associé	 à	 une	 perte	
progressive	de	la	mémoire	et	des	fonctions	cognitives	-	ce	sont	les	dépôts	de	plaques	Aβ	
qui	 semblent	 induire	 les	 symptômes	 observés.	 Ces	 dépôts	 initieraient	 les	 cascades	
neurotoxiques	 entraînant	 l’excitotoxicité,	 l’inflammation	 et	 la	 mort	 neuronale	 (Selkoe	
and	Hardy,	2016).	Concernant	 la	maladie	de	Parkinson	–	désordre	neurologique	causé	
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par	 la	 perte	 des	 neurones	 dopaminergiques	 –	 les	 causes	 de	 la	 maladie	 sont	 encore	
explorées.	 Le	 concept	 d’excitotoxicité	 serait	 aussi	 mis	 en	 cause	 par	 certaines	 études	
(Helton	et	al.,	2008).	
	
La	 rétine,	 qui	 appartient	 au	 système	 nerveux	 central,	 est	 elle	 aussi	 soumise	 au	
phénomène	 d’excitotoxicité	 dans	 le	 cadre	 de	 certaines	 pathologies	 oculaires,	 comme	
l’occlusion	veineuse,	le	glaucome,	ou	la	rétinopathie	diabétique.	Concernant	l’ischémie	–	
un	ensemble	de	conditions	pathologiques	qui	entraîne	une	diminution	du	flux	sanguin,	
créant	 un	 défaut	 d’oxygène	 et	 de	 glucose	 -	 	 de	 nombreuses	 modifications	
morphologiques	 et	 fonctionnelles	 apparaissent	 au	 cours	 du	 temps.	 On	 constate	 une	
diminution	de	la	capture	de	glutamate	via	les	transporteurs	EAATs	(Barnett	et	al.,	2001),	
qui	s’accompagne	d’une	augmentation	de	la	concentration	extracellulaire	en	glutamate,	
comme	cela	a	pu	être	mesuré	dans	l’humeur	aqueuse	(Wakabayashi	et	al.,	2006).	Cette	
perte	de	fonction	pourrait	être	due	à	un	ensemble	de	perturbations	métaboliques	aigues	
(Bull	and	Barnett,	2002;	Conradt	and	Stoffel,	1997).		
Le	 glaucome	 caractérisé	 par	 une	 apoptose	 progressive	 et	 rapide	 des	 cellules	
ganglionnaires	 rétiniennes.	 Le	métabolisme	du	 glutamate	 est	mis	 en	 cause	 dans	 cette	
maladie	:	 certaines	 études	 rapportent	une	 diminution	 de	 l’expression	 des	EAATs	 dans	
des	modèles	de	glaucome	chez	 le	rongeur	(Schuettauf	et	al.,	2007).	De	même,	certains	
auteurs	 rapportent	 une	 série	 de	 perturbations	 métaboliques	 au	 sein	 de	 la	 cellule	 de	
Müller,	avec	typiquement	une	diminution	de	l’expression	et	de	l’activité	de	la	glutamine	
synthétase	(Moreno	et	al.,	2005).	Enfin,	l’article	de	Ju	et	al	montre	une	association	entre	
l’augmentation	 de	 la	 pression	 intra-oculaire	 et	 l’occurrence	 de	 dommages	
mitochondriaux	dans	un	modèle	murin	(Ju	et	al.,	2008).	
Dans	 le	 cadre	 de	 la	 rétinopathie	 diabétique	 –	 une	 complication	 due	 au	 diabète	 –	 des	
niveaux	 élevés	 de	 glutamate	 et	 de	 stress	 oxydant	 entre	 autres	 semblent	 jouer	un	 rôle	
essentiel	 dans	 la	 pathogénèse	 de	 cette	 maladie.	 Les	 mêmes	 mécanismes	 que	
précédemment	 semblent	 être	 impliqués,	 avec	 une	 petite	 particularité	:	 alors	 que	 la	
fonction	 des	 transporteurs	 glutamatergiques	 est	 bien	 diminuée	 (Li	 and	 Puro,	 2002),	
certaines	 études	 rapporteraient	 une	 augmentation	 de	 l’activité	 de	 la	 glutamine	
synthétase	(Silva	et	al.,	2013)	–	apparemment	insuffisante	pour	composer	efficacement	
l’accumulation	de	glutamate.	 Il	est	 intéressant	de	noter	que	ce	dernier	article	pourrait	
montrer	-	sans	le	nommer	-	un	rôle	joué	par	l’échangeur	cystine/glutamate.	
	
Du	point	de	vue	thérapeutique,	et	afin	d’éviter	une	surchage	métabolique	intracellulaire	
en	Ca2+	due	à	l’excitotoxicité,	il	a	été	envisagé	d’inhiber	les	récepteurs	glutamatergiques	
à	 l’aide	 d’antagonistes	 spécifiques.	 Cependant,	 il	 est	 désormais	 évident	 que	 le	 blocage	
des	 récepteurs	 au	 glutamate	 interfère	 avec	 le	 fonctionnement	 du	 cerveau,	 et	
s’accompagne	 d’effets	 neurologiques	 délétères,	 comme	 montré	 dans	 plusieurs	 essais	
cliniques	 (Lees,	 1998).	 Il	 paraît	 donc	 approprié	 d’envisager	 d’autres	 pistes	
thérapeutiques.	
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3.2.1.2.2) Oxytose et système xc
- 

	

3.2.1.2.2.1) Stress oxydant 
	
Nous	 avons	 pu	 le	 voir	 précédemment,	 le	 stress	 oxydant	 joue	 un	 rôle	 majeur	 dans	 la	
pathogénèse	de	 l’atrophie	géographique,	notamment	vis-à-vis	de	 l’EPR,	mais	aussi	des	
neurones.	On	peut	dissocier	deux	composantes	du	stress	oxydatif	:	les	espèces	réactives	
d’une	part,	et	la	voie	du	monoxyde	d’azote	d’autre	part.	
	
L’ensemble	 des	 espèces	 oxydatives	 oxygénées	 et	 azotées	 forme	 un	 autre	 groupe	 de	
médiateurs	potentiellement	neurotoxiques.	Les	espèces	réactives	de	l’oxygène	sont	plus	
communément	 appelées	 ROS,	 acronyme	 dérivé	 de	 leur	 appellation	 anglaise	 «	reactive	
oxygen	 species	».	 Cette	 famille	 comprend	 plusieurs	 composés	 chimiques	 hautement	
instables	qui	participent	en	situation	physiologique	à	certaines	chaînes	de	signalisation	
(Nimnual	et	al.,	2003).	Parmi	ces	composés,	on	retrouve	 l’ion	superoxyde,	 les	radicaux	
hydroxyle,	et	le	peroxyde	d’hydrogène	(Hensley	et	al.,	2000).	Les	cellules	possèdent	un	
système	 de	 défense	 antioxydant	 efficace	 et	 des	 mécanismes	 de	 réparation	 adaptés,	
permettant	de	lutter	efficacement	contre	les	composés	instables	de	l’oxygène	(Hunter	et	
al.,	1985)	mais	qui	peuvent	être	débordés	dans	un	cadre	inflammatoire.	
	

	
Figure	24	:	Toxicité	oxydative	du	glutamate,	la	mort	neuronale	induite	par	l’inhibition	du	
système	xc-.		

(D’après	Lewerenz	et	al,	2011,	Antioxidants	and	Redox	Signalling)	
	
L’autre	 type	 de	 médiateur	 inflammatoire	 appartenant	 aux	 espèces	 réactives	 est	 le	
messager	gazeux	NO,	ou	monoxyde	d’azote,	produit	par	l’enzyme	nitric	oxide	synthase	
(NOS),	dont	il	existe	trois	isoformes.	La	forme	neuronale	(nNOS)	et	la	forme	épithéliale	
(eNOS)	 sont	 constitutivement	exprimées	par	 les	neurones	et	 les	 cellules	endothéliales	
respectivement	:	 leur	 activité	 est	 régulée	 de	 manière	 Ca2+-dépendante.	 La	 forme	
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inductible	 iNOS	n’est	 pas,	 comme	 son	 nom	 l’indique,	 exprimée	 constitutivement	 :	 son	
expression	est	induite	dans	les	macrophages,	les	microglies	ou	les	astrocytes	en	réponse	
à	un	stimulus	inflammatoire	du	type	endotoxine	(LPS)	ou	cytokine	(Stuehr	and	Marletta,	
1985).	 Le	 messager	 gazeux	 NO	 est	 capable	 d’induire	 l’apoptose	 neuronale,	 et	 plus	
particulièrement	lorsque	les	neurones	sont	privés	de	facteurs	neurotrophiques	(Estevez	
et	al.,	1998).	Certaines	études	suggèrent	que	NO	exerce	un	effet	néfaste	sur	la	survie	des	
neurones	 en	 inhibant	 la	 respiration	 mitochondriale,	 conduisant	 à	 une	 défaillance	
énergétique,	puis	à	une	augmentation	des	concentrations	 intracellulaires	en	Na+	et	 en	
Ca2+,	induisant	finalement	la	mort	neuronale	(Kapoor	et	al.,	2003).		
	

   3.2.1.2.2.2) Métabolisme du glutathion 
	
Comme	nous	l’avons	vu	précédemment,	le	glutathion	est	un	petit	tripeptide	GSH,	et	est	
l’un	 des	 antioxydants	 biologiques	 les	 plus	 puissants	 à	 disposition	 des	 cellules.	 Le	
glutathion	 joue	 le	 rôle	 d’agent	 réducteur	 pour	 une	 grande	 variété	 de	 composés	
chimiques	:	 disulfides,	 péroxydes,	 composés	 nucléophiles,	 permettant	 ainsi	 d’éliminer	
les	réactifs	oxydants	comme	le	péroxyde	d’hydrogène	ou	les	radicaux	libres.	
	
La	 première	 étape	 dans	 la	 synthèse	 de	 GSH	 est	 la	 génération	 de	 γ-glutamylcystéine,	
catalysée	 par	 la	 glutamate	 cystéine	 ligase	 (GCL)	 (Misra	 and	 Griffith,	 1998).	 La	 GSH	
synthétase	catalyse	ensuite	 la	synthèse	de	glutathion	à	partir	de	γ-glutamylcystéine	et	
de	 glycine.	 Le	 glutathion	 peut	 ensuite	 être	 transporté	 en	 dehors	 de	 la	 cellule,	 et	 va	
permettre	 de	 réduire	 différents	 types	 de	 ROS	 via	 des	 réactions	 catalysées	 par	 la	
glutathion	 péroxydase	GPx.	 Durant	 cette	 réaction,	 le	 GSH	 est	 oxydé	 en	 GSSG,	 puis	 est	
recyclé	par	la	GSH	réductase,	ou	est	ensuite	exporté	de	la	cellule.	
	

   3.2.1.2.2.3) Oxytose 
	
Le	 transport	 de	 glutamate	 via	 le	 système	 xc-	 dépend	 en	 grande	 partie	 du	 gradient	
transmembranaire	 de	 glutamate.	 Il	 peut	 donc	 être	 inhibé	 par	 le	 glutamate	
extracellulaire,	seul	antagoniste	physiologique	connu	à	ce	jour.	
	
En	 théorie,	 les	 transporteurs	 EAATs	 ont	 la	 capacité	 fonctionnelle	 de	 réduire	 la	
concentration	 extracellulaire	 de	 glutamate	 à	 2	 nM	 (Zerangue	 and	 Kavanaugh,	 1996).	
Cependant,	 même	 si	 dans	 le	 cerveau	 la	 majorité	 du	 glutamate	 se	 trouve	 en	
intracellulaire,	 la	concentration	extracellulaire	mesurée	par	microdyalise	est	d’environ	
2-9	 µM	 (Baker	 et	 al.,	 2003).	 Cette	 différence	 résulte	 de	 l’export	 extrasynaptique	 de	
glutamate	dû	à	l’activité	du	système	xc-.	Le	système	xc-	est	le	médiateur	de	la	capture	de	
cystine.	 La	 cystine	 une	 fois	 capturée	 est	 rapidement	 réduite	 en	 cystéine,	 la	 facteur	
limitant	régulant	la	production	du	glutathion	(Cooper	and	Kristal,	1997).		
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En	 1989,	 Murphy	 et	 al	 ont	 montré	 que	 le	 glutamate	 induisait	 la	 mort	 cellulaire	 de	
manière	 Ca2+-dépendante,	 en	 inhibant	 la	 capture	 de	 cystine	 et	 induisant	 ainsi	 une	
déplétion	 en	 GSH,	 et	 une	 augmentation	 du	 stress	 oxydant	 (Murphy	 et	 al.,	 1989a).	
L’inhibition	de	l’import	de	cystine	via	le	système	xc-	entraîne	donc	une	augmentation	du	
stress	oxydant,	et	éventuellement	la	mort	cellulaire.	Ce	mécanisme	est	appelé	«	toxicité	
oxydative	du	glutamate	»,	ou	oxytose	–	oxytosis	en	anglais.	Il	est	important	de	noter	que	
le	phénomène	d’oxytose	est	fonctionnellement	différent	de	l’excitotoxicité	à	proprement	
parler.		
	
Mécanisme	:	 La	 série	 d’évènements	 qui	 conduit	 à	 la	mort	 cellulaire	 par	 oxytose	 a	 été	
assez	 bien	 caractérisée.	 Comme	 nous	 l’avons	 vu,	 de	 fortes	 concentrations	
extracellulaires	 en	 glutamate	 inhibent	 le	 fonctionnement	 du	 système	 xc-,	 induisant	 un	
défaut	de	 la	 capture	en	 cystine,	 ralentissant	 la	 synthèse	de	GSH,	 jusqu’à	 sa	disparition		
(Lewerenz	 et	 al.,	 2006b).	 Environ	 6	 heures	 après	 le	 traitement	 au	 glutamate,	 la	
concentration	 en	 GSH	 chute	 en	 dessous	 de	 20%,	 et	 les	 radicaux	 libres	 produits	 par	
l’activité	 mitochondriale	 du	 complexe	 I	 s’accumulent	 exponentiellement	 (Tan	 et	 al.,	
1998a).	L’importance	du	rôle	de	la	mitochondrie	dans	la	production	de	ROS	(Neitemeier	
et	 al.,	 2016)est	 soutenue	 par	 le	 fait	 l’agent	 découplant	 du	 carbonyl	 cyanide	 4-
(trifluoromethoxy)	 phenylhydrazone	 –	 plus	 couramment	 appelé	 FCCP	 -	 permet	 une	
protection	 relativement	 efficace	 des	 neurone	 contre	 l’oxytose	 (Tan	 et	 al.,	 1998a).	
L’enzyme	12/15-lipoxygénase	entre	alors	en	jeu,	probablement	suite	à	l’inhibition	de	la	
GSH	 péroxydase	 4	 (GPx4)	 (Seiler	 et	 al.,	 2008),	 générant	 les	 acides	 12-	 et	 15-
hydroxyeicosatetranoiques	 (Li	 et	 al.,	 1997a).	 Ces	 facteurs	 activent	 les	 guanylates	
cyclases,	qui	induisent	une	augmentation	de	la	concentration	intracellulaire	en	cGMP,	et	
un	fort	influx	de	Ca2+	s’en	suit	(Li	et	al.,	1997b).	10	à	12h	après	l’induction	de	l’oxytose,	
la	 concentration	 en	 ROS	 est	maximale,	 et	 induit	 l’apoptose	 (Landshamer	 et	 al.,	 2008)	
(Figure	24).	
	
Différences	avec	 l’apoptose	classique	:	La	nomenclature	actuelle	différencie	 trois	 types	
de	morts	cellulaires	:	l’apoptose	classique	ou	type	I,	l’autophagie	ou	type	II,	et	la	nécrose	
programmée	ou	type	III.	L’oxytose	partage	des	caractéristiques	avec	le	type	I	et	le	type	
III	 (Higgins	 et	 al.,	 2009).	 Certains	 résultats	 suggèrent	 que	 dans	 le	 cas	 de	 l’oxytose,	
l’apoptose	et	la	nécrose	auraient	lieu	en	même	temps	(Fukui	et	al.,	2009).	Globalement,	
l’oxytose	 présente	 quelques	 particularités,	 comme	 l’absence	 de	 libération	 du	
cytochrome	c,	et	une	fragmentation	tardive	de	l’ADN	(Tan	et	al.,	1998b).	
	
Le	phénomène	d’oxytose	a	pu	être	étudié	et	observé	à	partir	de	neurones	en	culture	:	en	
effet,	dans	des	culture	primaires	de	neurones	immatures,	les	récepteurs	au	glutamate	ne	
sont	pas	exprimés,	ce	qui	prévient	 l’effet	excitotoxique	du	glutamate	extracellulaire	en	
forte	concentration.	En	revanche,	 il	est	 très	 intéressant	de	noter	que	dans	des	cultures	
primaires	 de	 neurones	 maintenus	 assez	 longtemps	 pour	 que	 les	 récepteurs	
ionotropiques	 soient	 exprimés,	 les	 cellules	 sont	 sensibles	 à	 l’excitotoxicité,	 mais	
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succombent	 aussi	 à	 l’oxytose	 induite	 par	 le	 glutamate	:	 les	 deux	 phénomènes	 ne	 sont	
donc	pas	incompatibles	(Schubert	and	Piasecki,	2001).	
L’échangeur	cystine/glutamate	est	un	outil	complexe	à	manipuler	par	nature,	de	par	ses	
effets	 ambivalents.	La	 surexpression	du	 système	xc-	permet	 la	 capture	de	 cystine	 et	 la	
production	 d’antioxydants,	mais	 occasionne	 parallèlement	 une	 libération	 excessive	 de	
glutamate	qui	peut	être	toxique	pour	les	neurones	environnants.		Le	fait	que	des	cellules	
neuronales	immatures	en	culture	incubées	avec	de	hauts	niveaux	de	glutamate	meurent	
à	 cause	 du	 stress	 oxydant	 (Murphy	 et	 al.,	 1989a)	 montre	 bien	 qu’en	 situation	
pathologique,	 un	 déséquilibre	 entre	 la	 libération	 de	 glutamate	 via	 le	 système	 xc-	 et	 sa	
recapture	 par	 les	 EAATs	 pourrait	 conditionner	 l’augmentation	 de	 la	 concentration	 de	
glutamate	extracellulaire	jusqu’à	des	niveaux	toxiques.	
Ce	point	mérite	une	attention	particulière	dans	un	contexte	pathologique	associé	à	une	
expression	 inadéquate	 des	 transporteurs	 au	 glutamate	 EAATs,	 censés	 théoriquement	
contrebalancer	 la	 libération	de	glutamate	par	 le	système	xc-.	Ce	type	de	déséquilibre	a	
été	 mis	 en	 évidence	 dans	 le	 contexte	 du	 gliome	 (Savaskan	 et	 al.,	 2008),	 où	 la	
surexpression	de	xc-	favorise	la	survie	des	cellules	cancéreuses	(Takano	et	al.,	2001)	qui	
produisent	 une	 importante	 quantité	 de	 radicaux	 libres,	 conséquence	 logique	 de	 leur	
reconversion	 métabolique	 –	 on	 parle	 d’effet	 Warburg.	 La	 libération	 de	 glutamate	
entraîne	 la	 neuro-dégénérescence	 des	 tissus	 environnants,	 favorisant	 l’apparition	 de	
déficits	 neurologiques	 chez	 les	 patients	:	 heureusement,	 ces	 effets	 morbides	 peuvent	
être	atténués	grâce	à	l’inhibition	du	système	xc-	(Savaskan	et	al.,	2008).		
	

 3.2.1.3) La production d’IL-1β induit indirectement la mort 
neuronale 

	
De	précédents	rapports	font	état	d’une	potentialisation	in	vitro	par	IL-1β	et	Il-6	de	l’effet	
excitotoxique	du	glutamate	sur	les	neurones	(Qiu	et	al.,	1998).	L’IL-1β	peut	être	toxique	
pour	 les	neurones	du	cerveau	(Holmin	and	Mathiesen,	2000).	En	effet,	 l’IL-1β	est	mise	
en	 cause	 dans	 l’apoptose	 neuronale	 déclenchée	 par	 l’ischémie	 cérébrale.	 Plus	
particulièrement,	l’IL-1β	n’aurait	pas	d’effet	toxique	direct	sur	les	neurones	:	ce	sont	les	
cellules	 gliales	 qui	 seraient	 les	 médiatrices	 de	 cette	 toxicité.	 Ce	 type	 d’interactions	 a	
particulièrement	été	mis	en	évidence	via	les	études	conduites	sur	le	système	xc-.	
A	partir	de	 l’observation	que	 les	souris	déficientes	en	IL-1R1	–	le	récepteur	à	 l’IL-1β	–	
présentaient	moins	de	pertes	neuronales	dans	un	modèle	d’ischémie	cérébrale,	l’équipe	
de	 Sandra	 Hewett	 a	montré	 le	 rôle	 central	 joué	 par	 IL-1β	 dans	 la	 potentialisation	 de	
l’apoptose	 neuronale,	 via	 une	 sur-activation	 du	 système	 xc-	 des	 cellules	 astrocytaires	
(Fogal	 et	 al.,	 2007).	 IL-1β	 régule	 l’expression	 et	 l’activité	 du	 système	 xc-	 dans	 les	
astrocytes	en	culture.	Bien	que	xc-	soit	aussi	exprimé	par	les	neurones	et	les	microglies,	
il	apparaît	qu’IL-1β	n’induise	de	modifications	de	son	expression	que	dans	 les	cellules	
gliales,	induisant	ainsi	une	libération	excessive	de	glutamate,	qui	serait	le	médiateur	de	
la	 toxicité	neuronale	causée	par	 IL-1β	dans	des	conditions	hypoxiques	(Jackman	et	al.,	
2010a).	 De	 plus,	 exposer	 des	 co-cultures	 de	 neurones/astrocytes	 en	 conditions	
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hypoglycémiques	 a	 une	 dose	 d’IL-1β	 permet	 aussi	 de	 potentialiser	 la	mort	 neuronale	
(Jackman	et	al.,	2012a).	
Ce	 type	 de	 régulation	 induite	 par	 l’IL-1β	 peut	 paraître	 contre-intuitive,	 puisqu’elle	
entraîne	 la	 mort	 neuronale.	 Mais	 il	 est	 intéressant	 de	 noter	 que	 la	 surexpression	 du	
système	xc-	permet	malgré	tout	de	 favoriser	 la	survie	des	astrocytes	(He	et	al.,	2015)	 :	
ainsi,	nous	serions	une	fois	encore	face	à	un	mécanisme	théoriquement	bénéfique,	mais	
qui	peut	s’avérer	 toxique	en	 conditions	pathologiques	extrêmes	–	 comme	 l’hypoxie	ou	
l’hypoglycémie.	 Typiquement,	 dans	 la	mesure	 où	 IL-1β	 peut	 induire	 une	 baisse	 de	 la	
capture	gliale	de	glutamate	en	conditions	hypoxiques	(Chen	et	al.,	2014),	on	peut	tout	à	
fait	 imaginer	une	configuration	 favorisant	 la	survie	des	cellules	gliales,	mais	 impactant	
négativement	celle	des	neurones.	De	manière	globale,	il	a	d’ailleurs	été	montré	plusieurs	
fois	 que	 la	 clairance	 du	 glutamate	 est	 inhibée	 en	 présence	 de	 médiateurs	 pro-
inflammatoires,	 comme	 le	 TNF-α	 ou	 l’IL-1β	 (Chao	 et	 al.,	 1995;	 Fine	 et	 al.,	 1996;	
Takahashi	et	al.,	2003).	
Enfin,	un	article,	publié	en	2016	par	Shi	et	al,	a	mis	en	évidence	un	mécanisme	déclenché	
par	 l’IL-1β,	 impactant	 l’expression	 du	 système	 xc-.	 Les	 auteurs	 ont	montré	 que	 l’IL-1β	
induit	une	 surexpression	de	 l’ARNm	codant	 la	 sous-unité	xCT	du	système	xc-	dans	des	
astrocytes	 en	 culture.	 Le	 mécanisme	 mis	 en	 évidence	 fait	 intervenir	 l’élément	 trans-
régulateur	HuR,	qui	en	présence	d’IL-1β	est	transloqué	du	noyau	au	cytoplasme,	se	lie	à	
l’extrémité	3’-UTR	de	xCT,	et	en	stabilise	l’ARNm,	permettant	ainsi	d’augmenter	sa	demi-
vie.	Cet	effet	est	accompagné	par	l’augmentation	de	la	synthèse	protéique	et	l’activité	du	
système	xc-	(Shi	et	al.,	2016).		
	
L’IL-1β	est	donc	connue	pour	 jouer	le	rôle	d’un	médiateur	toxique	dans	 le	contexte	de	
l’ischémie	 cérébrale,	mais	 étrangement,	 certaines	 études	 lui	 confèrent	 un	 rôle	 neuro-
protecteur	dans	la	rétine	en	atténuant	 l’effet	neurotoxique	du	glutamate	(Namekata	et	
al.,	 2009),	 ou	 en	 prévenant	 la	 dégénérescence	 des	 photorécepteurs	 induite	 par	 la	
lumière	(LaVail	et	al.,	1992;	Whiteley	et	al.,	2001).	Cependant,	les	auteurs	de	ces	études	
ont	 réalisé	 chez	 les	 animaux	 étudiés	 l’injection	 intra-vitréenne	 d’une	 dose	 d’IL-1β	
équivalente	à	une	dizaine	de	microgrammes	par	œil.	On	sait	que	les	dosages	protéiques	
effectués	par	ELISA	permettent	de	doser	l’IL-1β	à	une	cinquantaine	de	picogrammes	par	
œil	dans	des	modèles	d’inflammation	sous-rétinienne	 (Lavalette	et	 al.,	 2011).	On	peut	
donc	 penser	 à	 un	 effet	 dose-réponse	 d’IL-1β,	 qui	 serait	 neuroprotecteur	 à	 forte	
concentration,	et	neurotoxique	à	doses	plus	physiologiques.	
Dans	l’ensemble,	IL-1β	favorise	les	dommages	neuronaux	via	un	mécanisme	glutamate-
dépendant,	 dans	 un	 contexte	 où	 l’énergie	 fait	 défaut	 –	 c’est-à-dire	 avec	 un	 défaut	 de	
glucose	ou	d’oxygène	(Fogal	et	al.,	2007;	 Jackman	et	al.,	2010b,	2012a).	 IL-1β	est	aussi	
capable	 de	 protéger	 les	 astrocytes	 contre	 le	 stress	 oxydant,	 en	 augmentant	 la	
biosynthèse	de	GSH	(He	et	al.,	2015).	Ces	résultats	montrent	que	la	capacité	de	l’IL-1β	à	
avoir	un	effet	bénéfique	ou	néfaste	est	très	contexte-dépendant.	
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3.2.2) Les communications cellulaires rétiniennes 

	
Comme	 nous	 l’avons	 vu,	 on	 retrouve	 trois	 types	 de	 cellules	 gliales	 dans	 la	 rétine	 des	
mammifères	:	 les	astrocytes,	les	cellules	gliales	de	Müller,	et	les	microglies.	Ces	cellules	
gliales	 fournissent	 un	 support	 structurel	 et	 métabolique,	 en	 phagocytant	 les	 débris	
neuronaux,	 en	 produisant	 des	 neurotransmetteurs	 ou	 des	 facteurs	 trophiques,	 et	 en	
régulant	les	équilibres	aqueux	et	ionique.	Les	astrocytes,	majoritairement	localisés	dans	
la	couche	la	plus	interne	de	la	rétine,	participent	à	la	formation	de	la	barrière	hémato-
rétinienne	en	étendant	 leurs	prolongements	 cytoplasmiques	autour	des	vaisseaux.	Les	
microglies	 peuvent	 être	 stimulées	 et	 remplir	 la	 fonction	 de	 macrophages,	 mais	
interagissent	aussi	bien	avec	les	neurones	environnants	via	la	production	de	facteurs	de	
croissance.	
Il	 serait	 ambitieux	de	 retranscrire	 ici	 l’ensemble	des	 interactions	neuro-gliales	qui	ont	
lieu	au	sein	de	la	rétine,	c’est	pourquoi	nous	nous	focaliserons	sur	celles	qui	impactent	la	
survie	neuronale,	et	plus	particulièrement	les	photorécepteurs	lorsque	cela	a	été	étudié.	
	

3.2.2.1) Interactions neuro-gliales rétiniennes 

	

3.2.2.1.1) Homéostasie du glutamate 

Dans	 la	 rétine,	 les	 cellules	 de	 Müller	 sont	 responsables	 de	 la	 capture	 de	 l’excès	 de	
glutamate	 libéré	 au	 niveau	 des	 synapses	 lors	de	 la	 neuro-transmission.	 Cette	 fonction	
est	 absolument	 essentielle	 au	 maintien	 de	 l’homéostasie	 rétinienne,	 et	 toute	
perturbation	peut	impacter	la	survie	des	différentes	populations	neuronales	rétiniennes,	
ce	qui	peut	être	considéré	comme	une	forme	d’interaction	neuro-gliale.	Ces	mécanismes	
de	régulation	ont	été	présentés	au	chapitre	«	3.2.1.1.1)	Le	cycle	du	glutamate	».	
	

3.2.2.1.2) Les facteurs trophiques 

Les	 facteurs	 neurotrophiques	 sont	 des	 facteurs	 de	 croissance	 qui	 favorisent	 le	
développement	 et	 la	 survie	 neuronale.	 L’utilité	 de	 ces	 facteurs	 a	 été	 étudiée	 dans	 de	
nombreuses	 pathologies	 neuro-dégénératives	 –	 comme	 la	 maladie	 d’Alzheimer,	 la	
maladie	de	Parkinson,	ou	le	glaucome	–	afin	de	promouvoir	la	survie	neuronale	(Allen	et	
al.,	2013;	Johnson	et	al.,	2011).		
	
Le	 BDNF	 (Ou	 Brain-Derived	 Neurotrophic	 Factor)	 appartient	 à	 la	 famille	 des	
neurotrophines,	est	exprimé	par	les	neurones	et	promeut	la	survie	neuronale	(Barde	et	
al.,	1982).	BDNF	se	lie	à	son	récepteur	TrkB,	et	induit	l’expression	de	gènes	associés	à	la	
survie	neuronale,	 tout	en	 inactivant	 les	gènes	pro-apoptotiques	 (Bonni	et	 al.,	 1999).	 Il	
est	intéressant	de	noter	que	TrkB	est	exprimé	dans	les	cellules	de	Müller,	mais	n’a	pas	
été	 détecté	 au	 niveau	 des	 photorécepteurs	 (Grishanin	 et	 al.,	 2008).	 Le	 traitement	 des	
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cellules	de	Müller	avec	BDNF	entraîne	en	effet	l’expression	de	FGF-2	et	CNTF,	induisant	
des	 effets	 neuroprotecteurs	 dans	 les	 photorécepteurs	 (Harada	 et	 al.,	 2015).	 FGF-2	
permet	par	exemple	de	directement	stimuler	la	survie	des	photorécepteur	(Fontaine	et	
al.,	1998).		
Le	CNTF	(Ciliary	Neurotrophic	Factor)	exerce	en	effet	un	effet	neuro-protecteur	sur	les	
neurones	:	 la	 délétion	 du	 gène	 codant	 pour	 CNTF	 induit	 la	 dégénérescence	 neuronale	
dans	des	modèles	murins	(Linker	et	al.,	2002).	CNTF	est	majoritairement	exprimé	par	la	
cellule	gliale	de	Müller	dans	la	rétine	(Kirsch	et	al.,	1997).	CNTF	a	montré	son	efficacité	
dans	la	prévention	de	l’apoptose	des	photorécepteurs	induite	dans	plusieurs	modèles	de	
dégénérescence	 rétinienne,	 y	 compris	 la	 rétinite	 pigmentaire	 (Cayouette	 et	 al.,	 1998;	
Tao	et	al.,	2002).	
Le	GDNF	(Glial	Cell	Line-Derived	Neurotrophic	Factor)	appartient	à	la	surperfamille	de	
TGF-β.	 Dans	 la	 rétine,	 GDNF	 stimule	 la	 survie	 des	 photorécepteurs	 dans	 la	
dégénérescence	 rétinienne	 (Frasson	 et	 al.,	 1999).	 GDNF	 est	 majoritairement	 exprimé	
par	 les	 photorécepteurs	 ou	 l’EPR,	 et	 son	 récepteur	 est	 essentiellement	 exprimé	 au	
niveau	de	la	cellule	de	Müller	(Hauck	et	al.,	2006).	La	culture	de	cellules	de	Müller	isolée	
en	présence	de	GDNF	induit	l’expression	de	BDNF	(Harada	et	al.,	2003),	suggérant	que	
GDNF	 exerce	 ses	 effets	 neuro-protecteurs	 vis-à-vis	 des	 photorécepteurs	 de	 manière	
indirecte,	en	stimulant	les	cellules	de	Müller.	De	plus,	GDNF	entraîne	la	surexpression	du	
transporteur	 au	 glutamate	 EAAT1/GLAST	 dans	 les	 cellules	 de	 Müller	 (Koeberle	 and	
Bähr,	 2008),	 suggérant	 que	 son	 utilisation	 serait	 une	 perspective	 intéressante	 pour	
maintenir	le	glutamate	à	des	concentrations	non-neurotoxiques	(Harada	et	al.,	1998).		
Le	 NGF	 (Ou	 Nerve	 Growth	 Factor)	 appartient	 à	 la	 famille	 de	 neurotrophines,	 et	 peut	
stimuler	les	récepteurs	TrkA	et	p75NTR.	La	stimulation	de	ces	récepteurs	induit	des	effets	
opposés	:	 celle	 de	 TrkA	 est	 associé	 à	 l’induction	 d’effets	 neuro-protecteurs,	 alors	 que	
celle	de	p75NTR	est	impliquée	dans	l’apoptose	neuronale	(Frade	et	al.,	1996;	Nykjaer	et	
al.,	2004).	L’utilisation	d’antagonistes	du	récepteur	p75NTR	permet	d’ailleurs	d’atténuer	
la	 dégénérescence	 des	 photorécepteurs	 dans	 des	 modèles	 de	 rétinite	 pigmentaire	
(Platón-Corchado	et	al.,	2017).		
Ces	résultats	montrent	 l’importance	des	 interactions	neuro-gliales	entre	les	cellules	de	
Müller	et	les	photorécepteurs	dans	l’induction	de	la	survie	neuronale.	La	stimulation	de	
la	 neuroprotection	 via	 ces	 mécanismes	 pourrait	 ainsi	 permettre	 de	 ralentir	 la	
dégénérescence	neuronale	observée	dans	l’atrophie	géographique.	
	

3.2.2.2) Interactions entre microglies et cellules de Müller 

Les	 mécanismes	 qui	 régulent	 les	 interactions	 entre	 les	 microglies	 et	 les	 cellules	 de	
Müller	 n’ont	 pas	 été	 exhaustivement	 élucidés,	mais	 il	 semble	 qu’il	 existe	 un	 dialogue	
entre	ces	deux	populations	cellulaires.	Certaines	données	suggèrent	que	la	disponibilité	
extracellulaire	 en	 ATP	 pourrait	 moduler	 la	 morphologie	 et	 l’activité	 des	 cellules	
microgliales	(Li	et	al.,	2012).	Les	cellules	de	Müller	sont	une	source	majeure	d’ATP,	et	
pourraient	donc	être	impliquées	dans	ce	mécanisme.	Ainsi,	 le	glutamate	extracellulaire	
peut	 induire	 la	 libération	 d’ATP	 par	 les	 cellules	 de	 Müller	 via	 l’ouverture	 de	 canaux	
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pannexines	 (Iglesias	 et	 al.,	 2009),	 et	 il	a	 été	 montré	 que	 l’inhibition	 des	 canaux	
pannexines	entraîne	une	diminution	de	 la	mobilité	des	prolongements	cytoplasmiques	
des	 microglies	 (Fontainhas	 et	 al.,	 2011).	 L’altération	 du	 métabolisme	 de	 la	 cellule	 de	
Müller	pourrait	donc	affecter	le	fonctionnement	des	microglies.	De	même,	les	cellules	de	
Müller	semblent	répondre	à	l’activation	des	microglies	induite	par	le	LPS,	notamment	en	
down-régulant	 l’expression	 de	 leurs	 transporteurs	 au	 glutamate,	 et	 en	 augmentant	
l’expression	de	gènes	pro-inflammatoires	(Wang	et	al.,	2011).	Il	a	de	plus	été	montré	que	
les	microglies	 pouvaient	 libérer	 des	 quantités	 importantes	 de	 glutamate,	 induisant	 la	
diminution	 du	 transport	 de	 glutamate	 dans	 les	 astrocytes,	 et	 contribuant	 ainsi	 à	
l’accumulation	plus	importante	du	glutamate	extracellulaire	(Takaki	et	al.,	2012).	Il	est	
intéressant	 de	 noter	 que	 dans	 certains	modèles,	 les	 interactions	microglie-cellules	 de	
Müller	impactent	la	production	de	facteurs	neurotrophiques,	ce	qui	pourrait	moduler	la	
survie	neuronale	(Harada	et	al.,	2002).		Certaines	de	ces	expériences	ont	été	réalisées	in	
vitro,	 il	 est	 donc	 risqué	 d’étendre	 leurs	 conclusions	 au	 fonctionnement	 d’une	 rétine	
entière,	mais	il	est	intéressant	de	noter	que	la	signalisation	mutuelle	entre	microglies	et	
cellules	de	Müller	pourrait	amplifier	les	signaux	inflammatoires.	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	



	 76	

 

 

 

 
	
	

 

OBJECTIFS 
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	



	 77	

	 La	 dégénérescence	 maculaire	 liée	 à	 l’âge,	 ou	 DMLA,	 est	 la	 première	 cause	 de	
cécité	 chez	 les	 seniors	 dans	 les	 pays	 industrialisés	 (Klein	 et	 al.,	 2004).	 C’est	 une	
pathologie	multifactorielle	associée	à	l’âge	qui	résulte	de	l’interaction	entre	des	facteurs	
de	 risques	 génétiques	 et	 environnementaux,	 (Yu	 et	 al.,	 2012).	 La	 DMLA	 affecte	
particulièrement	la	macula,	zone	de	vision	précise	riche	en	cônes	située	au	centre	de	la	
rétine.	 Dans	 un	 premier	 temps,	 la	 DMLA	 au	 stade	 précoce	 asymptomatique	 -	 dit	
«	maculopathie	liée	à	l’âge	»	-	est	caractérisée	par	la	présence	de	dépôts	lipoprotéiques	
de	type	«	drusens	»	au	niveau	de	la	macula,	et	des	anomalies	pigmentaire	de	l’épithélium	
pigmentaire	 rétinien	 sous-jacent	 (Bird	 et	 al.,	 1995).	 	 Chez	 certains	 patients,	 ce	 stade	
précoce	 peut	 évoluer	 vers	 un	 état	 plus	 avancé	 (Klein	 et	 al.,	 2004)	 dont	 il	 existe	 deux	
formes	cliniques	:	la	DMLA	exsudative	-	ou	forme	humide	–	et	la	géographie	atrophique	–	
ou	 forme	 sèche	 (Sarks,	 1976).	 La	 forme	 humide	 est	 caractérisée	 par	 la	 néo-
vascularisation	 sous-rétinienne	 qui	 se	 développe	 à	 partir	 de	 la	 choroïde,	 et	
s’accompagne	 de	 fuites	 vasculaires	 (Sarks,	 1976).	 Dans	 la	 forme	 sèche,	 une	 lésion	
atrophique	définie	par	la	perte	de	l’épithélium	pigmentaire	(EPR)	et	la	dégénérescence	
des	 photorécepteurs	 (Sarks,	 1976)	 se	 développe	 progressivement	 au	 niveau	 de	 la	
macula	 (Sarks	 et	 al.,	 1988).	 A	 l’heure	 actuelle,	 des	 injections	 régulières	 d’anti-VEGF	
permettent	 de	 ralentir	 la	 progression	 de	 la	 DMLA	 exsudative	 chez	 90%	 des	 patients	
(Rofagha	 et	 al.,	 2013),	 mais	 il	 n’existe	 encore	 aucun	 traitement	 pour	 l’atrophie	
géographique.	
	
A	l’état	normal,	la	couche	des	photorécepteurs	et	l’espace	sous-rétinien	sont	dépourvus	
de	 cellules	 immunitaires	 grâce	 à	 l’effet	 immunosuppresseur	 de	 l’EPR	 (Streilein	 et	 al.,	
2002).	Mais	la	forme	sèche	de	la	DMLA	est	caractérisée	par	un	contexte	inflammatoire	
chronique	 qui	 s’accompagne	 d’une	 forte	 accumulation	 de	 cellules	 immunitaires	 dans	
l’espace	 sous-rétinien,	 comprenant	 entre	 autres	 les	 macrophages	 et	 les	 microglies	
(Combadière	 et	 al.,	 2007).	 Les	 travaux	 précédents	 de	 notre	 équipe	 ont	 permis	 de	
montrer	 que	 dans	 l’atrophie	 géographique,	 des	 macrophages	 inflammatoires	 CCR2+	
sont	invariablement	présents	au	niveau	des	lésions	atrophiques,	ainsi	que	dans	la	zone	
de	transition	(ZT)	(Levy	et	al.,	2015a;	Sennlaub	et	al.,	2013).	La	zone	atrophique	(ZA)	est	
caractérisée	 par	 une	 absence	 totale	 d’EPR	 et	 par	 une	 très	 forte	 dégénérescence	 des	
photorécepteurs.	Elle	est	bordée	par	une	zone	de	transition,	au	niveau	de	laquelle	l’EPR	
est	 toujours	 présent	 mais	 où	 l’on	 peut	 observer	 une	 forte	 perte	 des	 bâtonnets	 et	 un	
raccourcissement	 important	des	segments	externes	des	cônes	(Bird	et	al.,	2014).	 Il	est	
clairement	établi	qu’un	dysfonctionnement	de	l’EPR	–	qui	en	conditions	physiologiques	
assure	 de	 nombreuses	 fonctions	 favorisant	 la	 survie	 des	 photorécepteurs	 –	 conduit	 à	
l’apparition	 de	 modifications	 histo-pathologiques	 entraînant	 la	 dégénérescence	 des	
photorécepteurs	 (Mitamura	 et	 al.,	 2013).	 Notre	 groupe	 a	 montré	 l’impact	 de	
l’accumulation	 sous-rétinienne	 de	 phagocytes	 mononucléés	 re-larguant	 une	 grande	
quantité	 de	 médiateurs	 inflammatoires	 sur	 la	 survie	 des	 photorécepteurs	 (Hu	 et	 al.,	
2015;	 Sennlaub	 et	 al.,	 2013)	 et	 sur	 la	 physiologie	 de	 l’EPR	 (Mathis	 et	 al.,	 2017).	 Le	
premier	objectif	de	ma	thèse	a	consisté	à	déterminer	si	les	phagocytes	mononucléés	sont	
capables	d’induire	la	perte	des	segments	des	cônes	comme	on	l’observe	dans	l’atrophie	



	 78	

géographique,	et	d’en	déterminer	le	médiateur.	Cette	thématique	est	développée	dans	le	
premier	 article	 «	Les	 phagocytes	 mononucléés	 sous-rétiniens	 induisent	 la	 perte	 des	
segments	des	cônes	via	IL-1β	».	
	
Nous	 avons	 ensuite	 cherché	 à	 comprendre	 comment	 l’IL-1β	 induit	 l’apoptose	 des	
bâtonnets.	En	effet,	des	données	publiées	précédemment	par	notre	équipe	indiquent	que	
les	 macrophages	 cultivés	 en	 présence	 d’explants	 rétiniens	 induisent	 l’apoptose	 des	
bâtonnets	 (Sennlaub	 et	 al.,	 2013),	 et	 que	 cette	 dégénérescence	 est	 dépendante	 de	 la	
production	d’IL-1β	(Hu	et	al.,	2015).	Dans	la	rétine,	les	photorécepteurs	n’expriment	pas	
ou	 très	 peu	 le	 récepteur	 à	 l’IL-1β,	 	 IL-1R1	 (Scuderi	 et	 al.,	 2015),	 contrairement	 aux	
cellules	gliales	de	Müller	(Liu	et	al.,	2012;	Namekata	et	al.,	2008).	La	deuxième	étape	de	
ma	thèse	a	donc	consisté	à	caractériser	les	mécanismes	à	priori	indirect	par	lesquels	IL-
1β	 peut	 altérer	 la	 survie	 des	 bâtonnets,	 et	 tenter	 d’identifier	 un	 agent	 thérapeutique	
pouvant	 prévenir	 leur	 apoptose.	 Plusieurs	 études	 ont	 montré	 qu’IL-1β	 n’exerce	 pas	
d’effet	 toxique	 direct	 sur	 les	 neurones,	mais	 potentialise	 leur	 dégénérescence	 via	 son	
action	 sur	 les	 cellules	gliales	 (Fogal	 et	 al.,	 2007)	en	 induisant	une	augmentation	de	 la	
libération	 de	 glutamate	 (Jackman	 et	 al.,	 2012b).	 Dans	 la	 rétine,	 IL-1β	 induit	 une	
perturbation	de	 l’homéostasie	du	glutamate	en	diminuant	sa	recapture	par	 les	cellules	
gliales	de	Müller	(Chen	et	al.,	2014).	IL-1β	induit	aussi	l’augmentation	de	la	transcription	
et	de	l’activité	du	transporteur	cystine/glutamate	xc-	dans	les	cellules	gliales,	favorisant	
ainsi	 la	 sécrétion	 de	 glutamate	 (Fogal	 et	 al.,	 2007).	 Ces	 données	 suggèrent	 qu’IL-1β	
pourrait	 affecter	 la	 survie	 des	 bâtonnets	 en	 perturbant	 l’homéostasie	 rétinienne	 du	
glutamate.	 Cette	 thématique	 est	 développée	 dans	 le	 deuxième	 article	 intitulé	 «	La	
production	 d’IL-1β	 par	 les	 phagocytes	 mononucléés	 sous-rétiniens	 induit	 la	
dégénérescence	des	bâtonnets	en	dérégulant	l’homéostasie	rétinienne	du	glutamate	».	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	



	 79	

	
	
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

RESULTATS 
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	



	 80	

Article 1 : Les phagocytes mononucléés sous-rétiniens induisent la 
perte des segments des cônes via IL-1 beta : 

	
1)	Situation	du	sujet	:	
	
L’atrophie	géographique,	l’une	des	formes	tardives	de	la	dégénérescence	maculaire	liée	
à	l’âge	(DMLA),	est	caractérisée	par	une	lésion	atrophique	qui	s’étend	progressivement.	
Cette	 lésion	 est	 définie	 par	 la	 perte	 de	 l’épithélium	 pigmentaire	 rétinien	 (EPR),	 et	 la	
dégénérescence	de	la	couche	des	photorécepteurs	(Sarks,	1976).	Au	niveau	de	la	zone	de	
transition	(ZT)	située	en	périphérie	de	la	zone	atrophique	(ZA),	le	nombre	de	bâtonnets	
chute	brutalement	(Bird	et	al.,	2014;	Curcio,	2001)	;	le	nombre	de	cônes	ne	diminue	pas	
mais	ceux-ci	ont	perdu	leurs	segments	externes.	
Nous	 avons	 montré	 précédemment	 que	 dans	 l’atrophie	 géographique,	 les	 phagocytes	
mononucléés	 –	 comprenant	 les	monocytes,	 les	 macrophages	 et	 les	 microglies	 -	 sous-
rétiniens	 s’accumulent	 au	 niveau	 de	 la	 zone	 atrophique	 et	 la	 zone	 de	 transition	
(Combadière	et	al.,	2007;	Levy	et	al.,	2015a).	Nous	avons	démontré	que	les	macrophages	
CCR2+	 provenant	 de	 la	 circulation	 sanguine	 participent	 systématiquement	 à	
l’infiltration	sous-rétinienne	dans	la	ZA	et	la	ZT	(Sennlaub	et	al.,	2013).	Chez	la	souris,	le	
recrutement	de	monocytes	circulants	joue	aussi	un	rôle	majeur	dans	la	dégénérescence	
des	photorécepteurs	(Cruz-Guilloty	et	al.,	2013).	Nous	avons	montré	que	les	monocytes	
murins	purifiés	à	partir	de	la	moelle	osseuse	induisent	in	vivo	et	in	vitro	 l’apoptose	des	
bâtonnets	(Sennlaub	et	al.,	2013),	et	que	cet	effet	est	en	partie	causé	par	l’	IL-1β	(Hu	et	
al.,	2015).	Certains	résultats	suggèrent	que	 les	macrophages	sous-rétiniens	participent	
aussi	à	la	dégénérescence	des	segments	de	cônes	dans	la	rétinite	pigmentaire	(Gupta	et	
al.,	2003).	
	
Nous	 proposons	 ici	 d’établir	 un	 lien	 entre	 l’accumulation	 sous-rétinienne	 de	
macrophages	et	l’atrophie	des	segments	de	cônes.	
	
2)	Résultats	:		
	
2.1)	 La	 présence	 de	 phagocytes	mononucléés	 dans	 l’espace	 sous-rétinien	 est	 associée	
avec	la	perte	des	segments	externes	des	cônes	:	
	
Nous	 avons	 analysé	 par	 immunohistochimie	 sur	 coupe	 de	 rétine	 humaine	 les	
populations	 de	 cônes	 et	 de	 bâtonnets	 chez	 des	 patients	 présentant	 une	 atrophie	
géographique,	 en	 les	 comparant	 à	 des	 patients	 sains.	 Nos	 résultats	 confirment	 que	 le	
nombre	 de	 bâtonnets	 est	 drastiquement	 réduit	 au	 niveau	 de	 la	 zone	 de	 transition,	
comme	 dans	 la	 zone	 atrophique	;	 le	 nombre	 de	 cônes	 est	 réduit	 d’environ	 50%	
seulement	 au	 niveau	 de	 la	 zone	 atrophique.	 Ce	 résultat	 confirme	 les	 observations	 de	
Bird	et	al.	
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Nous	 avons	 ensuite	 réalisé	 des	 immuno-marquages	 sur	 rétines	 à	 plat,	 afin	 de	 révéler	
l’association	 entre	 la	 présence	 de	 phagocytes	 mononucléés	 CD14+	 et	 la	 perte	 des	
segments	 de	 cônes.	 Nos	 résultats	 confirment	 la	 présence	 de	 macrophages	 CD14+	 au	
niveau	de	la	zone	de	transition.	La	reconstruction	3D	des	images	acquises	au	microscope	
confocal	 nous	 a	 ensuite	 permis	 de	 montrer	 la	 perte	 presque	 totale	 des	 segments	
externes	des	cônes,	associée	à	la	présence	de	macrophages	CD14+.	
	
2.2)	La	culture	d’explants	rétiniens	en	présence	de	macrophages	permet	de	reproduire	
la	perte	de	segments	de	cônes	:	
	
Afin	de	reproduire	ex	vivo	nos	observations	réalisées	chez	l’homme,	nous	avons	adapté	
un	modèle	d’explants	rétiniens	utilisé	précédemment	(Hu	et	al.,	2015),	en	cultivant	des	
macrophages	 humains	 avec	 des	 explants	 rétiniens	 de	 primate	 ou	 de	 souris.	 Nous	
montrons	 ici	 que	 ce	modèle	 de	 co-culture	 permet	 d’induire	 l’apoptose	 des	 bâtonnets.	
L’analyse	des	 cônes	montre	qu’en	présence	de	macrophages,	 leur	nombre	ne	diminue	
pas,	mais	que	leur	segment	externe	est	très	fortement	réduit.		
	
2.3)	L’IL-1β	induit	la	perte	des	segments	de	cônes	ex	vivo	et	in	vivo	:	
	
Les	macrophages	humains	étant	facilement	activables	pour	la	production	d’IL-1β	(Netea	
et	 al.,	 2009),	 nous	 avons	 cultivé	 des	 explants	 rétiniens	 en	 présence	 d’IL-1β.	 Nous	
montrons	 ici	 que	 l’IL-1β	 induit	 la	 perte	 des	 segments	 externes	 des	 cônes,	 et	 que	
l’utilisation	de	 l’antagoniste	 IL-1Ra	permet	de	 prévenir	 la	 réduction	des	 cônes	 induite	
par	 les	macrophages.	 Ces	 résultats	 ont	 ensuite	 été	 confirmés	 in	 vivo	 dans	 un	modèle	
d’inflammation	 sous-rétinienne	 induite	 chez	 la	 souris	 Cx3cr1-/-	 par	 exposition	 à	 la	
lumière.	 Nous	 montrons	 que	 l’injection	 intra-vitréenne	 d’IL-1Ra	 permet	 là	 encore	
d’inhiber	la	perte	des	segments	de	cônes.	
	
3)	Conclusions	:	
	
Nos	 résultats	 démontrent	 l’association	 entre	 la	 présence	 de	 phagocytes	mononucléés	
sous-rétiniens	 et	 la	 dégénérescence	 des	 segments	 externes	 de	 photorécepteurs	 en	
cônes.	Les	macrophages	induisent	un	phénotype	similaire	in	vitro	et	in	vivo.	Les	données	
que	 nous	 avons	 obtenues	 montrent	 clairement	 que	 les	 macrophages	 participent	 aux	
mécanismes	 induisant	 la	 dégénérescence	 de	 la	 couche	 des	 photorécepteurs	 dans	
l’atrophie	géographique,	et	que	l’IL-1β	est	le	médiateur	de	cette	toxicité.		
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Subretinal mononuclear phagocytes
induce cone segment loss via IL-1b
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Abstract Photo-transduction in cone segments (CS) is crucial for high acuity daytime vision. For
ill-defined reasons, CS degenerate in retinitis pigmentosa (RP) and in the transitional zone (TZ) of
atrophic zones (AZ), which characterize geographic atrophy (GA). Our experiments confirm the loss
of cone segments (CS) in the TZ of patients with GA and show their association with subretinal
CD14+mononuclear phagocyte (MP) infiltration that is also reported in RP. Using human and mouse
MPs in vitro and inflammation-prone Cx3cr1

GFP/GFP mice in vivo, we demonstrate that MP-derived
IL-1b leads to severe CS degeneration. Our results strongly suggest that subretinal MP
accumulation participates in the observed pathological photoreceptor changes in these diseases.
Inhibiting subretinal MP accumulation or Il-1b might protect the CS and help preserve high acuity
daytime vision in conditions characterized by subretinal inflammation, such as AMD and RP.
DOI: 10.7554/eLife.16490.001

Introduction
The macula consists of a small cone-dominated fovea, responsible for high acuity vision, surrounded
by a rod-dominated parafovea and peripheral retina. Photo-transduction in cone segments (CS) are
crucial for cone function and therefore high acuity and daytime vision. In geographic atrophy (GA), a
late form of age-related Macular Degeneration (AMD), an extending atrophic zone (AZ) forms, char-
acterized by the loss of the retinal pigment epithelium (RPE, a monolayer of cells with important
functions in photoreceptor homeostasis) and degeneration of the photoreceptor cell layer
(Sarks, 1976). The initial lesion in GA often develops parafoveally (Sarks et al., 1988) and slowly
expands through the central retina and fovea, which leads to a severe drop in visual acuity. In the
AZ, despite the absence of the RPE, residual cones survive, but they lack the cone segments (CS)
(Bird et al., 2014). Similar findings are observed in disciform subretinal scars, the end-stage of
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exudative AMD (Curcio, 2001). Surprisingly, in a transitional zone (TZ), just peripheral to the RPE-
loss in the scar and AZ, the number of rods drops dramatically compared to the retina more distant

from the lesion (Bird et al., 2014; Curcio, 2001). In contrast, the number of cones changes little in
the TZ, but they lack their CS (Bird et al., 2014; Curcio, 2001). One could assume that the CS loss
in the TZ of AMD patients is due to RPE dysfunction, but CS loss is also observed in retinitis pigmen-

tosa (RP) patients with rod-gene mutations and unremarkable RPE (Mitamura et al., 2013).
Mononuclear phagocytes (MP) comprise a family of cells that include classical monocytes (Mo),

macrophages (Mf), and microglial cells (MC) among others (Chow et al., 2011). We and others have

shown that subretinal MPs accumulate in the AZ and on the apical side of the RPE of the TZ in
patients with GA (Combadière et al., 2007; Gupta et al., 2003; Lad et al., 2015; Levy et al.,
2015). We have recently demonstrated that numerous blood-derived MPs (CCR2-positive) invariably

participate in the infiltration of both, the AZ and TZ (Sennlaub et al., 2013). In mice, the recruitment
of blood-derived monocytes contributes importantly to autoimmune, photo-oxidative, and genetic
photoreceptor degeneration (Rutar et al., 2012; Suzuki et al., 2012; Kohno et al., 2013; Cruz-Guil-

loty, 2013) and we demonstrated that bone-marrow derived murine monocytes induce rod apopto-
sis in vivo and in vitro (Sennlaub et al., 2013), which is in part mediated by IL-1b (Hu et al., 2015).
Interestingly, subretinal MPs also accumulate in RP secondarily to primary rod cell death, and have

been suggested to induce the unexplained CS degeneration in these patients (Gupta et al., 2003).
We here confirm that the TZ is infiltrated by CD14+MPs and that rod photoreceptors and cone

segments are lost in the TZ despite the presence of underlying RPE. Using co-cultures of human

CD14+Mos and mouse bone-marrow derived Mos with retinal explants in vitro and inflammation-
prone Cx3cr1GFP/GFP mice in vivo, we show that MP derived IL-1b induces CS degeneration addition-
ally to previously reported rod apoptosis. Taken together, our results suggest that the presence of

CD14+MPs in the subretinal space, not only observed in the TZ but also in patients with RP, partici-
pates in CS degeneration as they produce similar changes in vitro and in vivo.

Results

Cone and rod loss in relation to GA lesions
Bird and colleagues recently analyzed the loss of outer nuclear layer (ONL) nuclei and cone outer

segments in GA using histology and electron microscopy (Bird et al., 2014). They reported that rod
loss and cone outer segment degeneration occur peripheral to the margin of the RPE defect, in the
transitional zone (TZ) (Bird et al., 2014). In this report, we analyzed the rod and cone populations in

and around 10 atrophic zones (AZ) of 9 GA donor patients and in 6 control, non GA donor eyes
using immunohistochemical techniques on paraffin sections with specific primary antibodies for rho-
dopsin, L/M-cone opsin, and cone arrestin, which allows identifying rod or cone photoreceptors

even if they lost their outer segments. In the central region of control eyes, cone arrestin (green
staining) -rhodopsin (red staining) double labeling visualized a 4 to 6 nuclei thick ONL, with cone
segments (CS) and dendrites clearly demarcated by the cone arrestin immunological staining

(Figure 1A, Hoechst blue staining of nuclei, RPE autofluorescence orange). The rod outer segments
(OS) are strongly immunologically positive for rhodopsin staining, while the rod cell bodies stained
more faintly, but enough to identify rod cell bodies (Figure 1A inset). The retina distant (>1000 mm)

from the RPE lesion in sections from donor eyes with GA was very similar to the control eyes
(Figure 1B), featuring clearly marked cone arrestin+ CS (Figure 1B inset). In the TZ, close to the mar-
gin of the lesion but where RPE was still present, the ONL was irregular, thinned (around 2 nuclei of

ONL), and cone and rod morphology was severely altered with the outer segments missing and the
inner segments difficult to distinguish from the cell bodies (Figure 1C). The thinning and loss of seg-
ments was invariably found to extend peripherally to the margin of the RPE loss, into the TZ

(Figure 1C, the autofluorescent RPE is visible in the left part of the micrograph, the arrow depicts
the margin of the RPE with the atrophic zone to the right). The TZ, characterized by a thinned ONL
in the presence of underlying RPE, was of variable length (200–800 mm) in our samples similar to pre-

vious reports (Bird et al., 2014). Within the AZ residual cone arrestin+ cones, but also rhodopsin+

rods were observed in all but one analyzed samples, but their distribution was irregular and all pho-
toreceptors lacked their OS (Figure 1D). L/M-cone opsin immunohistochemistry, which recognizes
the opsins of the most abundant red and green cones, confirmed the CS loss in the TZ and AZ
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(Figure 1C,D insets). Next, we quantified cone arrestin+cones (Figure 1E) and rhodopsin+ rods

(Figure 1F) in the central retina of control eyes and eyes with GA lesions. The cone density at a

greater than 1000 mm distance from the RPE-denuded AZ, was similar between control and GA

eyes. In the atrophic zone the number of cone somata was significantly reduced to around half the

numbers of controls (Figure 1E) and was not significantly different in the TZ (0–200 mm from the AZ,

which is the TZ length invariably found in all donor eyes). Rod cell counts, on the other hand,

revealed a slight decrease distant from the lesions, but a severe 90% reduction in the TZ compared

to controls (Figure 1F). Interestingly, in all but one atrophic zone we also detected rhodopsin+ resid-

ual rods.
Taken together, our results confirm a severe rod cell loss in the TZ of patients with GA, where the

RPE is still morphologically intact, while the number of cone numbers was relatively spared. How-

ever, cones of the TZ and residual rods and cones in the AZ had invariably lost their segments.

Figure 1. Rhodopsin, cone arrestin, and L/M cone opsin staining on central sections from control and geographic atrophy patients. (A–D)
Representative micrographs of immunohistochemical detection of rhodopsin (red), cone arrestin (green, A–D and left insets of B, C and D), or L/M cone

opsin (green, right insets of B, C and D) and Hoechst nuclear stain (blue, RPE autofluorescence visible in orange) on central sections of control donors

(A) and donors with geographic atrophy (GA, panel B–D) at a distance greater than 1000 mm from the atrophic zone (AZ) (B), at the boundary of the AZ

and transitional zone (TZ, panel C; white arrow indicates the margin of the autofluorescent RPE), and within the AZ (D). (E and F) Quantification of the

number of arrestin+cone somata (E, one way ANOVA, Dunnett’s post test *p=0,0024) and rhodopsin+rod somata (F, one way ANOVA, Dunnett’s post

test *p<0.0001) in control- and GA-donors (10 GA samples from 9 donors and in 6 control samples from 6 donors). ONL: outer nuclear layer;

c-arrestin: cone-arrestin; RPE: retinal pigment epithelium; CTL: control; AZ: atrophic zone; TZ: transitional zone; GA: geographic atrophy. Scale bar =

50 mm.

DOI: 10.7554/eLife.16490.002
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Subretinal CD14+ mononuclear phagocytes associate with cone
segment loss in the transitional zone
Using pan- mononuclear phagocyte (MP) markers, we and others have previously shown that the

subretinal space (i) above large Drusen (Lad et al., 2015; Levy et al., 2015; Sennlaub et al., 2013),

(ii) within GA lesions (Combadière et al., 2007; Gupta et al., 2003; Lad et al., 2015;

Sennlaub et al., 2013; Penfold et al., 2001), and (iii) in the TZ of patients with GA (Levy et al.,

2015; Sennlaub et al., 2013) are infiltrated with MPs. We demonstrated that blood-born classical

CD18+CCR2+Mos take part in the infiltrate at these three locations (Sennlaub et al., 2013). Circulat-

ing classical Mos also express high levels of CD14 (Geissmann et al., 2003), which is additionally

expressed by other members of the MP family (Gautier et al., 2012) and is therefore not discrimina-

tive for infiltrating Mos versus resident MPs (unlike CCR2). We analyzed the presence of subretinal

CD14+MPs and cone segment morphology on central RPE/choroid and retinal flat-mounts from 4

age-matched control donor eyes (Figure 2A–D) and 5 donor eyes with central GA lesions

(Figure 2E–H), with particular attention to the TZ. Flat-mount immunohistochemistry facilitates the

appreciation of cone outer segments and the detection of the smaller, dispersed MPs that are more

difficult to detect on sections. We used CD14 immunohistochemistry to visualize MPs, peanut agglu-

tinin (PNA) that stains inner and outer CS (but not cone cell bodies) (Blanks and Johnson, 1984),

Figure 2. CD14, peanut agglutinin and cone arrestin staining on central flatmount preparations from control and geographic atrophy patients.

Representative micrographs of immunohistochemical detection (confocal Z stack projections) of CD14 (white), cone arrestin (red), peanut agglutinin

(PNA,green), and Hoechst nuclear stain (blue, RPE autofluorescence visible in orange) of RPE/choroid- (A and E) and retinal- flatmounts (B–D and F–H)
of a control donor (A–D) and a donor with geographic atrophy (GA, panel E–H). (E) 3D reconstruction at higher magnification of a CD14+cell on RPE

flatmounts in an orthogonal (E, upper inset) and perpendicular (E, lower inset). (F) Representative confocal micrographs of CD14 (F, upper inset) -IBA-1
(F, lower inset) double labeling. (D and H) Oblique and perpendicular (insets) 3D reconstruction views of the outer aspect of the retinal flatmounts. The

margin of the atrophic zone (AZ), recognized by the loss of RPE (E) and by the irregular cone distribution and a thinned outer nuclear layer (G) is

indicated by the yellow dotted line. (G) PNA/arrestin pattern distant (>1000 mm) from the AZ of a patient with GA (G inset). Experiments on flatmounts

from 4 different control and patients with GA gave similar results. AZ : atrophic zone; TZ : transitional zone. Scale bars A and E = 100 mm; B–C and F–
G = 50 mm; inset D and H = 20 mm.

DOI: 10.7554/eLife.16490.003
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and cone arrestin that stains cones irrespective of the presence of CS (see Figure 1). Central (1.5 cm
around the fovea/center) retina/RPE/choroid complexes were dissected from the donor eyes and

sectioned by radial incisions into 8 triangular pieces that each contain a parafoveal part in the case
of control eyes and a central AZ, TZ, and non-atrophic more peripheral part for GA donor eyes. In
GA tissues, the retinas of the AZ were carefully peeled from the RPE/choroid, as they adhere to
Bruchs membrane in the area of RPE defects. This is not the case in the TZ, where the retina

detaches easily from the underlying RPE, comparable to control retinas.
Confocal microscopy of CD14 stained central RPE confirmed that subretinal CD14+MPs are only

very occasionally observed in healthy age-matched donors (Figure 2A, CD14 white staining, RPE

orange autofluorescence). Within the AZ of patients with GA where the RPE has disappeared
(Figure 2E right to the yellow dotted line, AZ), CD14+MPs were numerous, but were also always
observed on the autofluorescent RPE in the TZ (Figure 2E left to the yellow dotted line, TZ), very
similar to our published results using an IBA-1 antibody (Levy et al., 2015). A three dimensional
reconstruction of an orthogonal and perpendicular close up view of a CD14+cell shows its position

on the apical side of the CD14-negative RPE (Figure 2E insets). The RPE also expresses CD14, but
to a much lesser extend compared to MPs (Elner et al., 2003), which might explain why the RPE did
not appear CD14-positive in our experimental conditions. A comparative RT-PCR of CD14 in human
blood-derived Mos versus human post-mortem RPE cells revealed a ten-fold stronger expression in

Mo in our samples (data not shown).
On retinal flatmounts, confocal microscopy of CD14 (white staining) / cone arrestin (red staining)

/ PNA (green staining) / Hoechst nuclear stain (blue staining) immunohistochemistry of control retina

shows the CD14+-resting MCs of the ganglion cell layer with their long processes (Figure 2B), while
CD14+MCs of the central inner retina of patients with GA displayed an activated MC phenotype
with shortened processes (Figure 2F). CD14+MCs also stained positive for the marker IBA-1, con-
firming their MP nature (Figure 2F insets). Orthogonal Z stack projections (Figure 2C), and oblique

(Figure 2D) and perpendicular 3D reconstruction views (Figure 2D inset) of the outer aspect of the
retinal flat-mounts reveal the normal cone arrestin+PNA+ segments of the central parafoveal retina
in the absence of CD14+MPs. Retinal flat-mounts of the AZ and adjacent TZ of patients with GA
(Figure 2G below and above the yellow dotted line, respectively) show CD14+MPs that stayed

attached to the retina (white staining). In the AZ, recognizable by a severely thinned ONL and a
slightly brown color in bright-field microscopy due to RPE-debris sticking to the subretinal aspect of
the flat-mount, the PNA staining was much reduced, but cone arrestin+cone cell bodies were visible
in reduced numbers and their distribution was irregular (Figure 2G). In the adjacent TZ cone

arrestin+ cone density was relatively spared (Figure 2G). However, in both the AZ and TZ the typical
cone arrestin+PNA+cone segment pattern had disappeared and cone arrestin immunological stain-
ing pattern of the remaining cone somata became apparent in the flat-mount, possibly because of
greater antibody penetration in the thinned retinal flatmount. At a greater distance to the atrophic

zone (>1000 mm), cone arrestin and PNA immunological staining located to cone segments, was
indistinguishable to the pattern observed in flat-mounts from healthy donors (Figure 2G inset). Obli-
que (Figure 2H) and perpendicular 3D reconstruction views (Figure 2H inset) reveal the nearly com-
plete loss of normal PNA+ cone segments in the transitional zone that is associated with the

presence of CD14+MPs.
In summary, these results confirm the loss of cone inner and outer segments adjacent to the atro-

phic zone where the RPE is present that we observed in sections (Figure 1). They illustrate the close

physical association of cone segment loss and CD14+Mos accumulation in the TZ.

Mononuclear phagocytes induce cone segment loss in retinal explants
ex vivo
We have previously shown that wildtype- and in particular Cx3cr1-deficient-mouse bone marrow-
derived monocytes (BMM) induce photoreceptor cell apoptosis in a monocyte/ mouse retinal
explant co-culture system (Sennlaub et al., 2013). To analyze an eventual effect of human MPs on
photoreceptors, we first co-cultured 100 000 human blood-derived CD14+Mos (hMo) adhering to

polycarbonate filters floating on DMEM with C57BL/6 mouse retinal explants for 18 hr (with the pho-
toreceptors facing the adherent Mos). Apoptosis was analyzed by TUNEL staining of the retinal
explants cultured without Mos (Figure 3A), or with Mos (Figure 3B). TUNEL+ nuclei in the photore-
ceptor cell layer of retinal explants were more numerous in the presence of Mos. Double-
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Figure 3. Evaluation of rods and cones in monocyte/retinal explant co-cultures. (A and B) Orthogonal projection of confocal Z stack images of the

outer nuclear layer of TUNEL- (red), Hoechst nuclear dye- (blue) stained mouse retinal explants after 18 hr of culture (A) or co-culture with human

monocytes (hMo, panel B). (C) TUNEL(red)/rhodopsin(green) co-staining of a section of a mouse retinal explant co-cultured with hMo (the inset

represents a longer green exposure of the outer nuclear layer). (D) Quantification of TUNEL+nuclei in mouse retinal explants cultured with or without

hMo (n = 4/group, Mann Whitney *p=0,028). (E and F) Orthogonal projection of confocal Z stack images of the photoreceptor segments of mouse

retinal explants after 18 hr of mono-culture (E) or co-culture with hMo (F) after cone arrestin (red)/peanut agglutinin (PNA, green) staining. (G)

Quantification of cone numbers in retinal explants cultured with or without hMo (n = 10/group). (H and I) Oblique-, and perpendicular (insets) -3D

Figure 3 continued on next page
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immunological labeling for rhodopsin and TUNEL on sections prepared from the retinal explants

revealed that the TUNEL+ nuclei of the ONL were positive for rhodopsin (Figure 3C inset) and not

located at proximity to the inner segments, where cone nuclei are located (Figure 3C). Apoptosis

was only observed in a minority of rods in these short-term co-cultures and rhodopsin+rod segments

were unremarkable in the culture condition (Figure 3C). Quantification of TUNEL+ nuclei/mm on 8

explants per group revealed a significant increase in TUNEL+ photoreceptors in co-culture with

hMos compared to retinal explants cultured without hMos (Figure 3D) similar to co-cultures using

Cx3cr1-deficient BMMs (Sennlaub et al., 2013). Next, we analyzed the cone population of PNA

(green fluorescence) cone arrestin (red fluorescence) double-labeled mouse retinal explants after

18 hr of mono-culture (Figure 3E), or co-culture with hMos (Figure 3F). Quantification of cone

arrestin+PNA+ cones (Figure 3G) revealed no influence of the presence of hMos on the number of

cones after 18 hr of culture. However, the PNA-staining in hMo-exposed retinal flat-mounts

appeared punctuated and the typical elongated shape of mouse PNA+CS staining in retinas cultured

without Mos had disappeared (Figure 3E and F). Oblique and perpendicular 3D reconstruction

views of confocal microscopy Z-stacks of explant mono-cultures (Figure 3H), or co-culture with hMos

(Figure 3I) reveals the near complete loss of PNA+CS in the hMo exposed explants. Similarly,

arrestin staining revealed a severe shortening of arrestin+CS in the co-culture condition compared to

controls (Figure 3H and I insets). Quantification of PNA+ volume (quantitated on the whole Z-stack,

divided by the number of cones) in retinal explants co-cultured with increasing numbers of hMo con-

firms numerically a severe, significant reduction in PNA+CS volume as a function of hMos numbers

(Figure 3J). To evaluate eventual artifacts due to interspecies incompatibilities we next quantified

PNA+CS volumes of mouse retinal explants that we co-cultured for 18 hr with 100 000 Cx3cr1-defi-

cient-mouse BMMs (which induces rod apoptosis similar to hMos [Sennlaub et al., 2013]). Our

results revealed a similar, severe reduction in CS volume (Figure 3K). Furthermore, orthogonal 3D

reconstruction views of confocal microscopy Z-stacks of PNA(red)/arrestin(green)-stained explants

prepared from the para-central area of a non-human primate cultured without (Figure 3L), or with

100 000 hMos (Figure 3M) reveals a similar near complete loss of PNA+CS in the hMo exposed pri-

mate explants (Quantification Figure 3N). Again, the arrestin staining revealed a similar severe

shortening of arrestin+CS (Figure 3L and M insets).
Taken together, our data show that Mos induce rod apoptosis and severe CS loss in a short-term

retinal explant model. The CS loss was observed with the PNA and arrestin staining, with human

blood-derived Mo and Cx3cr1-deficient-mouse BMMs, on mouse retinal explants and in explants

from non-human primates, suggesting that the cone alterations were not the result of interspecies

incompatilibilities.

IL-1b induces cone segment loss in retinal explant
Mos were not observed to physically infiltrate the outer segments or to ingest rhodopsin+ or PNA+

segments in the 18 hr co-culture (data not shown). Alternatively, the rapid CS reduction in the co-

culture system might be due to the production of a secreted factor, such as inflammatory cytokines.

We have previously shown that Cx3cr1-deficient mouse BMM induce rod apoptosis in the Mo/retinal

explant co-cultures via IL-1b (Hu et al., 2015). We showed that Cx3cr1-deficient BMMs constitutively

secrete adenosine triphosphate (ATP), express increased surface P2RX7 receptor and secrete mature

IL-1b after transcriptional stimulation without a second exogenous stimulus (Hu et al., 2015), that is

classically required for inflammasome activation and IL-1b maturation (Schroder and Tschopp,

Figure 3 continued

reconstruction views of confocal Z stack images of the photoreceptor segments of mouse retinal explants after 18 hr of mono-culture (H) or co-culture
with hMo (I) after peanut agglutinin (PNA, green) and cone-arrestin (red, insets) staining. (J) Quantification of cone segment volume in mouse retinal

explants cultured without or with the indicated numbers of hMos (n = 6/group, Mann Whitney *p<0,0004). (K) Quantification of cone segment volume

in mouse retinal explants cultured without or with 100 000 Cx3cr1-deficient bone marrow-derived Mos (n = 4–6/group, Mann Whitney *p<0,0061). (L
and M) Orthogonal-, and perpendicular (insets) -3D reconstruction views of confocal Z stack images of the photoreceptor segments of macaque retinal

explants after 18 hr of mono-culture (L) or co-culture with hMo (M) after peanut agglutinin (PNA, red) and cone-arrestin (green) staining. (N)

Quantification of cone segment volume in macaque retinal explants cultured without or with 100 000 hMos (n = 8/group, Mann Whitney *p<0,0002).

hMo/Mo : human monocyte; arr: cone-arrestin; CS : cone segments; PNA : peanut agglutinin. Scale bar : A–F = 50 mm; H and I = 10 mm.

DOI: 10.7554/eLife.16490.004
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2010). Similarly, human blood monocytes constitutively release endogenous ATP, which leads to

mature IL-1b after transcriptional induction without a second exogenous stimulus (Netea et al.,

2009). RT-PCRs of mRNA prepared from freshly isolated hMo, hMo cultured alone or with a retinal

explant for 18 hr (both on polycarbonate filters) revealed that IL-1b mRNA, but not IL18 mRNA, was

significantly induced in hMos in the co-culture condition (Figure 4A), contrary to IL-6 and TNFa that

were not induced (data not shown). PNA-staining of retinal explants cultured for 18 hr in the

absence of Mos (Figure 4B) but with recombinant IL-1b (Figure 4C), showed that IL-1b was sufficient

to severely reduce PNA+CS. Quantification of PNA+CS confirmed the significant, IL-1b-induced vol-

ume loss (Figure 4D). In these experiments IL-1b was used at a concentration of 50 ng/ml (in the

range of concentration classically used in vitro) but the local IL-1b concentration that cones are

exposed to in the co-culture is difficult to estimate, as a gradient of IL-1b is expected to form around

the IL-1b producing Mos. To directly evaluate the effect of locally produced IL-1b we studied the

effect of the IL-1 receptor antagonist (IL-1Ra) on the co-cultures. PNA-stained flatmounts of Mo/reti-

nal co-cultures without (Figure 4E) or in the presence of IL-1Ra (Figure 4F) shows that IL-1b-inhibi-

tion significantly protects against Mo-induced CS loss (Figure 4G).
In summary, these experiments show that IL-1b, transcribed by Mos in the co-culture, is sufficient

to induce CS reduction and necessary in Mo-induced CS loss.

Figure 4. The influence of IL-1b retinal explants co-cultures. (A) Quantitative RT-PCR of RT-PCR of IL-1b and IL-18 normalized with S26 mRNA in fresh

human monocytes (hMo), hMo cultured alone or with a retinal explant for 18 hr (both on polycarbonate filters, n = 5, ANOVA, Dunnett’s post

test*p=0,0079). (B and C) Oblique and perpendicular (insets) 3D reconstruction views of 18 hr peanut agglutinin (PNA)-stained retinal explant (B) and IL-

1b (50 ng/ml) exposed explant (C). (D) Quantification of cone segment volume in retinal explants cultured with or without IL-1b (n = 6/group, Mann

Whitney *p=0,0087). (E and F) Oblique and perpendicular (insets) 3D reconstruction views of 18 hr peanut agglutinin (PNA)-stained retinal explant co-

cultured with human monocytes without (E) or with IL-1 receptor antagonist (F, 10 mg/ml). (G) Quantification of cone segment volume in Mo/retinal co-

cultures with or without an IL-1 receptor antagonist (n = 6/group, Kruskal-Wallis, Dunn’s post test *p=0,0022 versus ’without hMo’; †p=0,0182 versus

“with hMo without IL1-Ra). RetEx: retinal explant; CTL: control; CS: cone segment; hMo: human Monocytes. Scale bar B, C, E, F = 10 mm.

DOI: 10.7554/eLife.16490.005
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IL-1Ra inhibits cone segment loss in subretinal inflammation in vivo
Our data show that CS loss in the TZ is associated with CD14+MP infiltration of the subretinal space
in patients with GA and that Mos, and more precisely Mo-derived IL-1b, induce a similar effect in
vitro. However, the in vitro co-culture system is by nature a very artificial model, characterized by an
excess of Mos, the absence of an underlying RPE, and rod and cone segment degeneration occur-
ring in hours rather than days and weeks. To evaluate if subretinal inflammation and IL-1b secretion
observedin vivo induce CS loss in the presence of the RPE, we used a light-challenge model of
Cx3cr1GFP/GFP mice. We have previously shown that Cx3cr1 deficiency in mice (lacking the tonic
inhibitory signal from CX3CL1 expressing neurons [Zieger et al., 2014; Silverman et al., 2003])
leads to a strong increase of subretinal MP accumulation with age from the age of 6 months
(Combadière et al., 2007) or after light-challenge or laser-injury (Combadière et al., 2007;
Raoul et al., 2008; Ma et al., 2009). We showed that the subretinal infiltrate in these mice is com-
posed of a mixture of microglial cells and pathogenic blood-derived Mos similar to GA lesions
(Combadière et al., 2013). We demonstrated that IL-1b protein is increased in Cx3cr1GFP/GFP mice
with age (Lavalette et al., 2011) and after a 4 day acute light-challenge that it induces rod cell apo-
ptosis without affecting RPE morphology (Hu et al., 2015). Cx3cr1GFP/GFP mice do not develop Dru-
sen and RPE atrophy, but they do model MP accumulation between the RPE and the photoreceptor
segments, as well as some degree of associated rod degeneration (Combadière et al., 2007;
Sennlaub et al., 2013; Hu et al., 2015), somewhat similar to the TZ of patients with GA (Figures 1
and 2). Eventual cone alterations in Cx3cr1GFP/GFP mice have not yet been described. Orthogonal
3D reconstruction views of confocal microscopy Z-stacks of CS in PNA-stained retinal flat-mounts of
2–3 months old Cx3cr1GFP/GFP mice kept under normal light conditions (Hu et al., 2015) (Figure 5A)
displayed the typical elongated shape of PNA+CS staining similar to freshly extracted wildtype reti-
nal flat-mounts (data not shown). In contrast, PNA+CS of 4 day light-challenged Cx3cr1GFP/GFP mice
that accumulate GFP+ subretinal MPs, were shortened and punctuated (Figure 5B) throughout the
retinal flatmounts. Daily subcutaneous IL-1Ra injections during the light-challenge of Cx3cr1GFP/GFP

mice prevented the change in CS morphology despite the presence of GFP+MPs in the subretinal
space (Figure 5C). Quantification of PNA+CS volume in control and light-challenged C57BL6/J and
Cx3cr1GFP/GFP mice revealed a significant decrease in the light-challenged Cx3cr1GFP/GFP mice
(Figure 5D). Strikingly, IL-1b inhibition, which had no effect on subretinal MP accumulation
(Figure 5E), completely prevented the loss of PNA+CS volume in the light-challenged mice
(Figure 5D).

Taken together, our data show that subretinal inflammation, observed in light-challenged
Cx3cr1GFP/GFP mice in vivo is associated with IL-1b-dependent PNA+CS degeneration in the pres-
ence of the RPE similar to the results we obtained with Mos and recombinant IL-1b in vitro.

Discussion
Our immunohistological study of human donor eyes reveals severe rod cell loss, little cone loss but
CS degeneration peripheral to the margin of the RPE lesion that defines GA, confirming a recent
morphological study (Bird et al., 2014). As previously reported, this TZ, characterized by a thinned
outer nuclear layer despite the presence of the RPE, was of variable length but found in all speci-
mens. We also confirm a surprisingly important number of residual cones that lack their CS in the AZ
(Bird et al., 2014; Curcio, 2001). Interestingly, rhodopsin immunohistochemistry also identified
some residual, segment-lacking rhodopsin+ rods within the RPE lesion.

Other investigators and we have previously shown that AZs of patients with GA contain numerous
subretinal MPs (Combadière et al., 2007; Gupta et al., 2003; Lad et al., 2015; Sennlaub et al.,
2013; Penfold et al., 2001). We also demonstrated that IBA1+MPs, but also blood-derived CCR2+-
MPs, invade the subretinal space of the TZ (Levy et al., 2015; Sennlaub et al., 2013). In the current
study, we used immunohistochemistry on flat-mount preparations with an antibody recognizing a co-
receptor of the toll like receptor 2 and 4, CD14, to visualize the infiltration of CD14+MPs (blood- or
tissue-derived MPs) beyond the AZ in the TZ. Co-staining for PNA and cone arrestin confirmed the
presence of residual cones in the AZ and the severe CS degeneration in the TZ of retinal flat-mounts
and illustrates the close physical association of CS degeneration with CD14+MPs.

It is not clear why CS degenerate in the TZ, where the RPE is present. The degeneration might be
a result of dysfunctional RPE prior to its degeneration, suggested by the observation of
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hyperfluorescence of the TZ (Sparrow et al., 2010). However, to date, we do not know if the hyper-

fluorescence is due to an increase of fluorescent bisretinoids in the RPE (which could be a sign of

RPE dysfunction), or to the superposition of several RPE cells or RPE-debris containing subretinal

MPs in the TZ (Lad et al., 2015; Sennlaub et al., 2013; Gocho et al., 2013; Zanzottera et al.,

2015). The observation that CS degeneration is also observed in RP patients with rod-gene muta-

tions and unremarkable RPE (Mitamura et al., 2013) further argues that an RPE-independent factor

might participate in the degeneration.
Intriguingly, CS degeneration in RP (Gupta et al., 2003), and as we show here in the TZ of

patients with GA , is associated with the accumulation of subretinal MPs. We have previously shown

that mouse MPs induce partial rod cell apoptosis in vivo and that wildtype mouse Mos and Cx3cr1-

deficient Mos and MCs (characterized by excessive IL-1b secretion) induce rod apoptosis in retinal

explant co-cultures (Sennlaub et al., 2013; Hu et al., 2015). The influence of subretinal MPs on

cones is unknown. Using Mo/retinal explant co-cultures, we here show that human blood-derived

CD14+Mo induce some degree of rod apoptosis in retinal explants similar to mouse Cx3cr1-deficient

mouse BMMs (Hu et al., 2015). Interestingly, cone death was not observed, but all cones showed

signs of severe CS degeneration. We show that IL-1b was robustly transcribed in co-cultured Mos,

that recombinant IL-1b replicated CS degeneration, and that IL-1b-inhibition reversed the Mo-

induced CS degeneration.

Figure 5. Cone segments in light-induced subretinal inflammation of C57BL6/J and Cx3cr1GFP/GFP-mice and the

effect of pharmacological IL-1b inhibition. (A–C) Orthogonal projections of confocal Z stack images of the

photoreceptor segments of peanut agglutinin (PNA, red) stained Cx3cr1GFP/GFP-mice (expressing GFP under the

Cx3cr1 promoter) that were kept under normal light conditions (A), or exposed to an inflammation-inducing light-

challenge (LC) and treated with PBS (B) or IL-1b receptor antagonist (C, IL-1Ra). (D and E) Quantification of cone

segment volume (D) and subretinal mononuclear phagocytes (E) in normal light raised and LC-mice (n = 5–8/

group; Kruskal-Wallis, Dunn’s post test *p=0,0109 versus Cx3cr1GFP/GFP-mice in normal light; †p=0,0028 versus

light-challenged Cx3cr1GFP/GFP-mice). PNA: peanut agglutinin; GFP: green fluorescent protein; IL-Ra: IL-1b

receptor antagonist LC: illuminated/light-challenged. Scale bar 30 mm.

DOI: 10.7554/eLife.16490.006
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The co-culture in vitro system, characterized by an excess of Mos, the lack of underlying RPE,
mild rod apoptosis and quite severe CS degeneration occurring in hours rather than days and weeks,
can however only be a rough approximation of the in vivo situation. The pattern of continuous rod

(but not cone) apoptosis and CS degeneration over longer time periods would result in severe rod
cell loss (as they don’t regenerate), little cone loss but CS degeneration intriguingly similar to what is
observed in the TZ of patients with GA.

To test whether IL-1b-induced CS degeneration takes place in subretinal inflammation in vivo in
the presence of the RPE, we analyzed cone morphology in inflammation-prone Cx3cr1GFP/GFP mice.

When subretinal MP accumulation was induced using a light-challenge (Hu et al., 2015), we
observed CS degeneration, similar to the results we obtained with Mos in vitro Furthermore, inhibi-
tion of IL-1b, induced in these experimental conditions (Hu et al., 2015), prevented the CS degener-

ation in vivo, in accordance with the observation that IL-1b potently induced CS degeneration in
vitro.

Our study clearly demonstrates the association of subretinal MPs with CS degeneration in human
samples and that MPs can induce a similar phenotype in vitro and in vivo, which strongly suggest
that subretinal MPs participate in the degenerative changes in GA. Further studies of IL-1b expres-

sion in human GA samples are needed to implicate this specific cytokine in the degenerative process
in the human disease. However, IL-1b has been shown to be strongly expressed in subretinal MPs of
choroidal neovascular membranes in wet AMD (Oh et al., 1999) and CS degeneration is also

observed adjacent to the fibrovascular membranes in disciform subretinal scars of wet AMD (Cur-
cio, 2001). These observations suggest that an IL-1b-dependent mechanism might exist in the
human pathology.

Little is known about the cellular and molecular mechanisms of CS loss in GA. The observation
that the degenerative changes appear peripheral to the RPE lesion and that similar changes are

observed in RP (Gupta et al., 2003) and RP models (Punzo et al., 2009), suggest that other factors
than RPE loss play a significant role. We clearly demonstrate that subretinal MPs, observed in both
RP and the TZ, induce severe IL-1b-dependent CS degeneration in the presence of morphologically

normal RPE in vivo. Gupta et al. proposed several years ago that the subretinal inflammation second-
ary to rod degeneration in RP could be the ’missing link’ to explain secondary CS and cone degener-

ation observed in RP (Gupta et al., 2003). CS maintenance in RP has recently been shown to
depend on cone glucose uptake and aerobic glycolysis (Aı̈t-Ali et al., 2015) that is stimulated by
insulin (Punzo et al., 2009) and rod-derived cone viability factor (Aı̈t-Ali et al., 2015). Inflammatory

cytokines, including IL-1b, inhibit insulin-dependent glucose uptake and are increasingly recognized
to play an important role in insulin-resistance in the pathogenesis of type 2 diabetes (Shoe-
lson, 2006). IL-1b-induced cone insulin resistance, decreased glucose uptake and subsequent cone

starvation might explain the CS loss in RP and AMD.
Taken together, these results strongly suggest that infiltrating MPs observed in the TZ of

patients with GA and in RP patients contribute importantly in the CS degeneration as they produce
similar changes in vitro and in vivo. Inhibiting subretinal MP accumulation, or as we show IL-1b inhibi-
tion, might help preserve CS and high acuity daytime vision in these patients.

Materials and methods

Donor eyes and immunohistochemistry
Donor eyes with a known history of AMD and controls were collected through the Minnesota Lions
Eye Bank: 9 control maculae from 9 patients (5 men and 4 women; mean age 85 years ± 2.4 SEM)
and 15 GA donor maculae from 12 patients (5 men and 7 women; mean age 82.9 years ± 2.2 SEM).

Donor eyes without a history of eye disease and with a visible fovea on post-mortem funduscopy
and a regular histology of the parafovea, recognizable by multilayered ganglion cell nuclei were

used as control eyes. GA donor eyes had a known history of AMD, visible GA lesions on post-mor-
tem fundus pictures, and histologically confirmed missing RPE and thinned photoreceptor cell layer
in the lesion of the parafovea (multilayered ganglion cell layer) in the absence of subretinal vessels

(as observed in neovascular AMD) or a fibroglial scar. Donor families gave informed consent in accor-
dance with the eye bank’s ethics committee. Postmortem fundus photographs were taken and the
posterior segment was fixed 4 hr in 4% PFA, dissected, embedded in paraffin, and sectioned. The

Eandi et al. eLife 2016;5:e16490. DOI: 10.7554/eLife.16490 11 of 16

Research article Human Biology and Medicine Neuroscience



	 93	

	

anterior segment was dissected at the Minnesota Eye Bank, fundus photographs were taken, the
posterior segment was fixed in PFA 4% for 4 hr and placed in ice cold PBS for shipping to our
laboratory.

For immunohistochemistry on paraffin sections (5 control maculae from 5 patients and 10 GA
donor maculae from 7 patients), the posterior segments were dissected to include the optic nerve,
the macula and the central retina between the vessel arches, included in paraffin, and sectioned.
The sections of the retina from donor eyes were stained as follow. After rehydration, antigen
retrieval was performed in 70% formic acid for 15 min. After a pre-incubation step in 10% horse

serum diluted in PBS 1X, slides were incubated with primary antibodies (anti-rhodopsin antibody
[clone 4D2, Chemicon-Merck Millipore, Guyancourt, France; 1:500]; rabbit polyclonal anti-human
cone arrestin antibody [DEI Luminaire Founder, Cheryl Craft; 1:25000] (Zhang et al., 2001), L/M-
cone opsin [Chemicon; 1:500]) and revealed with the appropriate secondary antibodies (Life Technol-
ogies, Villebon-sur-Yvette, France). Pictures of the retina were taken with a fluorescence microscope
(Leica DM550B, Leica, Nanterre, France) and rods and cones quantified within the GA lesion, 0–200
mm and >200 mm from the lesion.

For flat-mount immunohistochemistry (4 age-matched control donor eyes and 5 donor eyes with
central GA lesions), central (1.5 cm around the fovea/center) retina/RPE/choroid complexes were dis-
sected from the donor eyes and sectioned by radial incisions into 8 triangular pieces that each con-
tain a parafoveal part in the case of control eyes and AZ central, adjacent TZ, and non-atrophic
peripheral part for GA donor eyes. In GA tissues, the retina of the atrophic part was subsequently

carefully detached from underlying Bruch’s membrane to which the atrophic retina is attached.
Immunohistochemistry was performed on submerged samples with the primary antibodies anti-
CD14 (MCA1218; 1:100 Serotec, Kidlington, UK), Peanut agglutinin Alexa 488 (Thermofisher, Ville-
bon-sur-Yvette, France; 1:50), anti-human cone arrestin antibody (LUMIF-hCAR; 1:10000), Hoechst
nuclear stain (Thermofischer; 1:1000), and revealed using appropriate fluorescent secondary anti-
bodies (Molecular Probe). Preparations were observed with a Olympus FV1000 (Olympus, Rungis,
France) confocal microscope.

Monocyte preparations, monocyte-retinal co-culture, and retinal
explants
PBMCs were isolated from heparinized venous blood from healthy volunteer individuals. In accor-
dance with the Declaration of Helsinki, volunteers provided written and informed consent for the

human monocyte expression studies, which were approved by the Centre national d’ophthalmologie
des Quinze-Vingt hospital (Paris, France) ethics committees (no. 913572). Peripheral blood mononu-
clear cells (PBMCs) were isolated from blood by 1-step centrifugation on a Ficoll Paque layer (GE
Healthcare) and sorted with EasySep Human Monocyte Enrichment Cocktail (StemCells Technology,
Grenoble, France). Human Mo were seeded on polycarbonate filters floating on DMEM for 2 hr.
C57BL/6J mouse retina were prepared and placed with the photoreceptors facing 2000 to 100,000

adherent Mo for 18 hr at 37˚C. In one set of experiments IL-1b was inhibited by the IL-1 receptor
antagonist (R&D, Lille, France, 10 mg/ml). Alternatively, retinal explants were cultured with recombi-
nant IL-1b (R&D; 50 ng/ml). In one set of experiments, we exposed eight 5 ! 5 mm (Sarks et al.,
1988) retinal explants dissected from the peri-central retina of a cynomolgus macaque to 100,000
human Mo or cultured eight explants without Mos. These experiments were done in accordance

with the National Institutes of Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals. The donor reti-
nal tissue samples were prepared from a control eye of an unrelated protocol that was approved by
the Local Animal Ethics Committees and conducted in accordance with Directive 2010/63/EU of the
European Parliament and French authorization C 92-032-02 regulation. The non human primate used
in this study were cynomolgus macaques (macaca fasicularis) from foreign origin. Macaca fascicularis

were housed under standard environmental conditions (12-h light–dark cycle, 22 ± 1˚C, 50% humid-
ity) with free access to food and water. The animal was sacrificed by an overdose of barbiturate pen-
tobarbital, the eyes were enucleated and retina dissected and prepared for retinal explant culture.
For TUNEL staining (In Situ Cell Death Detection Kit, Roche Diagnostics, Meylan, France) mouse reti-
nal flat-mounts were fixed in 4% PFA for 30 min, washed in 1x PBS (pH 7.3), incubated for 90 min at

37˚C with the reaction mixture and the reaction was stopped by washing with 1x PBS. For immuno-
histochemistry the flat-mounts were incubated with anti-mouse cone-arrestin antibody (Millipore,
Guyancourt, France, #AB15282, 1:100; mouse retina explants) or rabbit polyclonal anti-human cone
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arrestin antibody (DEI Luminaire Founder, Cheryl Craft; 1:25000; macaque retinal explants) and Pea-

nut agglutinin Alexa 488 (Thermofisher; 1:50; both mouse and macaque explants) overnight and

revealed with an appropriate antibody (Thermofisher). Nuclei were stained with Hoechst (Thermo-

fischer; 1:1000). Flat-mounts images were captured with a DM 5500 microscope (Leica) or an Olym-

pus Confocal microscope. PNA+cone S (CS) volume was quantified on confocal microscopy Z-stacks

that encompass the 2 outermost nuclei of the ONL and the whole outer segments, and divided by

the number of cones in the field.

Reverse transcription and real-time polymerase chain reaction (RT-PCR)
RT-PCR was used to measure mRNA expression levels of IL-1b. Total RNA was extracted from fresh

monocytes and monocytes cultured for 18 hr on polycarbonate filters floating on DMEM with or

without an overlaying retinal explant using the Nucleospin RNA XS (740902, Macherey-Nagel,

Düren, Germany) according to the manufacturer’s instructions and converted to cDNA using oligo

(dT) as primer and Superscript II (Life Technologies). Each RT assay was performed in a 20 mL reac-

tion. Subsequent RT-PCR was performed using cDNA, Sybr Green PCR Master Mix (Life Technolo-

gies) and the following sense and antisense primers: IL-1b (5’-CAT GGA ATC CGT GTC TTC CT-3’

and 5’-GAG CTG TCT GCT CAT TCA CG-3’), IL-18 (5’-GAC CAA GGA AAT CGG CCT C-3’ and 5’-

GCC ATA CCT CTA GGC TGG CT-3’) or RPS26 (5’-AAG TTT GTC ATT CGG ATT AAC-3’ and 5’-

AGC TCT GAA TCG TGG TG-3’) (0.5 pmol/mL). Real-time PCR was performed using the Applied Bio-

systems StepOne real-time PCR systems (Applied Biosystems) with the following profile: 10 min at

95˚C, followed by a total of 40 two-temperature cycles (15 sec at 95˚C and 1 min at 60˚C). To verify

the purity of the products, a melting curve was produced after each run according to the manufac-

turer’s instructions. Results were expressed as fold induction after normalization by RPS26.

In vivo light-challenge model
Cx3cr1GFP/GFP mice were purchased from the Jackson Laboratories (Charles River Laboratories,

Saint-Germain-sur-l’Arbresle, France). All mice were negative for gene defects for the Crb1rd8,

Pde6brd1, and Gnat2cpfl3 mutations. Mice were housed in the animal facility under specific pathogen-

free condition, in a 12 hr/12 hr light/dark (100–500 lux) cycle with water and normal diet food avail-

able ad libitum. All experimental protocols and procedures were approved by the local animal care

ethics committee (N˚00156.02).
Two- to three-month-old mice were adapted to darkness for 6 hr, pupils dilated and exposed to

green LED light (starting at 2AM, 4500 Lux, JP Vezon equipment, Yzeure, France) for 4 days as previ-

ously described (Sennlaub et al., 2013). Light-challenged mice were treated with daily subcutaneous

injections of 100 ml of PBS or IL-1Ra (R&D; 1 mg/d/kg). On day 4, the mice were killed by CO2

asphyxiation and enucleated. The globes were fixed in 4% PFA for 30 min, then rinsed in 1x PBS (pH

7.3). Retinal and RPE/choroid tissues were dissected intact from the globe, stained with Peanut

agglutinin Alexa 594 (Thermofisher; 1:50) and flat-mounted. Mononuclear phagocytes were visual-

ized by using the Cx3cr1 promoter-controlled GFP expression.

Quantification of cone outer segment volumes
Cone outer segment (OS) volumes were quantified using Imaris software (Bitplane) on stacks of con-

focal images which contain the entire photoreceptor outer and inner segments, of PNA-stained reti-

nal flatmounts. 4 randomly chosen stacks (technical replicates) were taken per experimental retina or

retinal explant. The software then calculated the volume of the PNA+ structures, which was subse-

quently divided by the number of PNA+ CS to yield the average individual CS volume in the stack.

The CS volume of each retina or retinal explant (biological replicate) was calculated as the mean of

the 4 individual stacks.

Statistical analysis
Sample sizes for our experiments were determined according to our previous studies. Each experi-

ment with mouse retinal explants or light-challenge retina is representative of at least 3 independent

experiments. Graph Pad Prism 6 (GraphPad Software) was used for data analysis and graphic repre-

sentation. Grubb’s test was used to determine outliers. All values are reported as mean ± SEM. Sta-

tistical analysis was performed by one-way Anova analysis of variance followed by Bonferroni or
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Dunnett’s post-test (multiple comparison of groups with equal variance and normal distribution),

Kruskal-Wallis followed by a Dunns post-test (non-parametric multiple comparison of groups) or

Mann–Whitney U test (non-parametric 2-group experiments) for comparison among means depend-

ing on the experimental design. The n and p-values are indicated in the figure legends.
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Article 2 : La production d’IL-1β par les phagocytes mononucléés 
sous-rétiniens induit la dégénérescence des bâtonnets en 
dérégulant l’homéostasie rétinienne du glutamate : 

	
1)	Situation	du	sujet	:	
	
La	Dégénérescence	Maculaire	Liée	à	 l’Age	 (DMLA)	est	 la	première	 cause	de	déficience	
visuelle	dans	les	pays	 industrialisés	(Klein	et	al.,	2004).	L’atrophie	géographique,	 l’une	
des	 formes	 cliniques	 de	DMLA	 tardive,	 est	 caractérisée	 par	 une	 lésion	 progressive	 de	
l’épithélium	 pigmentaire	 rétinien	 (EPR)	 et	 des	 photorécepteurs	 (PRs)	 (Sarks,	 1976;	
Sarks	 et	 al.,	 1988).	 Dans	 l’atrophie	 géographique,	 les	 phagocytes	 mononucléés	
s’accumulent	dans	l’espace	sous-rétinien	(Gupta	et	al.,	2003),	et	sont	associés	à	la	perte	
des	 photorécepteurs	 (Sennlaub	 et	 al.,	 2013).	Nous	 avons	montré	 que	 l’IL-1β	 produite	
par	 les	 phagocytes	mononucléés	 est	 responsable	 de	 la	mort	 des	 bâtonnets	 (Hu	 et	 al.,	
2015)	et	de	la	perte	des	segments	de	cônes	(Eandi	et	al.,	2016).	
La	sécrétion	d’IL-1β	est	associée	à	de	nombreuses	pathologies	neuro-dégénératives	du	
système	nerveux	 central	 (Koprich	 et	 al.,	 2008;	 Rossi	 et	 al.,	 2012;	 Shaftel	 et	 al.,	 2008),	
mais	 son	 récepteur	 IL-1R1	 est	 faiblement	 exprimé	 chez	 les	 neurones	par	 rapport	 aux	
cellules	 gliales	 (Huang	 et	 al.,	 2011).	 Il	 est	 généralement	 admis	 qu’IL-1β	 n’est	 pas	
directement	 neurotoxique,	 mais	 potentialise	 la	 mort	 neuronale	 via	 les	 cellules	 gliales	
(Fogal	et	al.,	2007)	en	 induisant	une	 libération	excessive	de	glutamate	(Jackman	et	al.,	
2012b).	 A	 l’état	 basal,	 la	 concentration	 extracellulaire	 de	 glutamate	 est	 très	 finement	
régulée	 (Jablonski	 et	 al.,	 2011;	 Reichenbach	 et	 al.,	 1993)	 afin	 ne	 pas	 atteindre	 une	
concentration	 excitotoxique	 pour	 les	 neurones	 (Ishikawa,	 2013)	 comme	 les	
photorécepteurs	(Delyfer	et	al.,	2005).	Dans	la	rétine,	IL-1β	induit	(i)	une	diminution	de	
la	 recapture	 de	 glutamate	 par	 les	 cellules	 gliales	 de	Müller	 (Chen	 et	 al.,	 2014)	 et	 (ii)	
augmente	 la	 transcription	 et	 l’activité	 du	 transporteur	 cystine/glutamate	 xc-,	
favorisation	la	sécrétion	de	glutamate	(Fogal	et	al.,	2007).	
	
Nous	 avons	 émis	 l’hypothèse	 que	 l’IL-1β	 produite	 par	 les	 phagocytes	 mononucléés	
induit	une	perturbation	de	l’homéostasie	du	glutamate,	entraînant	l’augmentation	de	la	
concentration	 extracellulaire	 en	 glutamate	 et	 induisant	 la	 perte	 secondaire	 des	
bâtonnets.	
	
2)	Résultats	:		
	
2.1)	IL-1β	induit	indirectement	la	mort	des	bâtonnets	:	
	
Afin	de	confirmer	le	lien	entre	IL-1β	et	dégénérescence	des	photorécepteurs,	nous	avons	
cultivé	des	explants	rétiniens	de	souris	en	présence	d’IL-1β	:	nos	résultats	montrent	une	
augmentation	 significative	 du	 marquage	 TUNEL	 dans	 la	 couche	 des	 photorécepteurs.	
Nous	montrons	aussi	que	l’IL-1β	seule	ne	suffit	pas	à	induire	la	mort	de	photorécepteurs	
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isolés,	mais	induit	la	modification	de	gènes	impliqués	dans	la	régulation	homéostasique	
du	 glutamate	 sur	 explant	 entier.	 Nous	 observons	 une	 diminution	 de	 l’expression	 des	
transporteurs	au	glutamate,	et	une	surexpression	de	l’échangeur	cystine/glutamate	xc-,	
associée	à	une	augmentation	de	la	concentration	extracellulaire	en	glutamate	
	
2.2)	L’inhibition	des	récepteurs	glutamatergiques	prévient	l’apoptose	des	bâtonnets	:	
	
L’IL-1β	 induit	 une	 libération	 excessive	 de	 glutamate	 dans	 la	 rétine,	 et	 l’excès	 de	
glutamate	induit	un	effet	excitotoxique	sur	les	neurones	(Choi	et	al.,	1987).	Nous	avons	
donc	 testé	 l’effet	 du	 CNQX	 -	 un	 inhibiteur	 des	 récepteurs	 glutamatergiques	 -	 sur	 des	
explants	 rétiniens	 cultivés	 en	 présence	 d’IL-1β.	 Nous	 montrons	 que	 l’inhibition	 des	
récepteurs	 au	 glutamate	 suffit	 à	 prévenir	 la	 mort	 des	 bâtonnets	 induite	 par	 l’IL-1β,	
suggérant	l’induction	d’un	effet	excitotoxique	du	glutamate.	
Afin	de	confirmer	cette	hypothèse,	nous	avons	ensuite	cultivé	des	explants	rétiniens	en	
présence	 d’une	 concentration	 élevée	 de	 glutamate.	 Nos	 résultats	 montrent	 que	 le	
glutamate	 seul	 suffit	 à	 induire	 l’apoptose	 des	 bâtonnets,	 mais	 n’induit	 pas	 la	
dégénérescence	des	segments	externes	des	cônes.		
	
2.3)	 La	 cystine	 exogène	 permet	 de	 sauver	 les	 photorécepteurs	 de	 la	 dégénérescence	
induite	par	l’IL-1β	:		
	
L’inhibition	des	récepteurs	glutamatergiques	n’étant	pas	une	perspective	thérapeutique	
viable	dans	un	tissu	nerveux	(Lees,	1998),	nous	avons	testé	l’effet	de	la	cystine,	un	acide	
aminé	essentiel	à	la	synthèse	du	peptide	antioxydant	glutathion.	Nos	résultats	montrent	
qu’une	forte	concentration	de	cystine	permet	d’inhiber	la	neuro-toxicité	induite	par	l’IL-
1β.	
	
3)	Conclusions	:		
	
Les	données	que	nous	avons	obtenues	démontrent	que	la	production	d’IL-1β	induit	une	
diminution	 de	 l’expression	 des	 transporteurs	 au	 glutamate,	 et	 une	 surexpression	 de	
l’échangeur	 cystine/glutamate	 xc-,	 aboutissant	 à	 l’augmentation	 de	 la	 concentration	
extracellulaire	 en	 glutamate.	 Nous	montrons	 que	 l‘excès	 de	 glutamate	 exerce	 un	 effet	
excitotoxique	 sur	 les	 bâtonnets	 et	 non	 les	 cônes,	 et	 que	 l’inhibition	 des	 récepteurs	
glutamatergiques	non-NMDA	protège	 les	bâtonnets.	Enfin,	nos	résultats	suggèrent	que	
l’utilisation	de	cystine	est	une	perspective	thérapeutique	envisageable	pour	atténuer	la	
toxicité	induite	par	les	macrophages	contre	les	bâtonnets.	
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1) Résumé des résultats de la thèse 
	
Les	travaux	présentés	ci-dessus	démontrent	l’accumulation	de	phagocytes	mononucléés	
dans	 l’espace	 sous-rétinien	 de	 patients	 atteints	 de	 DMLA	 atrophique,	 au	 niveau	 de	 la	
zone	atrophique,	et	de	la	zone	de	transition	qui	la	borde.	Nous	montrons	que	la	présence	
de	macrophages	est	associée	à	la	dégénérescence	des	photorécepteurs,	caractérisée	par	
l’apoptose	des	bâtonnets,	et	la	perte	des	segments	de	cônes.	Les	macrophages	induisent	
un	 phénotype	 similaire	 in	 vivo	 et	 ex	 vivo,	 et	 nos	 résultats	 montrent	 qu’IL-1β	 est	
nécessaire	à	l’induction	de	la	dégénérescence	des	photorécepteurs	par	les	macrophages.	
Nos	résultats	montrent	aussi	qu’IL-1β	induit	indirectement	l’apoptose	des	bâtonnets,	et	
créé	 une	 perturbation	 de	 l’homéostasie	 rétinienne	 du	 glutamate,	 traduite	 par	
l’augmentation	 de	 la	 concentration	 extracellulaire	 en	 glutamate.	 Nous	 montrons	 que	
CNQX	-	un	 inhibiteur	des	récepteurs	glutamatergiques	de	type	non-NMDA	-	permet	de	
prévenir	 la	 perte	 des	 bâtonnets	 induite	 par	 IL-1β,	 établissant	 l’existence	 d’un	
mécanisme	 excitotoxique	 induit	 par	 le	 glutamate.	 Enfin,	 nous	 montrons	 que	 l’apport	
exogène	 en	 cystine	 suffit	 à	 favoriser	 la	 survie	 des	 photorécepteurs	 en	 dépit	 de	 l’effet	
induit	 par	 IL-1β,	 probablement	 en	 rétablissant	 le	 fonctionnement	 du	 métabolisme	
antioxydant.	
	

2) Considérations générales sur la persistance sous-rétinienne des 
macrophages 
	
Nous	allons	voir	comment	ces	phagocytes	mononculéés	sont	recrutés,	et	quels	facteurs	
peuvent	modifier	 leur	survie	dans	 l’espace	 sous-rétinien,	 favorisant	 leur	accumulation	
chronique.	
	
Dès	 le	 stade	 précoce	 de	 la	 DMLA	 –	maculopathie	 liée	 à	 l’âge	 (MLA)	 –	 les	 phagocytes	
mononucléés	s’accumulent	en	grand	nombre	au	niveau	des	drusens	sous-rétiniens	(Levy	
et	al.,	2015a)	le	long	de	l’épithélium	pigmentaire	(EPR).	Cette	observation	suggère	que	la	
MLA	 est	 associée	 à	 un	 dysfonctionnement	 du	 potentiel	 immunosuppresseur	 de	 l’EPR,	
prévenant	l’élimination	de	ces	phagocytes.	Il	est	difficile	de	déterminer	si	c’est	la	perte	
de	fonction	de	l’EPR	qui	permet	l’accumulation	de	macrophages,	mais	il	apparaît	que	la	
persistance	 de	 l’inflammation	 sous-rétinienne	 associée	 à	 la	 présence	 de	 phagocytes	
mononucléés	 est	 liée	 à	 la	 progression	 de	 la	 maladie	 vers	 l’atrophie	 géographique.	
L’inhibition	 du	 recrutement	 CCR2-dépendant	 des	 macrophages	 (Guo	 et	 al.,	 2012)	 ou	
l’atténuation	 pharmacologique	 des	 monocytes	 (Kohno	 et	 al.,	 2013)	 diminuent	 la	
dégénérescence	 rétinienne,	 montrant	 clairement	 l’importance	 des	 macrophages	
inflammatoires	 dans	 la	 dégénérescence	 des	 photorécepteurs.	 Ces	 résultats	 sont	
confortés	 par	 l’étude	 de	 Sennlaub	 et	 al,	montrant	 que	 l’inhibition	 de	 l’axe	 CCL2/CCR2	
atténue	l’inflammation	sous-rétinienne	chez	la	souris	déficiente	en	Cx3cr1,	réduisant	la	
dégénérescence	des	photorécepteurs	(Sennlaub	et	al.,	2013).	
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2.1) Les polymorphismes génétiques 
	
Ces	 résultats	 ne	 justifient	 pas	 la	 persistance	 de	 l’inflammation	 sous-rétinienne,	 mais	
comme	 nous	 l’avons	 développé	 dans	 l’introduction,	 l’association	 entre	 certains	
polymorphismes	génétiques	–	comme	CFH	ou	APOE	-	et	la	prévalence	de	développer	une	
des	formes	tardives	de	la	DMLA	pourrait	permettre	d’éclaircir	certains	mécanismes.	En	
effet,	 certains	 travaux	 publiés	 par	 notre	 équipe	 ont	 permis	 de	 montrer	 comment	 la	
liaison	de	CFH	au	récepteur	CD11b/CD18	interfère	avec	l’interaction	TSP-1/CD47	-	qui	
favorise	 normalement	 l’élimination	 des	 macrophages	 (Calippe	 et	 al.,	 2017).	 D’autres	
données	non	publiées	montrent	que	CD47	et	TSP-1	sont	essentiels	à	la	potentialisation	
de	 l’élimination	 des	 macrophages	 par	 le	 système	 Fas/FasL.	 Ainsi,	 l’utilisation	 d’un	
agoniste	du	récepteur	CD47	pourrait	permettre	de	restaurer	l’effet	immunosuppresseur	
de	 l’EPR	 chez	 les	 patients	 atteints	 de	 DMLA.	 De	 plus,	 d’autres	 travaux	 ont	 montré	
l’association	entre	la	surexpression	d’APOE	et	IL-6	dans	l’inflammation	sous-rétinienne,	
induisant	une	diminution	de	 l’expression	de	FasL	par	 les	cellules	de	 l’EPR	(Levy	et	al.,	
2015a).	 L’utilisation	 d’inhibiteurs	 spécifiques	 d’IL-6	 pourrait	 permettre	 d’inhiber	 cet	
effet	 chez	 les	patients	atrophiques,	 et	 là	 encore	 rétablir	 l’effet	 immunosuppresseur	de	
l’EPR.	
	

2.2) Exposition à la lumière 
	
L’exposition	à	 la	 lumière	est	un	protocole	 couramment	utilisé	dans	notre	équipe	pour	
induire	 l’inflammation	 sous-rétinienne	 -	 chez	 la	 souris	 déficiente	 en	 Cx3cr1	 le	 plus	
souvent.	 Quand	 ces	 souris	 sont	 soumises	 à	 un	 cycle	 jour/nuit	 classique	 en	 animalerie	
(250	 lux	 lorsque	 les	 lumières	 sont	 allumées)	 tout	 au	 long	 du	 vieillissement,	 les	
macrophages	s’accumulent	dans	l’espace	sous-rétinien	avec	l’âge	:	mais	lorsqu’elles	sont	
maintenues	 à	 l’obscurité,	 on	 n’observe	 pas	 de	 telle	 accumulation	 (Combadière	 et	 al.,	
2007).	 Ce	 résultat	 montre	 que	 l’accumulation	 de	 macrophages	 est	 dépendante	 de	
l’exposition	à	 la	 lumière.	Un	modèle	de	 challenge	 lumineux	a	donc	été	développé,	 afin	
d’induire	 l’inflammation	 sous-rétinienne	 plus	 rapidement	 chez	 de	 jeunes	 souris,	 en	
soumettant	 les	 animaux	 pendant	 4	 jours	 à	 une	 intensité	 lumineuse	 de	 4500	 lux.	 Là	
encore,	on	observe	une	forte	accumulation	sous-rétinienne	de	phagocytes	mononucléés,	
alors	 que	 ce	 n’est	 pas	 le	 cas	 chez	 les	 souris	WT	 (Sennlaub	 et	 al.,	 2013).	 Lorsque	 des	
animaux	déficients	en	FasL,	TSP-1	ou	CD47	–	c’est-à-dire	des	facteurs	impliqués	dans	la	
résolution	de	l’inflammation	-	sont	soumis	au	même	challenge	lumineux,	on	observe	une	
forte	 accumulation	 de	 macrophages	 inflammatoires	 (Calippe	 et	 al.,	 2017;	 Levy	 et	 al.,	
2015a)	:	ce	résultat	suggère	que	les	souris	WT	exposées	à	la	lumière	ne	présentent	pas	
d’inflammation	sous-rétinienne	car	les	macrophages	sont	efficacement	éliminés	au	fur	et	
à	mesure,	et	non	pas	parce	qu’ils	ne	sont	pas	recrutés.		
On	 peut	 ainsi	 imaginer	 qu’un	 patient	 humain	 présentant	 certains	 facteurs	 de	 risque,	
comme	l’âge	et	une	prédisposition	génétique	entravant	la	résolution	de	l’inflammation,	
pourrait	 développer	 une	 inflammation	 sous-rétinienne	 importante	 et	 chronique	 après	
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une	 exposition	 prolongée	 à	 des	 fortes	 intensités	 lumineuses.	 A	 l’heure	 actuelle,	 aucun	
lien	 mécanistique	 n’a	 été	 clairement	 établi	 entre	 la	 lumière	 et	 l’activation	 des	
macrophages,	 mais	 on	 peut	 supposer	 l’induction	 de	 stress	 photo-oxydatif	 dans	 les	
segments	externes	des	photorécepteurs,	favorisant	le	recrutement	des	monocytes	et/ou	
la	diminution	de	l’effet	immunosuppresseur	de	l’EPR.	
	

2.3) Stress oxydant   
 
Certains	travaux	ont	mis	en	évidence	un	lien	entre	l’apport	massif	de	stress	oxydant	dû	à	
la	fumée	du	tabac,	et	une	diminution	de	l’expression	du	facteur	de	transcription	Nrf2	au	
niveau	 de	 l’EPR,	 ce	 qui	 pourrait	 affecter	 sa	 capacité	 à	 lutter	 contre	 le	 stress	 oxydant	
(Cano	et	al.,	2010;	Datta	et	al.,	2017).	L’exposition	chronique	à	la	fumée	de	cigarette	est	
aussi	 connue	 pour	 être	 un	 facteur	 aggravant	 dans	 de	 nombreuses	 pathologies	
inflammatoires	 ou	 certaines	 pathologies	 auto-immunes	 comme	 l’arthrite	 rhumatoïde	
(Vessey	et	al.,	1987).	La	consommation	de	tabac	pourrait	ainsi	participer	indirectement	
à	 l’accumulation	 sous-rétinienne	de	macrophages,	 et	 favoriser	 le	développement	de	 la	
DMLA,	mais	aucun	mécanisme	reliant	ces	deux	phénomènes	n’a	encore	été	clairement	
établi.	
	

2.4) Obésité & inflammation systémique 
	
Chez	 les	 patients	 obèses,	 les	 macrophages	 sont	 présents	 dans	 un	 état	 activé,	 et	 on	
mesure	 au	 niveau	 des	 tissus	 adipeux	 et	 du	 sang	 circulant	 une	 sécrétion	 accrue	 de	
cytokines	 pro-inflammatoires	 (Park	 et	 al.,	 2005).	 Or,	 plusieurs	 études	 montrent	 que	
l’insulino-résistance	et	le	développement	du	diabète	de	type	2	peuvent	être	induits	par	
la	 production	 d’IL-1β	 (Jager	 et	 al.,	 2007),	 d’IL-6	 (Vozarova	 et	 al.,	 2001),	 de	 TNF-α	
(Hotamisligil	et	al.,	1993)	et	de	CCL2	(Kawano	et	al.,	2016).	Ces	résultats	suggèrent	que	
le	 comportement	 alimentaire	 a	 un	 effet	 particulièrement	 fort	 sur	 la	 polarisation	 des	
macrophages,	 et	 favorise	 leur	 activation	 tout	 en	 les	 maintenant	 dans	 un	 état	 pro-
inflammatoire.	En	plus	d’avoir	un	 impact	 systémique,	 l’alimentation	 joue	aussi	un	rôle	
sur	 la	 composition	 du	 microbiote	 intestinal,	 que	 l’on	 sait	 impacter	 fortement	 le	
fonctionnement	 du	 système	 immunitaire	 (Sommer	 and	 Bäckhed,	 2013).	 Une	 étude	
publiée	 en	 2016	 a	 montré	 que	 des	 souris	 soumises	 à	 un	 régime	 riche	 en	 graisses	
présentent	des	perturbations	de	la	composition	de	leur	microbiote	intestinal,	favorisant	
le	développement	de	lésions	néo-vasculaires	associées	à	la	DMLA	dans	un	modèle	induit	
par	photo-coagulation	laser	(Andriessen	et	al.,	2016).	Andriessen	et	al	établissent	ainsi	
que	 l’induction	 de	 la	 dysbiose	 déclencheraient	 une	 inflammation	 systémique	 en	
augmentant	la	perméabilité	intestinale	au	PAMPs	(Andriessen	et	al.,	2016).	
En	 conclusion	 le	 surpoids,	 et	 plus	 généralement	 le	 comportement	 alimentaire,	 ont	 un	
impact	 profond	 sur	 l’excitabilité	 des	 macrophages,	 et	 pourraient	 effectivement	
contribuer	à	l’augmentation	du	risque	de	développer	la	DMLA	même	si	là	encore	aucun	
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lien	direct	n’a	été	établi.	
	

3) Perspectives thérapeutiques 
	
Actuellement,	 il	 n’existe	 pas	 de	 traitement	 pour	 soigner	 ou	 ralentir	 la	 progression	 de	
l’atrophie	 géographique.	 Comme	 nous	 l’avons	 vu,	 les	 raisons	 pour	 lesquelles	 les	
phagocytes	 mononucléés	 peuvent	 s’accumuler	 dans	 l’espace	 sous-rétinien	 sont	
variables,	et	 il	est	difficile	de	développer	une	thérapie	qui	 les	cible	efficacement.	Notre	
travail	 a	 donc	 consisté	 à	 identifier	 les	 mécanismes	 de	 toxicité	 induits	 par	 les	
macrophages,	 afin	 de	 lutter	 contre	 leurs	 effets.	 Nous	 présentons	 ci-dessous	 quelques	
pistes	envisageables.	
	

3.1) Inhibition des récepteurs au glutamate 
	
Nous	 avons	 montré	 que	 l’IL-1β	 induit	 une	 libération	 excessive	 de	 glutamate	 dans	 le	
milieu	 extracellulaire	 rétinien,	 entraînant	 la	 mort	 des	 bâtonnets	 via	 un	 mécanisme	
excitotoxique	 impliquant	 les	 récepteurs	 AMPA/Kainate.	 On	 pourrait	 donc	 envisager	
d’utiliser	 des	 inhibiteurs	 spécifiques	 de	 ces	 récepteurs,	 afin	 de	 prévenir	 la	
dégénérescence	des	bâtonnets.	
De	 nombreuses	 études	 ont	 précédemment	 été	 conduites	 dans	 l’objectif	 d’inhiber	 les	
récepteurs	 glutamatergiques	 et	 favoriser	 la	 neuro-protection.	 Malheureusement,	
nombre	d’entre	elles	visaient	 les	récepteurs	de	type	NMDA	(Lai	et	al.,	2014),	ce	qui	ne	
serait	 probablement	 pas	 efficace	 dans	 notre	 modèle	 étant	 donné	 que	 les	 récepteurs	
NMDA	ne	sont	à	notre	connaissance	pas	ou	peu	exprimés	par	les	photorécepteurs.	
On	sait	que	la	sur-stimulation	des	récepteurs	non-NMDA	entraîne	un	fort	influx	de	Ca2+	
qui	 induit	 secondairement	 la	 mort	 neuronale.	 Le	 topiramate	 est	 un	 médicament	
antiépileptique	 utilisé	 pour	 diminuer	 l’excitabilité	 neuronale	 et	 favoriser	 la	
neuroprotection,	en	réduisant	 l’influx	de	Ca2+	induit	par	la	stimulation	des	récepteurs	
AMPA/Kainate	 (Poulsen	 et	 al.,	 2004).	 Ce	 médicament	 pourrait	 donc	 présenter	 une	
perspective	thérapeutique	intéressante	:	en	effet,	le	glutamate	est	le	neurotransmetteur	
excitateur	rétinien	majeur,	et	inhiber	totalement	ses	récepteurs	rendrait	probablement	
les	 patients	 aveugles.	 Il	 est	 préférable	 d’envisager	 une	 approche	 similaire	 à	 celle	 du	
topiramate,	réduisant	l’excitabilité	des	neurones,	sans	totalement	l’inhiber.		
Enfin,	 d’autres	 approches	 plus	 générales	 ont	 été	 développées,	 par	 exemple	 via	
l’utilisation	du	fingolimod	(FTY720),	un	modulateur	des	récepteurs	de	la	sphingosine-1-
phosphate	 utilisé	 dans	 la	 sclérose	 en	 plaque.	 Le	 fingolimod	 exerce	 une	 effet	
neuroprotecteur	 anti-excitotoxique	 de	manière	 indirecte,	 en	 régulant	 négativement	 la	
neuro-inflammation	induite	par	les	macrophages	(Cipriani	et	al.,	2015).	
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3.2) Inhibition du système xc
- 

	
Nous	avons	montré	que	l’IL-1β	induit	une	surexpression	du	système	xc-	dans	les	cellules	
gliales	 de	 Müller,	 associée	 à	 la	 libération	 accrue	 de	 glutamate.	 On	 pourrait	 donc	
envisager	 l’inhibition	 de	 cet	 anti-porteur,	 afin	 de	 prévenir	 en	 partie	 l’accumulation	
extracellulaire	de	glutamate.	
	
Dans	 le	 gliome,	 l’expression	 du	 système	 xc-	 est	 augmentée,	 alors	 que	 celle	 des	
transporteurs	 au	 glutamate	 comme	 EAAT2	 est	 compromise.	 En	 conséquence,	 le	
glutamate	 libéré	 par	 les	gliomes	 s’accumule	 dans	 le	milieu	 extracellulaire,	 et	 induit	 la	
mort	 par	 excitotoxicité	 des	 neurones	 environnants.	 Ces	 conditions	 fournissent	 un	
environnement	 idéal	 au	développement	des	 cellules	du	gliome,	qui	se	 répandent	alors	
plus	facilement	(Ye	et	al.,	1999).	Ces	découvertes	ont	stimulé	la	recherche	d’inhibiteurs	
spécifiques	du	système	xc-,	et	conduit	à	la	découverte	de	deux	agents	pharmacologiques	:	
la	 (S)-4-carboxyphenylglycine	 (S-4CPG)	 (Ye	 and	 Sontheimer,	 1999),	 et	 la	 sulfasalazine	
(Gout	 et	 al.,	 2001).	 L’inconvénient	 de	 la	 S-4CPG	 est	 qu’elle	 n’est	 pas	 exclusivement	
spécifique	 du	 système	 xc-,	 et	 inhibe	 les	 récepteurs	 métabotropiques	 du	 groupe	 I	
(Doherty	et	al.,	1999).	La	sulfasalazine	présente	l’intérêt	d’avoir	déjà	été	approuvée	par	
le	FDA	dans	le	traitement	de	pathologies	intestinales	inflammatoires	comme	la	maladie	
de	Crohn.	Cependant,	la	prise	de	sulfasalazine	n’est	autorisée	que	par	voie	orale,	et	celle-
ci	 est	métabolisée	 dans	 l’intestin	 par	 les	 azoréductases,	 ce	 qui	 la	 rend	 inefficace	 pour	
inhiber	le	système	xc-	après	avoir	rejoint	la	circulation	sanguine	(Azadkhan	et	al.,	1982).	
Si	 elle	 était	 autorisée,	 l’injection	 intra-vitréenne	 de	 sulfasalazine	 pourrait	 peut-être	
s’avérer	 efficace,	 ou	 l’utilisation	 d’autres	 analogues	 pourrait	 être	 envisagée	 (Shukla	 et	
al.,	2011).	
	
Mais	 il	 faut	 être	 prudent,	 car	 la	 régulation	 de	 l’équilibre	 homéostatique	 d’un	 tissu	
tumoral	 ne	 peut	 pas	 être	 transposée	 stricto	sensu	 à	 celle	 de	 la	 rétine	 fonctionnelle,	 et	
comme	nous	l’avons	vu,	il	est	très	compliqué	de	manipuler	les	équilibres	du	glutamate	
au	sein	de	la	rétine.	Le	système	xc-	est	un	anti-porteur	essentiel	pour	fournir	les	cellules	
en	cystine	(Mysona	et	al.,	2009),	un	acide	aminé	requit	pour	 la	synthèse	du	glutathion	
antioxydant	 (Cooper	 and	Kristal,	 1997).	 Ainsi,	 selon	 le	 contexte,	 le	 système	 xc-	semble	
exercer	 des	 effets	 ambivalents	 sur	 la	 survie	 neuronale.	 Dans	 certains	 modèles,	 son	
inhibition	a	été	associée	à	l’accumulation	de	stress	oxydant	–	résultant	du	défaut	dans	la	
synthèse	de	glutathion	–	et	à	la	mort	neuronale	(Murphy	et	al.,	1989b;	Shih	et	al.,	2006).	
Dans	 d’autres	 modèles,	 l’accroissement	 de	 l’activité	 du	 système	 xc-	 a	 été	 associée	 à	
l’apoptose	neuronale	(Domercq	et	al.,	2007;	Fogal	et	al.,	2007;	Liu	et	al.,	2014).		
	
Nous	prévoyons	donc	d’explorer	l’effet	de	l’inhibition	du	système	xc-	dans	notre	modèle	
d’explants	rétiniens,	cultivés	en	présence	d’IL-1β.		
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3.3) Inhibition du stress oxydant induit par l’excitotoxicité  
	
Nous	avons	montré	que	 l’apport	 exogène	de	 cystine	permet	de	 réduire	 l’apoptose	des	
bâtonnets	induite	par	l’IL-1β.	Ce	résultat	suggère	que	l’augmentation	de	la	concentration	
extracellulaire	en	cystine	permet	de	faire	à	nouveau	fonctionner	le	système	xc-	exprimé	
par	 les	 photorécepteurs,	 en	 contrebalançant	 son	 inhibition	 induite	 par	 la	 forte	
concentration	extracellulaire	en	glutamate.	On	peut	penser	que	fournir	les	bâtonnets	en	
cystine	 permet	 de	 remettre	 en	 marche	 la	 machinerie	 antioxydante,	 favorisant	 leur	
survie	dans	un	environnement	excitotoxique.	
Les	 photorécepteurs	 sont	 particulièrement	 sensibles	 aux	 stress	 oxydatif	 de	 par	 leur	
consommation	 importante	 d’oxygène.	 Nous	 prévoyons	 donc	 d’exploiter	 cette	 piste	 en	
utilisant	 des	 inhibiteurs	 spécifiques	 permettant	 de	 contrôler	 l’accumulation	 de	 stress	
oxydant	 induite	 par	 l’excitotoxicité.	 De	 toutes	 les	 cibles	 potentielles,	 le	 peroxynitrite	
présente	un	intérêt	particulier	car	contrairement	aux	ROS,	il	ne	présente	pas	de	fonction	
physiologique	reconnue	(Pacher	et	al.,	2007).	La	production	de	peroxynitrite	résulte	de	
l’interaction	entre	l’oxyde	nitrique	et	le	superoxyde,	et	induit	des	dommages	à	l’ADN	et	
aux	mitochondries,	ainsi	que	la	déplétion	des	réserves	antioxydantes	(Beckman,	1996).	
Afin	de	contrer	son	effet,	nous	envisageons	l’utilisation	du	sodium	disufenton	(NXY-059,	
ou	Cerovive),	un	composé	capable	d’éliminer	très	efficacement	le	peroxynitrite,	et	qui	a	
déjà	 montré	 son	 efficacité	 en	 tests	 cliniques	 (Lees	 et	 al.,	 2006).	 L’utilisation	 d’acide	
urique	pourrait	aussi	être	envisagée	:	ce	composé	prévient	la	mort	cellulaire	induite	par	
le	 glutamate	 (Yu	 et	 al.,	 1998),	 et	 supprime	 les	 dommages	 induits	 par	 les	 ROS	 ou	 le	
peroxynitrite	(Squadrito	et	al.,	2000).	De	même,	l’edaravone,	une	drogue	anti-oxydante	
éliminant	 les	 résidus	 hydroxyl	 et	 peroxyl	 ainsi	 que	 les	 radicaux	 superoxides,	 a	 déjà	
montré	 sa	 capacité	 à	 inhiber	 les	mécanismes	 pathologiques	 associés	 à	 l’inflammation	
chronique	(Lapchak,	2010),	et	son	utilisation	pourrait	être	envisagée	dans	des	modèles	
d’inflammation	sous-rétinienne.	
	

3.4) Mode d’application 
	
La	 rétine	 est	 un	 tissu	 nerveux	 qui	 présente	 l’avantage	 d’être	 relativement	 accessible.	
L’injection	 intra-vitréenne	 permet	 d’injecter	 localement	 directement	 dans	 le	 vitré,	 en	
traversant	la	sclère	au	niveau	de	l’ora	serrata.	Cette	technique	est	couramment	utilisée	-	
dans	le	traitement	de	la	DMLA	exsudative	par	exemple,	avec	l’injection	d’anticorps	anti-
VEGF	 inhibant	 la	néo-vascularisation.	Ce	mode	d’injection	est	 relativement	bien	 toléré	
chez	 les	 patients,	 et	 présente	 peu	 de	 complications	 graves,	 ce	 qui	 en	 rend	 possible	 la	
pratique	 jusqu’à	 une	 fréquence	 d’une	 injection	 par	 mois.	 De	 plus,	 la	 présence	 de	 la	
barrière	hémato-rétinienne	permet	d’éviter	 la	diffusion	dans	 la	 circulation	 systémique	
de	protéines	ayant	un	poids	moléculaire	supérieur	à	30kDa.	
Mais	la	découverte	d’un	médicament	à	application	topique,	c’est-à-dire	qui	pourrait	être	
appliqué	 sur	 la	 surface	 de	 l’œil	 au	 niveau	 de	 la	 conjonctive,	 serait	 un	 progrès	
remarquable	pour	la	qualité	de	vie	des	patients.	Il	a	été	montré	que	l’application	topique	
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de	 peptides	 inhibiteurs	 de	 calpaïnes	 permet	 de	 prévenir	 la	 dégénérescence	 des	
photorécepteurs	 dans	 certains	 modèles	 (Ozaki	 et	 al.,	 2012).	 Ainsi,	 un	 antioxydant	
pourrait	être	un	très	bon	candidat	pour	ce	type	d’approche.	
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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,

Immunity 46, 261–272, February 21, 2017 ª 2017 Elsevier Inc. 261
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Abstract
Dystrophin-Dp71 being a key membrane cytoskeletal protein, expressed mainly in Müller cells that provide a mechanical link
at the Müller cell membrane by direct binding to actin and a transmembrane protein complex. Its absence has been related to
blood-retinal barrier (BRB) permeability through delocalization and down-regulation of the AQP4 and Kir4.1 channels (1). We
have previously shown that the adeno-associated virus (AAV) variant, ShH10, transduces Müller cells in the Dp71-null mouse
retina efficiently and specifically (2,3). Here, we use ShH10 to restore Dp71 expression in Müller cells of Dp71 deficient mouse
to study molecular and functional effects of this restoration in an adult mouse displaying retinal permeability. We show that
strong and specific expression of exogenous Dp71 in Müller cells leads to correct localization of Dp71 protein restoring all pro-
tein interactions in order to re-establish a proper functional BRB and retina homeostasis thus preventing retina from oedema.
This study is the basis for the development of new therapeutic strategies in dealing with diseases with BRB breakdown and
macular oedema such as diabetic retinopathy (DR).

Received: December 16, 2015. Revised: April 28, 2016. Accepted: May 19, 2016

VC The Author 2016. Published by Oxford University Press.
All rights reserved. For permissions, please e-mail: journals.permissions@oup.com

3070

Human Molecular Genetics, 2016, Vol. 25, No. 14 3070–3079

doi: 10.1093/hmg/ddw159
Advance Access Publication Date: 10 June 2016
Original Article



	 151	

Article	 5	 :	 Dystrophin	 Dp71	 Gene	 Deletion	 Induces	 Retinal	 Vascular	 Inflammation	 and	
Capillary	Degeneration	
	

Brahim	 El	 Mathari,	 Abdoulaye	 Sene,	 Hugo	 Charles-Messance,	 Ophélie	 Vacca,	
Xavier	Guillonneau,	Claudine	Grepin,	Florian	Sennlaub,	José-Alain	Sahel,	Alvaro	Rendon,	
et	Ramin	Tadayoni.	
Human	Molecular	Genetics.	2015	
	
Participation	à	l’article	:	Investigation	
Figure	1	:	Participation	à	l’acquisition	et	analyse	des	données	
Figure	2	:	Participation	à	l’acquisition	et	analyse	des	données	
Figure	5A	et	B	:	Acquisition	et	analyse	des	données	
Figure	7A	:	Acquisition	et	analyse	des	données	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	



	 152	

	

OR I G INA L ART I C L E

Dystrophin Dp71 gene deletion induces retinal vascular
inflammation and capillary degeneration
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Abstract
Wehavepreviously shown that thedeletion of the dystrophinDp71 gene induces a highly permeable blood–retinal barrier (BRB).
Given that BRB breakdown is involved in retinal inflammation and the pathophysiology of many blinding eye diseases, herewe
investigated whether the absence of Dp71 brings out retinal vascular inflammation and vessel loss by using specific Dp71-null
mice. The expression of vascular endothelial growth factor (VEGF), quantified by quantitative polymerase chain reaction and
enzyme-linked immunosorbent assaymethods, was higher in the retina of Dp71-null mice than in wild-typemice. In contrast,
no differenceswere observed inVEGFR-2 and tumornecrosis factor-α expression.Moreover,mRNAexpression ofwater channel,
aquaporin 4 (AQP4) was increased after Dp71 deletion. The Dp71 deletion was also associated with the overexpression of
intercellular adhesion molecule 1, which is expressed on endothelial cells surface to recruit leukocytes. Consistent with these
findings, the total number of adherent leukocytes per retina, assessed after perfusion with fluorescein isothiocyanate-
conjugated concanavalin A, was increased in the absence of Dp71. Finally, a significant increase in capillary degeneration
quantified after retinal trypsin digestion was observed in mice lacking Dp71. These data illustrate for the first time that the
deletion of Dp71 was associated with retinal vascular inflammation, vascular lesions with increased leukocyte adhesion and
capillary degeneration. Thus, dystrophin Dp71 could play a critical role in retinal vascular inflammation disease, and therefore
represent a potential therapeutic target.

Introduction
Duchenne muscular dystrophy (DMD) gene (2.5 Mb), located on
X chromosome, is composed of 79 exons (1,2). Different muta-
tions in this gene induce progressive wasting of skeletal and car-
diac muscles in DMD and Becker muscular dystrophy (BMD)

patients (3). One-third of these patients present also cognitive
impairments associated with cortical ischemic infarcts (4). In
the retina, when measured in dark-adapted (scotopic) condi-
tions, the electroretinogram (ERG) shows reduced amplitude of
the b-wave response in 80% of DMD patients (5). Moreover, it
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New Developments
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PURPOSE. Breakdown of the inner blood–retinal barrier (iBRB) occurs in many retinal disorders
and may cause retinal edema often responsible for vision loss. Dexamethasone is used in
clinical practice to restore iBRB. The aim of this study was to characterize the impact of a
surgically induced iBRB breakdown on retinal homeostatic changes due to dystrophin Dp71,
aquaporin-4 (AQP4), and Kir4.1 alterations in Müller glial cells (MGC) in a mouse model. The
protective effect of dexamethasone was assessed in this model. Moreover, retinal explants
were used to control MGC exposure to a hypoosmotic solution containing barium.

METHODS. Partial lens surgery was performed in C57BL6/J mice. Dystrophin Dp71, AQP4, and
Kir4.1 expression was analyzed by quantitative RT-PCR, Western blot, and immunohisto-
chemistry. Twenty-four hours after surgery, mice received a single intravitreal injection of
dexamethasone or of vehicle.

RESULTS. After partial lens surgery, iBRB permeability increased while Dp71 and AQP4 were
downregulated and Kir4.1 was delocalized. These effects were partially prevented by
dexamethasone injection. In the retinal explant model, MGC were swollen and Dp71, AQP4,
and Kir4.1 were downregulated after exposure to a hypoosmotic solution containing barium,
but not in the presence of dexamethasone. Heat shock factor protein 1 (HSF1) was
overexpressed in dexamethasone-treated retinas.

CONCLUSIONS. Partial lens surgery induces iBRB breakdown and molecular changes in MGC,
including a downregulation of Dp71 and AQP4 and the delocalization of Kir4.1. Dexametha-
sone seems to protect retina from these molecular changes by upregulating HSF1.

Keywords: blood-retinal barrier, retinal edema, Irvine Gass syndrome, dystrophin Dp71
mouse model, ocular surgery, macular edema, dexamethasone

Müller glial cells (MGC) and astrocytes participate in the
formation and maintenance of the inner blood–retinal

barrier (iBRB), which is required for a normal vision. Transport
processes and tight junctions between the vascular endothelial
cells composing the iBRB regulate the flow of ions, nutrients,
water, and toxic molecules between the retina and vessels to
preserve the proper balance necessary for neuronal function.1

The loss of iBRB alters the balance of fluids between retinal
tissues and retinal vessels. It may cause retinal edema with
intraretinal fluid accumulation that may be partially compen-
sated by the continuous fluid reabsorption by MGC2 and the
retinal pigment epithelium.3

Müller glial cells are the predominant type of glial cells in
the vertebrate retina, and they regulate retinal extracellular

ionic homeostasis4,5 through cooperation between the rectify-
ing potassium channel Kir4.16,7 and the selective water
transport protein, aquaporin-4 (AQP4). In normal mouse retina,
AQP4 and Kir4.1 are strongly expressed in MGC and mainly
localized at MGC endfeet and in processes surrounding the
blood vessels. In many retinal diseases, including diabetic
retinopathy, retinal vein occlusion, and retinal detachment with
iBRB breakdown, the expression and distribution of these
channels are altered in MGC.8–11 Another important function of
MGC is the uptake of neurotransmitters supporting the
synaptic activity. A MGC is a neurotransmitter recycler whose
neuroprotective effect prevents retinal neurons from the long-
lasting toxicity of neurotransmitters.12,13 These phenomena are
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Résumé	:	
La	Dégénérescence	Maculaire	Liée	à	l’Age	(DMLA)	est	la	première	cause	de	cécité	légale	dans	les	
pays	 industrialisés	 chez	 les	 personnes	 âgées.	 L’atrophie	 géographique	 –	 l’une	 des	 formes	
tardives	 de	 la	 DMLA	 -	 est	 caractérisée	 par	 la	 perte	 de	 l’épithélium	 pigmentaire	 et	 la	
dégénérescence	des	photorécepteurs.	Nous	groupe	a	montré	précédemment	que	dans	l’atrophie	
géographique,	 les	phagocytes	mononucléés	 (PMs)	s’accumulent	dans	 l’espace	 sous-rétinien,	 et	
induisent	la	dégénérescence	rétinienne	via	la	production	d’IL-1β.	Dans	un	premier	temps,	nous	
montrons	 que	 la	 présence	 de	 PMs	 sous-rétiniens	 est	 associée	 à	 la	 perte	 des	 bâtonnets	 et	 la	
dégénérescence	des	segments	de	cônes	dans	la	zone	de	transition	de	patients	atrophiques.	Nous	
montrons	ensuite	dans	différents	modèles	in	vivo	et	ex	vivo	que	les	macrophages	récapitulent	ces	
effets,	et	qu’IL-1β	est	nécessaire	à	la	perte	des	segments	externes	des	cônes	induite	par	les	PMs.	
Dans	 un	 deuxième	 temps,	 nos	 résultats	 montrent	 qu’IL-1β	 induit	 indirectement	 la	 mort	 des	
bâtonnets,	 en	 perturbant	 l’homéostasie	 rétinienne	 du	 glutamate.	 L’inhibition	 des	 récepteurs	
glutamatergiques	pour	prévenir	l’excitotoxicité	du	glutamate,	ou	la	supplémentation	en	cystine	
favorisant	la	restauration	de	la	machinerie	neuronale	antioxydante,	permettent	de	protéger	les	
bâtonnets	de	la	toxicité	induite	par	IL-1β.	L’ensemble	de	nos	résultats	démontre	le	rôle	joué	par	
IL-1β	 dans	 la	 dégénérescence	 des	 segments	 de	 cônes	 et	 la	 perte	 des	 bâtonnets	 dans	
l’inflammation	sous-rétinienne.	Cette	étude	permettra	la	mise	au	point	de	thérapies	innovantes,	
afin	 de	 lutter	 contre	 la	 forme	 atrophique	 de	 la	 DMLA,	 pour	 laquelle	 il	 n’existe	 actuellement	
aucun	traitement.	 	
	
Mots	 clés:	 Dégénérescence	 maculaire	 liée	 à	 l’âge,	 rétine,	 phagocytes	 mononucléés,	 IL-1β,	
photorécepteurs,	glutamate	
	
Role	of	IL-1β	in	photoreceptor	degeneration	associated	with	Age-related	Macular	
Degeneration	

Abstract:	
In	geographic	atrophy	(GA),	one	of	the	late	forms	of	Age-related	Macular	Degeneration	(AMD),	
an	extending	atrophic	zone	 forms,	characterized	by	 the	 loss	of	retinal	pigment	epithelium	and	
photoreceptor	degeneration.	Subretinal	mononuclear	phagocytes	(MPs)	accumulate	 in	GA,	and	
are	 associated	with	 IL-1β-dependent	 retinal	degeneration.	 First,	we	 confirmed	 that	 subretinal	
accumulation	 of	 MPs	 is	 associated	 with	 rod	 degeneration	 and	 cone	 segment	 loss	 in	 the	
transitional	zone	in	GA	human	samples.	Using	ex	vivo	and	in	vivo	models,	we	then	demonstrated	
that	 MPs-derived	 IL-1β	 leads	 to	 severe	 cone	 segment	 degeneration.	 Therefore,	 inhibiting	
subretinal	MP	accumulation	or	 IL-1β	might	protect	 the	 cone	 segment,	and	help	preserve	high	
acuity	 daytime	 vision	 in	 conditions	 characterized	 by	 subretinal	 inflammation.	 Second,	 we	
showed	that	IL-1β	effect	on	rod	degeneration	is	indirect,	and	mediated	by	glutamate.	Our	results	
indicate	that	IL-1β	impairs	Müller	glial	cells	glutamate	recycling,	and	subsequently	leads	to	the	
extracellular	 increase	 in	 glutamate	 content.	 Inhibiting	 glutamate	 receptors	 to	 prevent	
excitotoxicity,	 or	 exogenous	 cystine	 supplementation	 to	 supply	 antioxidant	 metabolism,	 are	
sufficient	 to	 protect	 rods	 from	 IL-1β-induced	 neurotoxicity.	 Our	 results	 provide	 new	
perspectives	to	treat	pathologies	associated	with	subretinal	inflammation	such	as	late	AMD.	Our	
results	 collectively	 demonstrated	 that	 MP-derived	 IL-1β	 induces	 cone	 segment	 loss,	 and	
glutamate	homeostasis	disruption	associated	with	rod	degeneration.	This	study	will	help	with	
the	development	of	new	therapeutic	strategies	in	dealing	with	inflammatory	retinal	pathologies	
as	geographic	atrophy.		 	
	
Keywords:	 Age-related	 macular	 degeneration,	 retina,	 mononuclear	 phagocytes,	 IL-1β,	
photoreceptors,	glutamate	 	
	

	


