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INTRODUCTION

1. Larétine

La vision est 1’'un des cinqg sens développés chez 1’étre humain, c’est le sens dédi¢ a la
perception de la lumiere. Cette perception est assurée par 1’organe visuel, I’ceil et plus
particulierement par son capteur, la rétine. La rétine qui tapisse le fond de 1'ceil est composée
de deux tissus, la rétine neurale et I'épithélium pigmentaire rétinien (EPR) (Figure 1). Par abus
de langage, la rétine neurale est communément appelée rétine, il en sera donc ainsi dans ce
mémoire. La rétine est le lieu de traduction des photons en signaux nerveux envoyés au cerveau
via le nerf optique. Il s'agit d'un tissu neuronal, partie intégrée au systeme nerveux central
(Dowling, 1987), de 0,1 a 0,5 mm d'épaisseur qui est localisé entre I'humeur vitrée et I'EPR. La
rétine possede une structure stratifiée composée de 5 types de neurones (photorécepteurs,
cellules bipolaires, cellules amacrines, cellules horizontales et cellules ganglionnaires) et 3
types de cellules gliales (cellules gliales de Muiller, astrocytes et microglies). Ces différents

types cellulaires sont arranges en 5 couches nucléaires (Behar-Cohen et al., 2020) (Figure 2).
— La couche nucléaire externe contenant le corps cellulaire des photorécepteurs

— La couche plexiforme externe qui est formée par les jonctions synaptiques entre les

photorécepteurs et les cellules de la couche interne

— La couche nucléaire interne contenant le corps cellulaire des cellules horizontales,

bipolaires et amacrines

— La couche plexiforme interne, qui fait la jonction synaptique des cellules bipolaires et

des cellules ganglionnaires

— La couche des cellules ganglionnaires, qui se compose essentiellement des cellules

ganglionnaires et de quelques cellules amacrines.

Les photorécepteurs, comme leur nom l'indique, sont des neurones récepteurs de la
lumiere. lls sont responsables de la transduction du signal lumineux en signal biochimique, puis
électrique via une cascade appelée phototransduction. 1l existe deux types de photorécepteurs,
les batonnets et les cones qui n'ont pas la méme sensibilité spectrale. Les photorécepteurs étant

le sujet majeur de la these, ils seront traités dans une chapitre qui leurs sera dédié. Les
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Figure 2 : Organisation des différentes couches cellulaires de la rétine. (BioRender)
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photorécepteurs ont des contacts synaptiques avec un type particulier d’interneurones, les
cellules bipolaires qui permettent la transmission du signal lumineux. Il existe plusieurs
groupes de cellules bipolaires (Euleretal., 2014) : les bipolaires des batonnets, reliant plusieurs
batonnets a une cellule ganglionnaire, et les bipolaires des cones, reliant un ou plusieurs cénes
a une cellule ganglionnaire. Le signal est ensuite transmis aux cellules ganglionnaires. Ce sont
les seuls neurones de la rétine a transformer le signal nerveux en potentiel d'action (Figure 3).
L'ensemble des axones des cellules ganglionnaires se regroupe au niveau de la papille optique
pour former le nerf optique qui propage le signal visuel, au niveau du cerveau. Il existe une tres
grande diversité de cellules ganglionnaires qui ont des caractéristiques anatomiques,
physiologiques, fonctionnels et moléculaires spécifiques (Nguyen-Ba-Charvet and Rebsam,
2020). Le signal provenant des photorécepteurs est modulé par d’autres neurones au niveau de
la couche plexiforme externe par les cellules horizontales qui sont de trois types, HI, HII et
HIIl (Poche and Reese, 2009). Les cellules horizontales sont connectées latéralement a
plusieurs cones, batonnets et neurones bipolaires et leur role est d’inhiber I’activité des cellules
avoisinantes par inhibition latérale dont le principe est d’augmenter le contraste du signal visuel.
Au niveau de la couche plexiforme externe, les cellules amacrines forment une voie alternative
de communication entre la rétine externe et interne que ne repose pas sur les cellules bipolaires.
La morphologie des cellules amacrines est trés diversifiée, il en existe 29 types (Hartveit and
Veruki, 2012), qui ont des prolongements dendritiques distincts et utilisant une grande diversité

de neurotransmetteurs. Leur corps cellulaire est situé dans la couche nucléaire interne.

Une population de cellules non neuronales assure le fonctionnement des neurones
rétiniens. Les cellules gliales de Muller, majoritaires, traversent la rétine de part en part et leurs
extrémités forment la couche limitante intermédiaire et la couche limitante interne (Figure 4).
Ces cellules interviennent dans le maintien de la structure de la rétine et jouent également un
réle de soutien au métabolisme des neurones car elles recyclent les ions et les
neurotransmetteurs libéres par les neurones et régulent ainsi la concentration ionique de la
rétine. Elles sont issues des mémes progéniteurs que les neurones rétiniens (Turner and Cepko,
1987). De leur coté, les astrocytes migrent du cerveau vers la rétine via le nerf optique durant
le développement rétinien. Des études récentes démontrent qu'il existe un deuxieme site de
production des astrocytes dans la zone ventriculaire rétinienne, une couche de cellules
progenitrices immeédiatement adjacente a I'épithélium pigmentaire rétinien, tres tot durant le
développement embryonnaire de la rétine (Chan-Ling et al., 2009). Ce second type d’astrocytes

se localisent uniqguement au niveau de la couche des ganglionnaires ou ils jouent un role dans
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le maintien de la barriere hémato rétinienne entre la circulation sanguine et la rétine interne.
Durant le développement embryonnaire, les cellules microgliales pénetrent dans la rétine en
méme temps que les précurseurs des vaisseaux sanguins, ce qui montre qu'elles ont une
originemesenchymale (Li et al., 2019). Leur fonction, a I'dge adulte, est de phagocyter les débris

cellulaires qui sont libérés lors de traumatismes de la rétine (Yu et al., 2020).

2. Les photorécepteurs

La structure des photorécepteurs est particuliere car ce type cellulaire posséde un
segment externe qui est le siége de la phototransduction, un segment interne ou se trouve toute
la machinerie cellulaire, un cil connecteur qui relie le segment externe et le segment interne et
un pied ou se situent les terminaisons synaptiques (Figures 5). Le cil connecteur est I’'unique
connexion entre les deux segments, il est donc impliqué dans les processus d’échange de
nombreuses molécules, notamment des protéines mais aussi des phospholipides (Trojan et al.,
2008). Le segment externe est formé d’un empilement de disques, fait d’une bicouche lipidique,
interne a la membrane cellulaire, pour les batonnets et dans le prolongement de la membrane
cellulaire pour les cones. C'est sur ces disques que sont localisés les pigments visuels sensibles
a la lumiére, des protéines a 7 domaines membranaires couplées aux protéines G, les opsines.
Pour les batonnets, ce segment externe est particulierement long et contient donc de tres
nombreux pigments visuels, c'est ce qui les rend 1 000 fois plus sensibles a la lumiere que les
cbnes, dont les segments sont plus courts. Pour les cones, ces segments ont une forme effilée,
en cone. Les segments externes des photorécepteurs sont constamment renouvelés (Young,
1967). Les membranes et protéines membranaires qui les composent, migrent donc
progressivement du pble basal (c6té segment interne), ou ils sont synthétisés et assemblés vers
le pble apical (en regard de I’EPR), ou ils sont phagocytés. Le segment interne des
photorécepteurs contient toute la machinerie cellulaire: le noyau et les organites (les
mitochondries, I'appareil de Golgi, etc.) indispensables au fonctionnement cellulaire du
photorécepteur. La terminaison synaptique est le lieu de transmission du signal électrique

produit par la lumiére vers les neurones internes de la rétine.
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Figure 7 : Sensibilité spectrale des 4 photorecepteurs de la rétine humaine.
(Serge Bertorello)
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2.1. Les batonnets

Les batonnets, trés sensibles a la lumiére, sont le support de la vision scotopique, c'est a
dire la vision nocturne, a faible luminosité. Cette vision n'est qu'en noir, blanc et nuances de
gris car les batonnets ne percoivent pas les couleurs. Les batonnets, comme la plupart des
récepteurs cellulaires du systéme sensoriel, n’expriment qu’un seul pigment visuel, la
rhodopsine « du grec rhodos, rose, et opsis, vision ». Cette molécule est une protéine a sept
domaines transmembranaires, I'opsine. La rhodopsine établit une liaison covalente avec le
rétinal, qui n'est autre qu'un aldéhyde de la vitamine A (rétinol). La molécule d'opsine qui lie le
rétinal, est synthétisée dans l'appareil de Golgi dans le segment interne, puis est transportée via
des vésicules jusqu'au cil connecteur ou elle est incorporée dans la membrane des disques
(Bachmann-Gagescu and Neuhauss, 2019). Le rétinal, produit de la vitamine A est issu de
I’alimentation et transportée par la circulation sanguine a la choroide et transmis aux
photorécepteur a travers I'EPR. La molécule de rétinal est commune aux batonnets et aux

différents types de cones.

2.2. Les cobnes

Les cbnes sont responsables de la vision photopique, c'est a dire la vision de jour, a forte
luminosité. Ils permettent une vision trés résolutive chez les primates et les oiseaux, grace a la
présence au centre de la rétine de la fovéa (Figure 6) qui ne comprend exclusivement que des
photorécepteurs a cones. Les cones permettent également de distinguer les couleurs grace aux
différentes sensibilités spectrales de sous-types de cones. En effet les cones se répartissent en
trois grandes familles chez I'nomme et les autres primates, L (long), M (medium) et S (short)
correspondant respectivement a leur sensibilité aux longues, moyennes et courtes longueurs
d'ondes (Wilkinson et al., 2017). Les c6nes exprimant I'érythropsine sont sensibles pour des
longueurs d’onde correspondant au rouge (opsine-L), ceux exprimant de la chloropsine, au vert
(opsine-M) et ceux exprimant de la cyanopsine, au bleu (opsine-S) (Figure 7). Ces trois types
de récepteurs sont inégalement répartis sur la rétine des primates. Alors que la fovéa comporte
essentiellement des cones L et M, les cnes de types S se trouvent essentiellement en région
parafovéolaire. En dépit de la régularité évoquée plus haut, la répartition des différents types de

cbnes dans la rétine, est aléatoire. Cette répartition aléatoire des différents types de cones permet
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Figure 8 : La cascade de phototransduction des batonnets. 1. Aprés stimulation de la
rhodopsine par la lumiere, le changement de conformation au sein des sept domaines
transmembranaires provoque la dissociation de la sous-unité alpha de la transducine (son
activation) 2. qui se lie a la phosphodiestérase (PDE) provoquant la dissociation d’une sous-
unité inhibitrice (PDEQG) et ainsi I’activation de 1’enzyme qui convertie de cGMP en GMP. 3.
La baisse de concentration du cGMP provoque 4. la fermeture des canaux Na‘-cGMP
dépendant au niveau de la membrane externe du photorécepteur. Cette fermeture provoque
I’hyperpolarisation du photorécepteur, information qui est transmis a la synapse. (Géraldine
Millet-Puel, Institut de la Vision avec le logiciel BioRender).
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d'éviter des aberrations visuelles lorsque le sujet regarde des motifs réguliers. C’est la séquence

en acides aminés des opsines des cones qui détermine le spectre de longueurs d'ondes absorbées.

2.3. La phototransduction

Les molécules d'opsine sont des protéines a sept domaines transmembranaires couplées
a la protéine G, également appelées récepteurs couplés aux protéines G (Baylor, 1987;
Wilkinson et al., 2017). Les opsines établissent une liaison covalente a travers une lysine intra-
membranaire avec le rétinal (Wald, 1933). Le rétinal existe sous forme de deux stéréoisomeres,
le 11-cis- et le tout-trans-rétinal. Lors de I'absorption d’un photon dans le domaine visible,
celui-ci déclenche une isomérisation cis/trans du rétinal appelée photoisomérisation. La
photoisomérisation entraine un changement de conformation de I'opsine a laquelle le rétinal est
lié et initie la cascade de phototransduction. En effet ce changement de conformation qui est
détecté par une protéine G intracellulaire, la transducine qui va induire toute une cascade de
réactions biochimiques (Figure 8). Cette cascade induit la fermeture de canaux sodium puis
des canaux calcium, ce qui provoque I'nyperpolarisation membranaire du photorécepteur et
bloque la libération d’un neurotransmetteur, le glutamate. Le signal électrochimique est alors
transmis aux neurones internes de la rétine. La phototransduction la plus connue est celle des

batonnets.

La rétine pigmentaire est constituée d’un épithélium cubique simple dont les cellules
émettent des microvillosités qui entourent les segments externes des photorécepteurs (Figure
9). Il existe deux types de microvillosités, des courtes impliquées dans la phagocytose des
segments externes des photorécepteurs, et des longues, qui ont un role de maintien de la
structure EPR/photorécepteur et un role d’apport des nutriments essentiel aux photorécepteurs.
Chaque cellule de I'EPR est en contact avec en moyenne 25 photorécepteurs, batonnets et cénes.
L'EPR entretient une relation quasi symbiotique avec la couche proximale des photorécepteurs,
selon quatrefonctions principales. La premiére fonction de I'EPR est la phagocytose et la

dégradation des segments externes des photorécepteurs. Au cours d'une journée, la

Thttps://www.khanacademy.org/test-prep/mcat/processing-the-environment/sight/v/phototransduction-cascade
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Figure 9 : Schéma de la phagocytose des segments externes des photorécepteurs par les
cellules de I’épithélium pigmenté rétinien. (Géraldine Millet-Puel, Institut de la Vision avec
le logiciel BioRender).
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concentration des substances nocives résultant de I'exposition des photorécepteurs a la
lumiere, les peroxydes lipidiques, augmente particulierement dans la région apicale (en regard
de ’EPR) des segments externes (Beatty et al., 2000). Les segments externes sont phagocytés
par I’EPR une fois par jour et renouvelés par leur c6té basale (coté segment interne) pour assurer
la continuité du fonctionnement du systéeme (Figure 9). Les microvilies dites courtes des
cellules de ’EPR entourent I’extrémité des segments externes des photorécepteurs et
phagocytose ces derniers. Les phagosomes qui contiennent les segments externes fusionnent
ensuite avec les lysozymes dans les cellules de I’EPR ou ils sont dégradés. On estime qu’une
cellule de I'EPR phagocyte entre 2.000 et 4.000 disques membranaires chaque jour. La
phagocytose des segments externes des photorécepteurs est soumise a 1’horloge circadienne.
En effet, I'EPR initie la phagocytose des segments externes des photorécepteurs au lever du
soleil, (Kevany and Palczewski, 2010; Krigel et al., 2010). L'EPR assure aussi un role
d'absorption d’une part des rayons lumineux, car il contient un pigment de couleur brun noir :
la mélanine, qui absorbe la lumiére et qui limite ainsi la quantité de lumiére réfléchie dans 1'ceil
et protege donc les photorécepteurs. Cette monocouche cellulaire participe au cycle visuel. Le
cycle de la vision est régi par la photoisomérisation du rétinal qui est lié au pigment visuel par
une liaison covalente (Wright et al., 2015). Lorsque le rétinal 11-cis absorbe un photon venant
de la lumiere, il passe de I"état 11-cis a I"état tout-trans. Le rétinal 11-cis est ensuite régénéré
par voie enzymatique, en permettant la transisomérisation du tout-trans-rétinal en 11-cis-retinal
(Figure 10) (Baehr et al., 2003). Les photorécepteurs ne possédent pas d'activité cis-trans
isomérase. Le recyclage est possible grace au transport de la molécule de cis-rétinol du segment
externe des photorécepteurs vers I'EPR via une protéine de transport I'interphotoreceptor
retinoid binding protein (IRBP) (Adler and Martin, 1982; Gonzalez-Fernandez, 2002).
Certaines études montrent qu'il existe une deuxiéme voie de transisomeérisation pour les cones.
En effet, les cdnes peuvent recycler leurs tout-trans-rétinal dans les cellules de Miller (Mata et
al., 2002). L’EPR joue aussi un réle de barriére hemato-rétinienne controlant l'afflux des
nutriments entre la rétine externe et la circulation sanguine au niveau de la choroide, sous-
jacente a I’EPR. Dans un sens, I'EPR transporte du glucose, des ions et d'autres nutriments du
sang vers les photorécepteurs, dans 1’autre sens, il transporte du lactate, des électrolytes et de
I'eau de l'espace sous rétinien vers la choroide (Hurley, 2021). Le transporteur du glucose
GLUTL est exprimé sur la face basale (vers la choroide) et apicale (vers les photorécepteurs)
de PEPR (Ban and Rizzolo, 2000; Sugasawa et al., 1994). L'EPR transporte également la
vitamine A (rétinol), nécessaire au renouvellement du cycle visuel (Harrison, 2019) et sans

doute aussi I’insuline (voir plus loin).
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Figure 10 : Schématisation du cycle visuel ou cycle de la vitamine A. Le photon
provoque la transisomérisation du 11-cis-retinal en all-trans-rétinal qui est lié a une base de
Schift (liaison covalente) a la molécule d’opsine (récepteur a sept domaines transmembranaires
lié a une protéine G qui est la transducine). Ceci initie la cascade de la phototransduction au
sein du photorecepteur. Le all-trans-rétinal est deshydrogéné en all-trans-rétinol et transporté
dans I’épithélium pigmenté rétinien via la transporteur ATP-binding cassette, sub-family A4
(ABCA4). Dans I’épithélium pigmenté rétinien, il est transformé en all-trans-rétinyl ester et
ensuite transisomérisé en 11-cis-rétinyl ester par un complexe enzymatique comprenant la
Retinal pigment epithelium-specific 65 kDa protein (RPE65) puis transformé en 11-cis-rétinol
qui se lie a I’opsine dans le photorécepteur sous forme de 11-cis-rétinal. Le cycle de la vitamine

A (all-trans-rétinol) est compl

et.
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3. Le renouvellement des segments externes des photorécepteurs

La bicouche lipidique des segments externes des photorécepteurs est une membrane
extrémement fluide, ceci pour faciliter le changement de conformation des opsines lors de la
phototransduction. La fluidité de cette bicouche lipidigque lui est conférée par sa forte proportion
de lipides constitués d'acides gras polyinsaturés (AGPI). Chez les mammifeéres, l'acide
docosahexaénoique (DHA) qui est un acide gras oméga-3 essentiel, représente 80% des AGPI
du segment externe des photorécepteurs. Il faut noter que les photorécepteurs ne synthétisent
pas d’acides gras de novo mais leurs sont transmis via I’alimentation (Zhongjie et al., 2021). La
poly-insaturation est la présence de plusieurs doubles liaisons (C=C), chimiquement rigides.
Néanmoins, les liaisons C= C des AGPI sont flanquées de deux liaisons saturées (C-C) formant
un motif régulier d'une liaison non rotative (C=C) et de deux liaisons rotatives (C-C). Cette
disposition réduit I'énergie de rotation qui augmente la fluidité de la bicouche lipidique
(Antonny et al., 2015). C'est aussi une double liaison (C=C) du chromophore, le 11-cis-retinal,
qui est soumise a une isomérisation cis/trans. Les lipides du segment externe du photorécepteur
sont donc sujets a ce méme phénoméne d’oxydation (Leveillard and Sahel, 2017). Les acides
gras mono-insaturés et saturés sont beaucoup moins réactifs et ne participent généralement pas
a la peroxydation lipidique. Les espéces réactives de l'oxygéne (ERO) provoquent la
peroxydation des lipides des segments externes des photorécepteurs, une réaction en chaine
dans laquelle un ERO peut induire lI'oxydation d'un grand nombre de molécules lipidiques
contenant des acides gras poly-insaturés par des réactions en cascade (Catala, 2006). Les
hydroperoxides d'acides gras sont finalement décomposés en aldéhydes réactifs, tels que le 4-
hydroxy-2-nonénal (HNE) et le malondialdéhyde (MDA). Ces produits finaux de la
peroxydation lipidique endommagent les protéines en réagissant avec des groupements
chimiques de certains acides aminés comme les cystéines, les lysines et les histidines (Tanito
et al., 2005) (Figure 11A). La chaine latérale thiol nucléophile de la cystéine participe a de
nombreuses réactions enzymatiques et la formation irréversible d'adduits d’4-hydroxynonénal
(HNE) avec des protéines, ce qui est préjudiciable a la fonction des photorécepteurs(Kim et al.,
2015) (Figure 11B). Les photorécepteurs sont des neurones post-mitotiques qui ne se
régenerent pas, du moins chez les mammiféres (Locker et al., 2009). Les lipides endommagés
sont éliminés des photorécepteurs des vertébrés par phagocytose des disques par I'EPR. Ce

processus est régulé par I'norloge circadienne, de sorte que 10% du segment externe du
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Figure 11 : Peroxydation des lipides des segments externes. A. Structure chimique du 4-
hydroxy-2-nonénal (HNE). Le carbone en position C3 cible la modification de la cystéine. Le
groupe des aldéhydes cible les lysines et de I'histidines. B. Modification d'un résidu cystéine
(SH) dans une protéine par HNE par addition d’un groupe thiol en position C3. Adapté de
(Leveillard and Sahel, 2017)
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photorécepteur en batonnet est quotidiennement éliminé dans les phagosomes des cellules de
I’EPR. Les phagosomes sont déplacés de la membrane apicale vers la membrane basale ou les
protéines et les lipides sont dégradés (Kevany and Palczewski, 2010). Afin de maintenir sa
longueur, le segment externe du photorécepteur est renouvelé a partir de sa base au contact du
segment interne, un processus qui implique la synthése de protéines et de lipides dans le
segment interne du photorécepteur. Contrairement aux cones, les segments externes des
batonnets sont constitués d'un empilement de disques membranaires individualisés non reliés a
la membrane plasmique du segment interne. Par conséquent, les lipides sont transférés de la
membrane plasmique vers les disques alors que pour les cones, la membrane plasmide est en
continuité avec celles de leurs segments externes (Burgoyne et al., 2015; Chuang et al., 2007,
Volland et al., 2015)

Le renouvellement des segments externes des batonnets a été découvert par Richard W.
Young (Young, 1967). Dans les batonnets, la plupart des nouvelles protéines sont d'abord
concentrées a leur base, ou elles sont utilisées dans I'assemblage de nouvelles membranes de
disque. Aprés une seule injection de 3H-méthionine, Young a observé par autoradiographie, des
disques marqués se déplacant progressivement le long du segment externe en raison de la
formation continuelle de disques. Une observation similaire a été faite en utilisant des acides
gras marqués au tritium (Figure 12). Trés probablement, c'est ce mécanisme de phagocytose et
de renouvellement des disques qui a imposé le positionnement a l'envers des photorécepteurs
et de leurs segments externes dans la partie la plus distale de la rétine a partir de la lumiéere
incidente en contact avec I’EPR (Leveillard and Sahel, 2017).

4. La Choroide

Le renouvellement du segment externe des photorécepteurs dans la rétine des vertébrés
est énergétiqguement exigeant et biologiqguement complexe. Le systeme visuel se classe parmi
les systemes avec consommation importante d'énergie et la rétine a en particulier, un
métabolisme énergétique extrémement élevé. Les nutriments nécessaires au bon
fonctionnement du métabolisme énergétique de la rétine, le glucose, la vitamine A et les acides
gras sont apportés par le sang, or la rétine externe formée par les photorécepteurs est
avasculaire, contrairement a la rétine interne. En conséquence, les nutriments sont fournis aux

photorécepteurs par le flux sanguin choroidien, de I’autre c6té de I’EPR. Contrairement a la
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Figure 12 : Schématisation du renouvellement des segments externes des photorécepteurs.
Les segments les plus distaux du segment externe contenant les disques les plus anciens sont
donc retirés des photorécepteurs tandis que de nouveaux disques sont fabriqués a la base du
segment externe. Au fur et a mesure que de nouveaux disques se forment a la base des segments
externes, les anciens disques sont retirés par phagocytose, un processus qui prend environ 10
jours. (Géraldine Millet-Puel, Institut de la Vision avec le logiciel BioRender).
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plupart des vaisseaux vasculaires du corps, les arteres et les veines choroidiennes ne sont pas
paralléles (Figure 13A). La circulation choroidienne nourrit la choroide mais également I'EPR
et la rétine jusqu'a la membrane limitante externe (Ryan, 2006). La circulation choroidienne
présente l'un des taux de circulation sanguine les plus élevés du corps (Foulds, 1990) (Figure
13B). Pour étre plus précis, rapporté en gramme de tissu, la choroide a quatre fois plus de flux
sanguin que le cortex. La structure unique de la choroide est essentielle a son role de dissipation
thermique, mais également assure 1’apport des nutriments nécessaires a la rétine externe,

composée de photorécepteurs.

Les échanges entre la circulation sanguine et la rétine sont contrélés par la barriéere
hémato-rétinienne. Cette barriére est constituée de deux composantes ; I’endothélium vasculaire
situé en contact avec la rétine interne et composés de vaisseaux rétiniens entourés de péricytes
et ’EPR constituant la barriere entre la circulation et la rétine externe. Les jonctions
intercellulaires serrées (zonula occludens) sont les composantes les plus importantes de ces
barrieres, elles empéchent les substances extracellulaires de circuler entre les cellules et les
obligent a traverser la membrane cellulaire selon des mecanismes actifs et passifs trés sélectifs
(Figure 14) (Omri et al., 2010). Ces jonctions fournissent également une barriére semi-
perméable, empéchant la diffusion de métabolites tel que le lactate produit par les
photorécepteurs (Klipfel et al., 2021). Donc, pour atteindre la rétine externe, les métabolites
transportés dans les choriocapillaires doivent traverser la membrane de Bruch, I’EPR et circuler
dans l'espace inter-photorécepteur (EIP). L’EPR est donc de la plus haute importance car ¢’est
le tissu qui transfére activement et sélectivement les molécules vers et depuis la rétine externe

et constitue un écosysteme métabolique rétinien (Hurley, 2021).

Les molécules apportées par la choroide vers la rétine externe via I’EPR sont en premier
lieu I'oxygene et le glucose. L'énergie cellulaire est produite selon deux voies metaboliques
imbriquées, la glycolyse et la respiration mitochondriale. En terme de bilan énergétique, le
métabolisme oxydatif dans les mitochondries grace a I’apport d’oxygene 1'emporte de loin sur
celui du métabolisme glycolytique dans le cytosol, car une molécule de glucose ne produit que
2 molécules d'ATP par la glycolyse mais jusqu'a 36 molécules d'ATP par la respiration

mitochondriale. Une caractéristique unique des photorécepteurs est leur consommation en
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Figure 13 : A. Représentation de la circulation sanguine dans I’eil. Ryan S.J., (2017) B.
Microscopie €électronique a balayage d'un moulage en résine de la rétine et de la choroide pour
montrer la disparité considérable de taille qui existe entre les capillaires rétiniens et les
choriocapillaires sous-jacent. (Foulds, 1990).
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Figure 14 : Représentation schématique du complexe de jonction apicale (CJA) dans les
cellules épithéliales. La Zonula occludens comprend les jonctions serrées constituées par les
membres des protéines transmembranaires claudine, occludine et junction adhesion molecule

(JAM). Inspiré de (Omri et al., 2010).
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Especes Respiration Qo, QLO, QLN;
Formation de Formation de
lactate lactate
aérobique anaérobique
Rat -31 +45 +88
Lapin -27 +33 +37
Poulet Tres basse +109 +105
Pigeon -8 +183 +187
Grenouille -6 0 +18
(25°C) (Rana
escilenta)
Poisson (20°C) | -5.5 0.6 +15
(Leuciscus
rutilus)

Figure 15 : Respiration et glycolyse de la rétine. Les valeurs sont tirées de la littérature de
I’époque. La température est comprise entre 37°C et 40°C, excepté pour les températures
indiquées. Les Unités Q sont celles utilisées par Otto Warburg pl/mg de matiére seche (wt/h).
Krebs, H.A. (1927). (Leiner, 1938).
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glucose et ainsi le métabolisme du glucose par les photorécepteurs s’est donc trouvé mélé aux

premieres études sur le métabolisme cellulaire.

5. Le métabolisme des photorécepteurs

6.1. Premiére observation, I’effet Warburg

L’allemand Otto Heinrich Warburg (1883-1970), Docteur en chimie puis Docteur en
médecine, a été lauréat du Prix Nobel de physiologie ou médecine en 1931, pour sa découverte
de la nature, du mode et de 1’action de la respiration cellulaire enzymatique (Obituary, 1970).
Ce sont ses travaux sur le métabolisme des cellules cancéreuses qui lui auraient permis de
découvrir un mode particulier de métabolisme. 1l découvrit en 1923 que ces cellules produisent
une tres forte quantité d’acide lactique. Or, ’acide lactique est le résultat de la fermentation du
glucose, donc sans apport d’oxygéne. La glycolyse sans apport d’oxygene résulte en une
respiration cellulaire défectueuse illustrée notamment par une diminution de 1’oxydation du
succinate, de I’effet Pasteur et d’une respiration découplée. 1l se convainquit que la capacité a
obtenir de I’énergie par fermentation lactique de cellules a fort taux de prolifération cellulaire
était une caractéristique majeure des cellules cancéreuses. Warburg pensait avoir trouveé la cause
premiére du cancer et refusa d'accepter la théorie de la communauté scientifique selon lequel
ce n'était qu'un aspect de la malignité de la maladie. Il s'est tellement impliqué
émotionnellement qu'il a considéré comme ses «ennemis» personnels tous ceux qui

n'acceptaient pas sa théorie (Ghiretti, 1983).

Dans un article publié en 1925, Otto Warburg avait des difficultés a intégrer la glycolyse aérobie
de la rétine, qu’il a lui-méme observée, comme production de lactate a sa propre théorie de la
spécificité de cette voie métabolique pour les cellules tumorales et par extension aux cellules
qui proliferent (Warburg, 1925). Warburg soupgonnait que la production de lactate par la rétine
était due a des lésions tissulaires produites lors de la dissection (Urbano, 2021). Selon lui, la

rétine souffre dés que la circulation est interrompue lors de sa préparation, mais que dans
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Figure 16 : Otto Heinrich Warburg et Hans Adolf Krebs. A. Otto Heinrich Warburg (By
Bundesarchiv, Bild 102-12525 / Georg Pahl / CC-BY-SA 3.0, CC BY-SA 3.0 de. B. Hans Adolf
Krebs (National Portrait Gallery London).
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des conditions normales il n’y a en fait pas de production de lactate par la rétine. C’est 1’assistant
de Warburg a I'Institut Kaiser-Wilhelm de Berlin qui en perfectionnant le manometre développé
par Warburg pour ses études du métabolisme montra que taux de glycolyse de la rétine aviaire
est en fait le plus élevé parmi tous les tissus animaux testés (Krebs, 1927) (Figure 15). Hans
Adolf Krebs (prix Nobel, 1953) ne cita pas Otto Warburg lors de la publication de cette étude
et quand il fut plus tard interrogé sur le role de Warburg a I’origine de ce travail, Krebs répondit
que «si je ne l'avais pas mentionné, cela signifie qu'il ne l'avait pas réellement suggéré ». En
janvier 1933, Adolf Hitler fut élu chancelier d'Allemagne et I'antisémitisme latent qui couvait
d’ors et déja en Allemagne a été attisé et s’est enflammé par 1’intermédiaire des nazis. Otto
Warburg était protestant mais d'origine juive par son pére (Figure 16A). A ce titre, il aurait pu
étre, soit expulsé d'Allemagne, soit déporté dans les camps de concentration. Parce qu'Adolf
Hitler était particulierement préoccupé par le cancer et parce qu'il pensait que Warburg serait
le seul scientifique susceptible de lui trouver un traitement efficace du cancer, il donna des
instructions pour qu' Otto Warburg flt préservé de la déportation (Nickelsen, 2018; Paxton,
1972). En avril 1933, Hans Adolf Krebs (Figure 16B), du fait de ces origines juives, regu une
bréve lettre du doyen de sa faculté I'informant qu'il était immédiatement mis en congé. Une
semaine plus tard, il fut officiellement démis de ses fonctions, avec prise effet fin juin 1933. Il
fuit 1’ Allemagne avec sa famille pour échaper au régime nazi (Kornberg et Williamson, 1984)
et se réfugia a Cambridge. Pour ce qui concerne cet exposé, la période fut consacrée a éliminer
les aveugles plutdt qu’a les guérir. Sur une photographie de 1’époque (Figure 17), nous
reconnaissons aisément 1’ceil, les photorécepteurs, batonnets et cones, et des arbres
généalogiques de familles comportant des individus atteints de dégénérescence rétinienne
héréditaire. Mais les brassards portés par les assistants font craindre qu’il s’agisse d’éradiquer
la maladie par le meurtre. En 1972, alors que ’eau était alors passée sous les ponts, Krebs
faisait une déclaration qui semble englober le point de vue tardif de Warburg, décédé en 1970,
bien qu’il soit permis d’en douter, « Nous préférons considérer la rétine comme un cas a part,
et conclure que le métabolisme du glucose par la glycolyse aérobie qui sert a la prolifération
cellulaire peut aussi produire du lactate pour d’autres fins » (Krebs, 1972). Prolifération égale
glycolyse aérobie mais pas I’inverse. Il est clair que le phénoméne observé pour la rétine n’avait

pas trouvé d’explication a cette date.

Le métabolisme de la rétine des mammiferes a été largement étudié durant la période
suivante (Futterman and Kinoshita, 1959; Graymore, 1959). Bien que la rétine ait un taux de

respiration élevé, une grande partie du glucose utilisé est convertie en lactate
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Figure 17 : Etude chez les Nazis des cellules de la rétine et de la généalogie de familles

atteintes des maladies rétiniennes. (Mukherjee, 2016).

64



(Winkler et al., 1997a). L'importance de 1’apport de glucose dans la rétine a souleve la question
suivante : y a-t-il un role essentiel de I'adénosine-triphosphate (ATP) issu de la glycolyse dans
la fonction et la survie des photorécepteurs ? Cette question est restée sans réponse a cette
époque car il etait difficile de différencier la contribution respective dans la production d'ATP
de la glycolyse et de la phosphorylation oxydative mitochondriale. Néanmoins, les chercheurs
ont observé que la production de lactate de la rétine était similaire dans des conditions d’aérobie
et d’anaérobie, ce qui suggéra que la respiration mitochondriale qui repose sur 1’apport
d’oxygéne n’était pas le phénoméne dominant (Winkler, 1981). Le fait que le métabolisme de
la rétine soit réduit a moins de 50% dans une rétine dégénérée indiquait que le taux métabolique
dans les photorécepteurs est beaucoup plus élevé que celui des autres cellules de la rétine. Les
photorécepteurs sont résistants a une inhibition modérée de la respiration mitochondriale car la
glycolyse produit suffisamment d’ATP pour compenser convenablement la perte d'ATP produit
par 1’arrét de la respiration mitochondriale (Winkler et al., 1997b). La mesure de la glycolyse
aerobie a une longue histoire comme nous 1’avons vu plus haut (Warburg, 1925). S'il existe
toujours des problémes potentiels d'interprétation des phénomenes observeés in vitro par rapport
a la situation in vivo, il semble acquis que la production aérobie du lactate est une propriété
physiologiquement normale de la rétine (Winkler, 1989). In vitro, les cellules neurones rétiniens
et les cellules gliales de Muller produisent de lactate (Winkler et al., 2004). In vivo, tant que le
glucose est disponible, les neurones rétiniens utilisent le glucose plutét que le lactate que
produisent les cellules gliales (Winkler et al., 2000; Winkler et al., 2003; Xue et al., 2021). Fait
intéressant au regard des travaux historiques de Krebs, I'écureuil terrestre, une espéce dont la
rétine est dominée par les cones, produit un taux élevé de lactate (Winkler et al., 2008). Le
métabolisme du glucose produit également des espéces réactives de I'oxygéne (ERO) par la
fuite d’ions au niveau de la chaine respiratoire mitochondriale. La rétine vieillissante peut ainsi
étre atteinte par 1’oxydation, en particulier chez les patients souffrant de dégénérescence
maculaire liée a I'age (Winkler et al., 1999). C'est ainsi que la rétine possede un systeme
enzymatique qui maintient le glutathion (GSH) sous sa forme réduite, ce qui est essentiel a son
fonctionnement normal (Winkler and Giblin, 1983). Le faible niveau de GSH dans les segments
externes des batonnets et des cénes a conduit a I'nypothese selon lagquelle le renouvellement des
segments externes des photorécepteurs avait pour raison d’étre la régénération du pouvoir redox
du GSH (Winkler et al., 2008).
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Figure 18 : GLUTL1. A. Structure prédictive de GLUT1 issue du laboratoire d’Antony
Carruthers. B. Marquage immunohistochimique d’une rétine avec un anticorps anti-GLUT1 et
Peanut agglutinin (PNA), un marqueur des cones. Emmanuelle Clérin, Institut de la Vision.
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6.2. Le transport du glucose

La glycolyse est initiée par le transport du glucose du milieu extracellulaire vers le
cytoplasme par les transporteurs du glucose exprimés a la surface de la cellule. GLUT1
(SLC2A1) catalyse I'étape limitante dans l'approvisionnement des cellules de la rétine en
glucose, un carburant essentiel pour ces cellules dans les conditions normales (Xue et al., 2021).
L'absorption de glucose est catalysée par un transfert bidirectionnel de type facilité (ne
consommant pas d'énergie) du glucose a travers la membrane cellulaire par les transporteurs de
la famille GLUT dans le sens du gradient de concentration du glucose, de la plus élevée vers la
plus faible. Ce transport équilibré du glucose est souvent appelé diffusion facilitée car il est a
plusieurs niveaux beaucoup plus rapide que la diffusion du glucose a travers une bicouche
lipidique artificielle. GLUT1 est une glycoprotéine membranaire comprenant 12 domaines
transmembranaires (DT) avec un site unique de N-glycosylation (N45). GLUT1 a des
extrémités N-terminal et C-terminal cytoplasmiques, une longue boucle cytoplasmique reliant
les domaines transmembranaires 6 et 7, une longue extrémité C-terminale (Figure 18A).
Malgré son hydrophobicité, GLUT1 est accessible aux solvants aqueux. En effet, huit des douze
domaines transmembranaires de GLUT1 sont hydrophiles, ce qui suggere que GLUT1 présente
un canal central rempli d'eau par lequel le glucose transite. GLUTL1 est sans aucun doute l'une
des protéines de transport membranaire les plus étudiées. La structure, le mécanisme et la
cinétique de transport de cette protéine ont fait I'objet de plusieurs centaines d'études menées
au cours des derniéres décennies (Mueckler and Thorens, 2013). Malgré cette attention, et
méme si une structure tridimensionnelle a été récemment proposée sur la base de la structure
du cristal d'un homologue bactérien de GLUTL1 (Sun et al., 2012), la compréhension complete
de la facon dont cette protéine transporte le glucose a travers les bicouches lipidiques est
toujours a I'étude (Carruthers et al., 2009; Gonzalez-Resines et al., 2021; Lloyd et al., 2017;
Lloyd et al., 2018). Dans la rétine, la direction du flux du glucose n’est pas régulée par la
distribution cellulaire de son transporteur puisque GLUT1 est exprimé par toutes les types
cellulaires rétiniens, y compris ’EPR (Ait-Ali et al.,, 2015) (Figure 18B). Il existe
théoriquement trois maniéres d'accélérer I'absorption du glucose sans modifier son expression,
sa stabilité ou son transfert de GLUT1 a la surface cellulaire. Ce sont 1’échange accelére,

1I’oligomérisation ou la réversion de l'inhibition de I'ATP. 1) Le transport par échange accéléré
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Figure 19 : Glycolyse aérobie. Régulation negative et positive de la glycolyse. Régulation
négative au niveau de la triose phosphate isomérase (TPI) (Gruning et al., 2014). Régulation
négative au niveau de la pyruvate kinase M2 (PKM2) (Anastasiou et al., 2011). Régulation
négative au niveau de la glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase (GAPDH) (Hildebrandt
et al., 2015). Glc : glucose, G6P: glucose 6 phosphate, NADPH: Nicotinamide adénine
dinucléotide Phosphate forme réduite, GPI: glucose-6-phosphate isomérase, F6P: Fructose-6-
phosphate, PFK: phosphofructokinase, F16BP: fructose-1,6-biphosphate, ALDO: aldolase,
GAP: glycéraldehyde-3-phosphate, DHAP: dihydroxyacétone phosphate, GAPDH:
glyceraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase, PDG 1,3 diphosphoglycérate, 3PG: 3-
phosphoglycérate, PHGDH: D-3-phosphoglycérate déshydrogénase, PGM: phosphoglycérate
mutase, 2PG: 2-phospho-glycérate, ENO: énolase, PEP: phosphoénolpyruvate, PKM2:
pyruvate kinase isoforme 2, PYR: pyruvate, LDH: lactate déshydrogenase, LACT: lactate,
MCT1: Monocarboxylate transporter 1, ATP: adénosine triphosphate, ERO: especes réactives
de ’oxygene. (Géraldine Millet-Puel, Institut de la Vision).
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décrit I'effet stimulant que la présence de glucose du coté opposé ou trans de la membrane
exerce sur le transport du c6té cis. C'est pour cette raison que I'échange accéléré du glucose est
aussi appelé trans-accélération. Pour mettre en évidence I'échange accéléré, les cellules sont
d'abord incubées avec différentes concentrations de glucose, puis le transport de glucose
radiomarqué est mesuré pour chaque concentration de glucose extracellulaire. 2) Il a été proposé
que I'oligomérisation de GLUT1 soit régulée par des conditions redox (Carruthers et al., 2009).
Ces auteurs ont suggéré qu'en l'absence d'agent réducteur, GLUT1 est un tétramere et en
présence d'agent réducteur, un dimere. Une étude récente a proposé un modele basé sur des
preuves expérimentales pour laquelle GLUTL1 existe sous forme de monomeres contenant des
résidus de cystéine réduits et avec une vitesse initiale maximale (Vmax) faible, en équilibre
avec des tétraméres oxydés avec un Vmax élevé. Les tétrameéres sont composés de monomeres
complexés grace a des interactions non covalentes, stabilisés par un changement de
conformation induit par un pont disulfure intramoléculaire (S- oxydation). La formation de ce
pont est stimulé par les réactifs oxydant les groupes thiols (Kuipers et al., 2012; Salie et al.,
2012). 3) La réversion de l'inhibition de I'ATP provient du fait que la liaison intracellulaire de
I'ATP a GLUT1 favorise les changements globaux de la conformation GLUT1 dans le domaine
intracellulaire C-terminal et la grande boucle intra-cytoplasmique qui limite I'absorption du
glucose (Figure 18A) (Blodgett et al., 2007). Pour les cellules photoréceptrices, grandes
consommatrices de glucose, la concentration intracellulaire d'ATP doit étre faible pour que

I'inhibition par I'ATP du transport du glucose soit inopérante.

6.3. La glycolyse

L'étape suivante est une réaction irréversible : la conversion du glucose en glucose-6-
phosphate (G6P), catalysée par I'enzyme hexokinase nécessite I'ATP en tant que donneur d’un
groupe phosphoryle a haute énergie (Camacho et al., 2019) (Figure 19). La phosphorylation du
groupe hydroxyle en C6 du glucose donne un dérivé chargé négativement dont le groupe
phosphate sera utilisé pour produire de I'ATP a partir de I'adénosine diphosphate (ADP) plus
loin dans la glycolyse (Figure 20). La phosphorylation du glucose empéche également le
glucose de ressortir de la cellule. La réaction est régulée négativement par son produit, le G6P
qui inhibe I'nexokinase de maniere allostérique (Gregoriou et al., 1983). Dans les voies
métaboliques, les enzymes catalysant des réactions essentiellement irréversibles sont des paliers

de contrdle du flux métabolique. Dans la glycolyse, les réactions catalysées par I'nexokinase, la
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Figure 20 : Premiere étape de la glycolyse aérobie. Numérotation des carbones issus du
glucose. (Géraldine Millet-Puel, Institut de la Vision).
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phosphofructokinase et la pyruvate kinase sont quasiment irréversibles ; par consequent, ces
enzymes ont un role régulateur de la vitesse a laquelle la glycolyse opere. Leur activité est
régulée par la liaison réversible avec des effecteurs allostériques ou par des modifications
covalentes post-traductionnelles (Stryer et al., 2003). Alors que I'nexokinase est inhibée par le
G6P, la phosphofructokinase (PFK) est inhibée par le phosphoénolpyruvate (PEP), I’ATP et
activée par le fructose-2,6-biphosphate (F26BP) et I’AMP. La pyruvate kinase (PK) est inhibée
par I'ATP et activée par le fructose-1,6-biphosphate (F16BP). Un autre aspect du contrdle, est
le recyclage du nicotinamide adénine dinucléotide sous forme reduite (NADH) produit a partir
du NAD*, sa forme oxydée. Ce cycle comprend la production de NADH par la glycéraldéhyde-
3-phosphate déshydrogénase (GAPDH) et sa consommation par la lactate déshydrogénase
(LDH) dans le cas de la glycolyse aérobie, qui implique le métabolisme du pyruvate en lactate.
Il a été proposé que I'effet Warburg soit rendu nécessaire par le fait que le taux de NADH
produit par GAPDH ne soit pas entierement équilibré par la régénération du NAD" par LDH
(Dai et al., 2016). Néanmoins, a ce jour, et malgré de nombreuses études, lI'avantage éventuel
de la glycolyse aérobie est toujours un sujet ardemment débattu (Rigoulet et al., 2020). Comme
les cellules cancéreuses, les photorécepteurs expriment des niveaux prépondérants de I'isoforme
M2 de la pyruvate kinase (PKM2) et de l'isoforme A de LDH (LDHA) (Chinchore et al., 2017,
Rajala, 2020). Ces isoformes sont généralement associées a la glycolyse aérobie par les cellules
cancéreuses et par d'autres types cellulaires en prolifération. La plupart des cellules cancéreuses
métabolisent de grandes quantités de glucose sécrété ensuite sous forme de lactate, méme en
présence d'oxygéne. Ce métabolisme particulier est apparu a I'origine comme un gaspillage
étant donné la faible production d'ATP par la glycolyse par rapport a la phosphorylation
oxydative. La glycolyse aérobie produit principalement des métabolites glucidiques essentiels
a la prolifération cellulaire et est compensé par une augmentation spectaculaire de I'absorption
du glucose par les cellules cancéreuses. Ce phénomeéne est utilisé en clinique pour visualiser les
tumeurs par tomographie par émission du positons 2-fluoro-6-désoxyglucose. Des résultats
récents indiquent que pour les cellules cancéreuses, la redirection du glucose vers la glycolyse
aérobie n'est pas une conséquence de l'activation de proto-oncogénes ou de I'inactivation de
génes suppresseurs de tumeur mais la premiére étape d’une séries d’étapes dans la
tumorigenése. Ceci est illustré par le fait que l'inactivation de la protéine SIRT6, une
désacétylase dependante du NAD, entraine la transformation cellulaire en redirigeant le
métabolisme énergétique vers la glycolyse aérobie indépendamment de tout autre événement
génique (Lyssiotis and Cantley, 2012). La désacétylation de I'histone H3 par SIRT6 limite
I'expression des genes codant pour les enzymes glycolytiques. La suppression de SIRT6
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Figure 21 : Estimation du nombre de molécules de glycérophospholipide dans le disque le
plus proximal des segments externes des cones. A. Microscopie électronique a balayage
d’une rétine de primate. B. Estimation de 1’aire d’un disque de la partie la plus proximale du
segment externe d’un photorécepteur a cone. C. La bicouche lipidique d’un disque du segment
externe d’un cone. D. L'encombrement relatif des tétes des glycérophospholipides.
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augmente les niveaux d'histone H3 acétylée, ce qui entraine une augmentation de I'expression
de genes de la glycolyse aérobie. Cependant, la glycolyse aérobie n'est pas spécifique aux
cellules cancereuses. Dans le cas des cellules rétiniennes ne se divisant pas, et plus précisément
pour les photorécepteurs, la glycolyse aérobie fournit des métabolites glucidiques pour le
renouvellement de leurs segments externes (Chinchore et al., 2017; Leveillard, 2015). Le flux
de carbone est détourné de la glycolyse aérobie a un moment précis de la chaine de réactions
métaboliques et les six carbones du glucose ne sont donc pas entierement métabolisés en 2
molécules de lactate (3 carbones) de sorte qu'une proportion aujourd’hui inconnue d’atomes de
carbone est transférée du glucose aux phospholipides, via les triglycérides, pour former les
segments externes des photorécepteurs (Camacho et al., 2019). Pour des raisons qui ne sont que
partiellement connues, la glycolyse aérobie favorise la diversification a mi-parcours de la
réaction glycolytique a partir du glucose au niveau du dihydroxyacétone phosphate (DHAP).
Ce métabolite a 3 carbones est produit par I'aldolase (ALDO) par scission du F16BP contenant
6 carbones, (Figure 19). Le deuxiéme métabolite a 3 carbones produit par 1’aldolase est le
glycéraldyde-3-phosphate (GAP). La triose phosphate isomérase (TPI) convertit tres
efficacement la DHAP en GAP qui alimente la glycolyse en aval, mais une certaine proportion
de DHAP est convertie en glycérol-3-phosphate (G3P) par la glycérol-3-phosphate
déshydrogénase (G3PDH) dans des conditions qui restent a préciser. Le GAP est converti en
lactate et en CO; par la glycolyse aérobie et la phosphorylation oxydative (OXPHO), tandis
qu'une partie de la DHAP est utilisée pour produire du G3P, le précurseur du squelette glycérol
des phospholipides synthétises par la voie Kennedy qui lie le G3P aux acides gras. Ceci nous a
permis d’estimer le nombre de molécules de glycérophospholipide dans le disque le plus
proximal des segments externes des cones et donc que le nombre de molécules de glucose requis
est de 4.9 10° (Figure 21).

6.4. Le réle des acides gras

Il est largement admis que chez les mammiféres, les acides gras insaturés ne sont pas synthétisés
dans la rétine mais proviennent de I’alimentation et transmis par la circulation sanguine
(SanGiovanni and Chew, 2005). Les génes codant des enzymes clés pour la biosynthese de
novo des acides gras insaturés comme le précurseur de l'acide docosahexaénoique : DHA;
I'acide a-linolénique, sont absents dans les génomes des mammiféres, qui sont dépourvus de

génes codant des enzymes portant une activité de désaturation delta-12 et delta-15.
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Dans le réticulum endoplasmique, ces acides gras essentiels alimentaires, tels que a-linolénique
et autres précurseurs C18 sont désaturés (CC> C = C) par des desaturases d'acides gras (FADS1-
3) et allongés (ajout de 2 unités carbones) par des élongases d'acides gras a longue chaine
(ELOVL2 et ELOVLS5) pour produire du DHA (C3sHeO3) et d'autres AGPI, Acides Gras poly-
insaturés (Guillou et al., 2010). L'enzyme FADS2, liée a la membrane, est localisée dans le
réticulum endoplasmique ou elle catalyse la désaturation initiale d’acides gras C18 de I’EPR et
des cellules photoréceptrices (Lee et al., 2016; Simon et al., 2016; Wang and Anderson, 1993).
En réponse au stress oxydant ou pendant la phagocytose du segment externe des
photorécepteurs, les cellules de I’EPR convertissent le DHA en neuroprotectine D1 (NPD1),
une molécule d'acide gras qui inhibe I'apoptose (Bazan et al., 2010; Marcheselli et al., 2010).

Les photorécepteurs expriment également une élongase spécifique, ELOV4, qui est
responsable de la synthese d’AGPI a trés longue chaine (AGPI-TLC) (C28 a C40, le nombre de
carbones) qui sont enrichis dans la rétine et le sperme (McMahon and Kedzierski, 2010).
L'existence de mutations non-sens dans le géne ELOVL4 déclenchant une forme juvénile et
autosomique dominante de dégénérescence maculaire, la dystrophie maculaire de type
Stargardt (STGD3), caractérisée par une perte de vision centrale et périphérique a un age
précoce (deuxiéme décade de vie), a initié I'intérét pour les AGPI-TLC dans la rétine (Zhang et
al., 2001b). La protéine mutante a un effet dominant négatif sur la localisation d'ELOVL4 mais
également sur son activité enzymatique (Logan et al., 2013). Les AGPI-TLC rétiniens sont
incorporés a la phosphatidylcholine dans les membranes des segments externes des
photorécepteurs ou ils participent a la courbure du disque et a la fluidité de la membrane des
disques (Agbaga et al., 2008). De maniére surprenante, la suppression du géne Elovl4 dans les
cbnes chez la souris n'affecte pas leur fonction, ce qui suggere que la protéine mutante forme
des agrégats toxiques responsables des symptdmes cliniques ; une transmission dominante liée
a un gain de fonction (Bennett et al., 2014a; Kuny et al., 2015). La fonction des AGPI-TLC
dans les photorécepteurs est encore controversée mais il semble probable qu'ils jouent un réle
supplémentaire dans I'organisation de la connectivité synaptique entre les photorécepteurs et
les interneurones, les cellules bipolaires (Bennett et al., 2014b) plus récemment, il a été
démontré que les AGPI-TLC sont convertis enzymatiquement en composés « élovanoides » qui

semblent fournir des signaux paracrines qui favorisent la survie des
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Figure 22 : Transport des acides gras essentiels de la circulation sanguine vers les
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photorécepteurs et des neurones (Deak et al., 2019). Les acides gras essentiels, parmi lesquels
le DHA (CsHgO3) et l'acide a-linolénique (CigH3002) sont des molécules hydrophobes
transportées par I'albumine sérique du foie vers la face basale de I’EPR ou elles sont transférées
aux photorécepteurs du c6té apical (Figure 22). Deux molécules distinctes sont impliquées dans
le transport du DHA a travers le RPE, la protéine MFSD2A et le récepteur 1 de l'adiponectine
(ADIPOR1) (Nguyen et al., 2014; Rice et al., 2015; Wong et al., 2016). MFSD2A est un
transporteur typique a 12 domaines transmembranaires (Cater et al., 2021), tandis qu'ADIPOR1
est un récepteur atypique a 7 domaines transmembranaires de I'adiponectine, une hormone
essentielle sécrétée par les adipocytes qui régule le métabolisme du glucose et des acides gras.
L'adiponectine circule a des niveaux élevés dans le plasma humain, entre 5 et 30 mg/ml, ou elle
représente 0,01% des protéines plasmatiques totales (Diez and Iglesias, 2003). Les mécanismes
qui lient les deux protéines de transport sont inconnus mais il est remarquable que le DHA
augmente la sécrétion d'adiponectine suggérant ainsi que I'adiponectine, par son interaction
avec son récepteur ADIPOR1, régule le transport du DHA de la circulation vers I’EPR par le
transporteur MFSD2A (Cater et al., 2021; DeClercq et al., 2015). Les segments externes des
photorécepteurs sont raccourcis et désorganisés chez la souris Mfsd2a™, et chez la souris
Adiporl™ les photorécepteurs dégénérent (Osada et al., 2021). Le transport des acides gras
insolubles de la surface basale vers la surface apicale de I’EPR implique certainement des
interactions transitoires avec les protéines de liaison aux acides gras (PLAG) pour permettre la
translocation intracellulaire de molécules hydrophobes dans le cytosol aqueux et hydrophile.
On ne sait actuellement pas laquelle des 9 protéines PLAG transporte les acides gras a travers
I’EPR (Smathers and Petersen, 2011). Les acides gras essentiels, sous la forme de DHA, sont
récupérés a partir des membranes des disques apicaux des photorécepteurs et recyclés vers le
segment interne des photorécepteurs, puis réincorporés dans les phospholipides des segments
externes en renouvellement. Les acides gras recyclés sont transférés de I’EPR vers les
photorécepteurs a travers la matrice inter-photorécepteur (MIP), I'espace extracellulaire entre
les segments externes des photorécepteurs et I’EPR, et ceci en I'absence d'albumine. La protéine
de liaison des rétinoides RBP est la protéine la plus abondante dans la MIP et la seule liant les
acides gras (Gonzalez-Fernandez, 2003; Gonzalez-Fernandez and Ghosh, 2008). Les
chercheurs pensaient originellement qu’IRBP était le transporteur des rétinoides (11-cis-rétinal
et tout-trans-rétinol) entre I’EPR et les photorécepteurs, en plus de son rdle dans le cycle de la
vitamine A (Jacobson et al., 2015a), mais 1’étude du phénotype de la souris Irbp” a remis en

question cette hypothése (Arno et al., 2015). Le phénotype rétinien de la souris Irbp”- ressemble
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Figure 23 : Recyclage des acides gras saturés par les photorécepteurs. EPR : épithélium
pigmenté rétinien, AGS : acide gras saturés, HMGCS?2 : hydroxyméthylglutaryl-CoA synthase
mitochondriale, SLC16A1 : monocarboxylate transporter isoforme 1, E : acide glutamique.
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a celui des patients porteurs de mutations homozygotes non-sens dans le géne RBP3 codant
I'IRBP. L’absence d’IRBP conduit donc certainement a déficit de transport des acides gras entre
les cellules I’EPR et les photorécepteurs. Cela sera clarifié par de futures études. Comme
I'expression de MFSD2A par les photorécepteurs n'a pas été publiée, nous ne savons pas
actuellement comment les acides gras essentiels sont absorbés par les photorécepteurs, mais des
expériences de radio-marquage pulsé ont démontré que cela se produit effectivement, aussi bien
invitro qu’in vivo (Deturco et al., 1994). Afin d'étre incorporés dans les segments externes des
photorécepteurs en cours de renouvellement, les queues d'acide gras ou aliphatique non polaires
faisant partie du phospholipide amphiphile, doivent étre liées a une téte polaire dérivée du
glycérol-3-phosphate pour ce qui concerne les glycérophospholipides (Berg et al., 2002). Cela
se produit a la surface du réticulum endoplasmique dans le segment interne des photorécepteurs.
Le transport intracellulaire des acides gras s’effectue par la liaison aux protéines PLAG, dont
fatty acid binding protein 7 (FABP7) qui transporte les acides gras dans les photorécepteurs a
cbnes de la rétine de la souris (Saino-Saito et al., 2009). De maniere assez intéressante, une
fraction encore inconnue des acides gras saturés des segments externes des photorécepteurs est
recyclée pour fournir de I'énergie au lieu de composants structurels. Ces acides gras saturés sont
métabolisés dans les phagosomes des cellules I’EPR par I’HMG-coenzyme A (CoA)-synthase
2, mitochondriale (HMGCS?2) dont le niveau d’expression est extrémement élevé dans I’EPR.
HMGCS2 les métabolise en dérivés cétoniques (C=0), qui sont alors transformés
enzymatiquement en B-hydroxybutyrate par la voie de la -oxydation des acides gras (Adijanto
et al., 2014) (Figure 23). Le B-hydroxybutyrate est ensuite excrété par 1’isoforme 1 du
transporteur de monocarboxylates (MCT1, SLC16A1) dans le compartiment apical, vers les
photorécepteurs qui l'internalisent grace a isoforme 7 du transporteur de monocarboxylates
(MCT7, SLC16A6). Le B-hydroxybutyrate est oxydé par le cycle de de Krebs pour produire de
I'énergie (ATP) et du glutamate, un neurotransmetteur impliqué dans la transmission verticale
du signal des photorécepteurs aux cellules bipolaires (tom Dieck and Brandstatter, 2006). La
contribution de ce cycle a I'enrichissement des segments externes des photorécepteurs en AGPI

n’a pas été étudiée.

6.5. La synthése des phospholipides

Pour étre incorporés aux phospholipides, les acides gras sont activés sous forme
d'intermédiaires acyl-CoA et ensuite estérifiés avec du glycérol-3-phosphate, issu de la
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glycolyse, par la voie de Kennedy (Chauhan et al., 2016). Les phospholipides sont composés
de deux acides gras, une unité glycérol et un groupe phosphate. Le glycérol-3-phosphate (3
carbones) est synthétisé a partir du DHAP qui produit & partir d'une molécule de F16BP (6
carbones) par l'aldolase A une molécule de glycéraldéhyde-3-phosphate (3 Carbones) et une
molécule de DHAP (3 carbones) (Figure 24). L'acide phosphatidique est synthétisé en plusieurs
étapes a partir du glycérol-3-phosphate et de I'acyl-CoA gras pour produire du diacylglycérol,
tandis que son activation par les CDP-diacylglyceérol synthases (CDS1 ou CDS2) situées dans
le réticulum endoplasmique, grace a I'nydrolyse du CTP produit la CDP-choline ou la CDP-
éthanolamine. Ces molécules solubles en milieu aqueux sont associées au diacylglycérol
membranaire produisent ainsi la phosphatidylcholine ou la phosphatidyléthanolamine apres
hydrolyse du CDP en CMP

La derniere étape de la synthese des phospholipides se déroule sur la face cytoplasmique
du réticulum endoplasmique ou se trouve I'enzyme choline/éthanolamine phosphotransférase
(CEPT1) qui est liée a la membrane. Ceci produit une synthese asymétrique des phospholipides
vers la face cytoplasmique de la bicouche lipidique du réticulum endoplasmique. Les
phospholipides sont ensuite redistribués uniformément dans les deux couches par 1’action d’une
protéine flippases, non encore identifiée. Fait intéressant, dans la rétine, les opsines sont des
flippase phospholipidiques qui distribuent les phospholipides entre membranes des disques des
photorécepteurs, une activité distincte de leur fonction de détection de la lumiere (Goren et al.,
2014). Une seule molécule de rhodopsine fait basculer plus de 104 phospholipides par seconde
a travers la membrane lipidique. Il est possible qu'une protéine a sept domaines
transmembranaires encore non identifiée couplée a la protéine G fasse basculer les
phospholipides entre les deux couches du réticulum endoplasmique. Ces membranes ont des
propriétés physiques optimales pour le repliement des protéines avec plusieurs domaines
transmembranaires, comme c’est le cas pour les opsines lors de leur traduction par les
ribosomes au niveau du réticulum endoplasmique rugueux. Les phospholipides et les protéines
nouvellement synthétisees se déplacent ensemble a travers I'appareil cis-Golgi (qui dérive
directement du réticulum endoplasmique) vers I'appareil trans-Golgi et vers les vésicules de

transport post-Golgi (Drin, 2014).
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6.6. L’aiguillage du pyruvate

Revenons maintenant a la glycolyse aérobie. Dans le cytosol, le pyruvate est produit par
la glycolyse, qui génere deux molécules d'adenosine triphosphate (ATP) et deux molécules
réduites de nicotinamide adénine dinucléotide (NADH) par molécule de glucose. Le pyruvate
peut étre converti en lactate par la lactate déeshydrogénase A (LDHA) ou peut étre importé dans
les mitochondries pour étre oxydé en acétyl coenzymeA (acétyl-CoA) par le complexe pyruvate
déshydrogénase (PDC) qui alimente ensuite le cycle de Krebs (phosphorylation oxydative).
L'importation de pyruvate nécessite le passage a travers les deux membranes mitochondriales,
la membrane externe et la mitochondriale interne (Figure 25) (Zangari et al., 2020). Le
pyruvate traverse la membrane mitochondriale externe pour atteindre I'espace
intermembranaire, probablement a travers le grand canal anionique voltage-dépendant
(CAVD), relativement non spécifique. Il est ensuite transporté avec un proton a l'intérieur de la
mitochondrie par le transporteur de pyruvate mitochondrial (MPC). En 1971, la premiere
I’existence d'un transporteur spécifique pour le pyruvate a fait I'objet d'un débat animé.
L’identité du complexe MPC n'a été révélée qu'en 2012 (Schell and Rutter, 2013). En tant que
seul point d'entrée du pyruvate dans la matrice mitochondriale, le MPC joue un r6le crucial
dans la coordination des activités glycolytiques et mitochondriales. Le transporteur du pyruvate
mitochondrial importe le pyruvate avec un proton (H*) a travers la membrane interne
mitochondriale (Taylor, 2017). Dans la plupart des cellules de mammifeéres, ce transporteur est
composé d'un hétéromere de MPC1 et MPC2. Au niveau le plus simpliste pour le cas des
photorécepteurs, I'effet Warburg pourrait étre décrit comme une perte ou une diminution de la
fonction du MPC. Néanmoins, l'inhibition du transporteur du pyruvate mitochondrial par le
Zaprinast entraine une accumulation d'aspartate au détriment du glutamate dans la rétine, ce qui
démontre que le maintien des niveaux normaux d'acides aminés dans la rétine repose sur le
transport du pyruvate dans les mitochondries (Du et al., 2013). Une délétion spécifique dans la
rétine de Mpcl altere la fonction visuelle, diminue la viabilité des photorécepteurs et perturbe
la structure des photorécepteurs. Elle augmente aussi la consommation de corps cétoniques
produits par la B-oxydation des acides gras (Grenell et al., 2019). L'une des caracteristiques du
métabolisme cellulaire est sa plasticité, qui résulte de I'inter-connectivité entre différentes voies
métaboliques. La plasticité garantit que, lorsqu'une voie est interrompue de maniere transitoire
ou permanente en raison du manque d'un métabolite essentiel ou d'une enzyme ou d'un
transporteur clé, la cellule est capable de passer a une voie alternative pour compenser le défaut,

ce qui peut étre mis a profit pour la thérapie des dégenérescences rétiniennes héréditaires
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(Xue et al., 2021). L'acétylation de MPC1 sur les lysines K* et K*® inhibe son activité (Liang
et al., 2015). La protéine sirtuine 3 (SIRT3), une désacéetylase NAD-dépendante, présente dans
les mitochondries, catalyse la désacétylation de MPC1 ce qui restore sa fonction (Ahn et al.,
2008). La nicotinamide phosphoribosyltransférase (NAMPT), I'enzyme limitante de la voie de
biosynthése du NAD™ est essentielle pour la vision chez la souris (Lin et al., 2016) et les
mutations du gene NMNAT1 (nicotinamide nucleotide adenylyltransferase) provoquent chez
I’homme une forme sévére de dégénérescence rétinienne héréditaire, I'amaurose congenitale de
Leber (Koenekoop et al., 2012; Perrault et al., 2012). L'inactivation d'un autre membre de la
famille des sirtuines, SIRT6, augmente le métabolisme global et favorise la survie des
photorécepteurs a batonnets et préserve leurs segments externes (Zhang et al., 2016). L'activité
métabolique des sirtuines dépend de la concentration cellulaire de NAD* qui résulte de la
dynamique de sa production par la LDHA, de I'oxydation du NADH et de sa réduction par la
GAPDH en NADH. Il est théoriquement concevable que la glycolyse aérobie favorise la
fonction des sirtuines (Vaupel and Multhoff, 2021).

Une fois le pyruvate transporté dans la matrice mitochondriale interne, celui-ci est
métabolisé en acétyl-CoA par le complexe pyruvate déshydrogénase (PDH). Le PDH est
composé de trois enzymes et de cing coenzymes situées dans la membrane mitochondriale
interne (Figure 26A). Les actions successives de la pyruvate déshydrogénase, de la
dihydrolipoyl transacétylase et de la dihydrolipoyl déshydrogénase catalysent la réaction :
pyruvate + NAD* + CoA — acétyl-CoA + NADH + CO; + H*. L'activité PDC est régulée
principalement par des modifications post-traductionnelles apportées a ses sous-unités, y
compris la phosphorylation et la déphosphorylation de la sous-unité Elo de la pyruvate
déshydrogénase (PDH). Ces phosphorylations sont régulées par 1’antagonisme des kinases
pyruvate déshydrogénase kinase (PDK1-4) et des phosphatases pyruvate déshydrogénase
phosphatase (PDP1-2) (Park et al., 2018). La phosphorylation de PDH, stimulé par I'ATP,
inhibe l'activité enzymatique du complexe PDC, tandis que la déphosphorylation de la PDH,
stimulé par I'insuline, active le complexe PDC (Figure 26B). Le mutant aveugle noir du poisson

zebre porte une mutation dans la sous-unité E1f3 du complexe PDC (Maurer et al., 2010).
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6.7. Le cycle de Krebs

L’exploitation aérobie du glucose commence par 1’oxydation compléte des dérivés du
glucose en dioxyde de carbone (COz), cette oxydation s’effectue au cours du cycle de 1’acide
citrique dans la mitochondrie, ensemble de réactions connu aussi sous le nom de cycle de Krebs
(prix Nobel, 1953). Le cycle de I’acide citrique est la voie commune terminale d’oxydation des
molécules énergétiques : acides aminés, acides gras, et glucides. La plupart de ces derniéeres
entrent dans le cycle sous forme d’acétyl coenzyme A. Le cycle est également une importante
source de précurseurs de nombreuses molécules telles que les acides aminés, les bases
nucléotidiques (Figure 32A) et le cholestérol. Le cycle de Krebs participe dans la
transformation des molécules énergétiques en ATP, mais la fonction du cycle est de récolter

des électrons de haute énergie a partir de molécules énergétiques.

Le cycle de Krebs commence par la condensation de I’oxaloacétate (C4) et de I’acétyl CoA
(C2) pour donner du citrate (C6) qui s’isomérise en isocitrate (C6). La décarboxylation
oxydative de cet intermédiaire donne 1’a-cétoglutarate (C5). La deuxiéme molécule de dioxyde
de carbone vient de la réaction suivante dans laquelle 1I’a-cétoglutarate est décarboxylé en
condition oxydative en succinyl CoA (C4). La liaison thioester du succinyl CoA est clivée par
I’orthophosphate pour donner le succinate et simultanément un composé a haut potentiel de
transfert de groupe phosphoryle (-PO3s?) est créé sous forme de GTP. Le succinate est oxydé en
fumarate (C4) qui est ensuite hydraté pour former le malate (C4). Enfin, le malate est oxydé
pour régénérer I’oxaloacétate (C4) (Figure 27). Ainsi, deux atomes de carbone de 1’acétyl CoA
entrent dans le cycle et deux atomes de carbone quittent le cycle sous forme de CO2 dans les
décarboxylations successives catalysées par 1’isocitrate déshydrogénase et 1’o—cétoglutarate
déshydrogénase. Dans les quatre réactions d’oxydation-réductions du cycle, trois paires
d’électrons sont transférées au NAD™ et une paire au flavine adénine dinucléotide (FAD). Ces
transporteurs d’électrons réduits sont ensuite oxydés par la chaine de transport d’électrons pour
créer environ 9 molécules d’ATP. De plus, une molécule d’un composé ayant un haut potentiel
de transfert de groupe phosphoryle est directement formée dans le cycle de 1’acide citrique.
Ainsi, un total de dix molécules de composés possédant un haut potentiel de transfert de groupe
phosphoryle sont créées pour chaque fragment di-carboné complétement oxydé en H2O et en
COs..
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Lors du cycle de Krebs, I'isocitrate déshydrogénase (NAD-IDH) catalyse dans la matrice
mitochondriale la conversion de l'isocitrate en a-cétoglutarate alimentée par les changements
simultanés de NAD" en NADH (Figure 27). Le NADH produit est utilisé pour produire de
I'ATP. Il faut relever que les individus présentant des mutations homozygotes dans le gene
codant pour la sous-unité régulatrice p du NAD-IDH (IDH3pB) n'ont pas de problémes de sante,
a part une rétinite pigmentaire (Hartong et al., 2008). L'inactivation d'ldh3p chez la souris
déclenche une dégénérescence rétinienne (Findlay et al., 2018). Théoriquement, le manque
d'activite IDH3 peut étre compensé par une autre enzyme mitochondriale, I'isocitrate
déshydrogénase (NADP-ICDH), qui convertit également l'isocitrate en a-cétoglutarate, mais en
utilisant le cofacteur nicotinamide adénine dinucléotide phosphate sous forme oxydé (NADP™)
au lieu de NAD™ (Chidlow et al., 2019). Le NADP sous forme réduite (NADPH) produit par le
NADP-ICDH peut étre converti en NADH par l'action de la nicotinamide-nucléotide
transhydrogénase (NNT), qui est présente dans la membrane interne de la mitochondrie.
L'association entre les mutations qui causent la perte de fonction et la rétinite pigmentaire,
suggere que le NAD-IDH3 est essentiel pour un fonctionnement rétinien normal, ce qui peut

étre compenseé par le NADP-ICDH dans d'autres tissus.

6.8. La chaine respiratoire mitochondriale

Tout en remplissant la fonction métabolique de base de la production d'énergie, les
mitochondries sont des eléments essentiels dans un nombre actuellement croissant de fonctions
cellulaires, notamment I'homéostasie redox et la mort cellulaire programmée (Miller et al.,
2020). La chaine de transport d'électrons (CTE) se compose de quatre complexes (I-1V) qui
oxydent le nicotinamide adénine dinucléotide (NADH) et la flavine adénine dinucléotide
(FADH2) en NAD" et FAD™, respectivement (Figure 28). Grace a une série de réactions redox,
la CTE transfére des électrons vers I'oxygene moléculaire et H* dans I'espace intermembranaire.
Ce processus crée un gradient électrochimique transmembranaire, qui est utilisé par I'ATP
synthase (complexe V) pour la phosphorylation de I'adénosine diphosphate (ADP) en ATP. En
plus de la CTE, la phosphorylation oxydative (OXPHO) repose également sur l'ubiquinone
(coenzyme Q) et le cytochrome C, deux porteurs d'électrons mobiles qui transportent les
électrons entre les complexes de la chaine de transport d’électrons. Dans la plupart des tissus,
I'OXPHO est un processus étroitement couplé dans lequel I'oxydation du substrat est associée
a la synthese d'ATP avec une fuite d'environ 1% (0,1-4%), mais dans la rétine, les
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Figure 29 : Régulation du transporteur du glucose GLUT1 par la thioredoxin-interacting
protein (TXNIP). L’hyperglycémie active I’expression de TXNIP et celui-ci favorise

I’internalisation de GLUTT et ainsi diminue ’entrée du glucose dans les cellules.
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mitochondries sont moins couplées, permettant plus de fuite de protons a travers la membrane
interne, sans synthese d'ATP (Du et al., 2016). Les photorécepteurs utilisent plus de 75% de
I'oxygéne de la rétine et contiennent plus de 75% des mitochondries rétiniennes pour produire
de grandes quantités d’ATP par OXPHO, ce qui est nécessaire a la phototransduction (Country,
2017). Le taux de régénération rétinienne 11-cis est déterminé par la disponibilité d'ATP et du
NADPH.

L'hyperglycémie, correspondant a un exces de glucose, est I'élément causal a l'origine de
la pathogenese de la rétinopathie diabétique. Le stress oxydatif altere le métabolisme
mitochondrial. Des mitochondries altérées et dysfonctionnelles sont présentes dans la rétine des
patients diabétiques (Gong et al., 2021). Les mitochondries endommageées sont sélectivement
ciblées pour la dégradation lysosomale par la mitophagie, une forme spécialisée d'autophagie.
Leur dégradation réduit l'inflammation en éliminant les mitochondries endommagées, qui
peuvent induire des quantités élevées d’ERO intracellulaires. Cela se produit en partie en raison
de I'expression induite par I'nyperglycémie de la protéine Thioredoxin interacting protein
(TXNIP) qui interagie avec la thiorédoxine (TXN). TXNIP favorise l'internalisation du
transporteur de glucose GLUT1, limitant I'absorption cellulaire de glucose (Figure 29)
(Sullivan et al., 2018). Mais la TXNIP se lie a la thiorédoxine-1 cytosolique (TXN1) et a la
TXN2 mitochondriale et inhibent leur I'activité en réduisant leur pouvoir redox (Perrone et al.,
2010; Yoshihara, 2020). L'hyperglycémie induit I’expression de de TXNIP dans le systéme
vasculaire, les péricytes et le RPE, ce qui suggere la conservation de ce mécanisme pour

différent types cellulaires.

Le stress oxydant est régulé par les protéines de découplage (UCP), une famille de
protéines ainsi nommees pour leur capacité a découpler le transport d'électrons et la synthése
d'ATP (Hass and Barnstable, 2021). Les UCP réepondent aux dommages oxydatifs en
augmentant leurs niveaux d’expression et leur activité. Ces protéines diminuent la production
d’ERO par fuite de la mitochondrie en diminuant le gradient électrochimique, un processus
appelé découplage léger (Figure 30). Le lien entre UCP2 et le diabéte et I'obésité est bien connu
(Zhang et al., 2001a). Dans la rétine, le niveau d’expression et l'activite de la protéine UCP2
sont augmentés dans les cellules épithéliales rétiniennes cultivées dans un milieu riche en

glucose, ce qui peut indiquer une réponse compensatoire au stress oxydatif (Wang et al., 2019b).
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Figure 30 : Principaux composants de la chaine de transport d'électrons et leurs réles dans
la formation des ERO. A. Dans ce modele simplifié de la chaine de transport d'électrons, les
électrons sont soit dérivés de I'oxydation du NADH par le complexe | soit du succinate par le
complexe 1l. Ces électrons sont transportés a travers le complexe 111 et le complexe IV ou ils
alimentent la translocation des protons de la matrice mitochondriale vers I'espace
intermembranaire, avant d'étre finalement utilisés pour réduire I'O2 en H20 au niveau du
complexe IV. B. Si plus de NADH est fourni que le complexe I ne peut en oxyder, les électrons
de NADH interagiront avec Oz pour former une molécule de superoxyde (une forme d’ERO).
C. Le découplage, provoqué par une protéine de découplage, peut diminuer la production de
superoxydes par le NADH. D. Si plus de succinate est fourni en quantité supérieures a ce que
le complexe III ou IV peut transporter d’électrons, les électrons du succinate peuvent étre
transportés en sens inverse vers le complexe | par le biais du coenzyme Q10, substrat partagé
du complexe | et du complexe Il. Le transport inverse des électrons a travers le complexe |
aggrave encore la production de superoxydes. E. Le découplage médié par un une protéine de
découplage peut permettre aux complexes I, Il ou IV de transporter des électrons plus
rapidement dans la direction conventionnelle, empéchant le transport inverse d'électrons et
réduisant ainsi la production de superoxydes.
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Figure 31: L'interaction entre la glycolyse et la voie des pentoses phosphates. Glc : glucose,
G6P : glucose-6-phospate, FBP : fructose biphosphate, DHAP : dihydroxyacétone phosphate,
PEP : phosphoénolpyruvate, PYR : pyruvate, LACT : lactate, MPC : mitochondrial pyruvate
carrier, HK : hexokinase, GPI : glucose-6-phosphate isomérase, PFK : phosphofructokinase,
ALDO : aldolase, TPI : triose phosphate isomérase, PGK : phosphoglycérate kinase, PGM :
phosphoglycérate mutase, ENO : énolase, PKM : pyruvate kinase M, LDH : lactate
déshydrogénase, NADPH : nicotinamide adenine dinucléotide phosphate, Ru5P : ribulose-5-
phosphate, R5P : ribose-5-phosphate, G6PDH : glucose-6-phosphate déshydrogénase, 6PDG
6-phosphogluconate déshydrogénase, NTP : Non triose phosphate pathway.
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Plus de 90% de l'oxygéne cellulaire total est réduit en eau progressivement via des
transporteurs d'électrons de la chaine respiratoire mitochondriale (Nohl et al., 2005). A I'heure
actuelle, il est encore techniquement trop complexe d'identifier le complexe respiratoire ou

I’enzyme mitochondriale qui produit par fuite la part la plus importante d’ERO (Sanz, 2016).

6.9. La voie des pentoses phosphates

La voie des pentoses phosphates est 1’une des principales voies métaboliques a I’origine de la
synthése de nucléotides pour la synthése de I’ARN et de I’ADN et qui sont aussi utilise comme
cofacteurs de trés nombreuses réactions enzymatiques (Figure 31). Les premiéres étapes de
cette voie produisent aussi du NADPH qui est un élément essentiel du contréle du potentiel
redox de la cellule. La chaine respiratoire mitochondriale produit I’ATP qui est utilisé dans
toute une seérie de réactions cellulaires essentielles mais produits par fuite des ERO qui
perturbent la cellule, celle-ci réagit en dérivant le flux de glycolyse vers la voie des pentoses
phosphates (Leveillard and Sahel, 2017). Dans le systéme nerveux central, les thiols des
cystéines nucléophiles peuvent étre oxydés en des dérivés réversibles telles que la S-
sulfénylation (SOH), la S-nitrosylation (SNO), la S-glutathionylation (SSG), le disulfure (SS),
la S-sulfhydratation (SSH) et la S-sulfinylation (SO2H) ou encore en dérivés irréversibles, telles
que la S-sulfonylation (SO3H) (Ren et al., 2017). En réponse au stress oxydant, le métabolisme

du glucose est détourné de la glycolyse vers la production de NADPH (Patra and Hay, 2014).

La glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase (GAPDH) comprend une cystéine
catalytique strictement conservée, qui est sensible a une variété de modifications thiol, y
compris la S-glutathionylation (SSG) inhibitrice mais réversible (Hildebrandt et al., 2015). Les
ERO oxydent la cystéine catalytique (C*°?), ce qui entraine la perte de I'activité catalytique et
I’arrét de la glycolyse. L'oxydation C°2 est régulée par la liaison au NAD* (Baker et al., 2014).
Les ERO réagissent avec C2, conduisant & la formation d'un acide cystéine sulfénique (SOH),
qui peut encore réagir, par exemple avec la forme réduite du glutathion (GSH) conduisant a la
S-glutathionylation (SSG). La réactivité exceptionnelle de C*? a l'oxydation par les ERO fait
de la GAPDH la cible principale de la perturbation de la glycolyse par les ERO. La GAPDH
est un homo-tétramere de 150 kDa dans des conditions physiologiques mais I'oxydation des
cystéines dans le site catalytique entraine la rupture de ce tétramére en monomeres de GAPDH

de 36 kDa (Park et al., 2009). Des analyses globales du protéome redox ont démontré que la
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C™2 catalytique de la GAPDH est le résidu quantitativement le plus permissif a I'oxydation des
groupements thiols (Tossounian et al., 2020).

Les cellules microgliales jouent un réle clé dans le maintien de I'hnoméostasie cérébrale et
jouent un réle dans le soutien et la protection des tissues nerveux, mais si le stimulus
inflammatoire persiste, elles peuvent secréter des radicaux libres qui peuvent attaquer les
neurones. L'oxyde nitrique synthase (NOS2/i-NOS) métabolise I'arginine en oxyde nitrique
(NO) ainsi que la citrulline, réutilisée pour la synthése du NO via le cycle citrulline-NO
(Leveillard et al., 2019). Le NO est une molécule hautement réactive qui diffuse librement a
travers les membranes et peut étre métabolisé en espéces réactives de 1’azote (ERA) qui oxydent
les protéines synaptiques par S-nitrosylation (Nakamura et al., 2021). Des niveaux accrus de
NO conduisent & une S-nitrosylation de la C* de GAPDH. La GAPDH S-nitrosylée
(GAPDHSNO) se lie a SIAHL, une protéine ligase E3-ubiquitine, ce qui stabilise SIAH1 qui
est transféré avec GAPDHSNO dans le noyau (Hildebrandt et al., 2015). La translocation
nucléaire du complexe GAPDHSNO-SIAH1 déclenche 1’apoptose, contribuant a la mort
neuronale (Hara et al., 2005; Sawa et al., 1997). Dans la rétine des souris rd1 sans batonnets, le
NO produit par les cellules microgliales activées pourrait S-nitrosyler la GAPDH dans les cénes
survivants en plus des effets négatifs sur les cones des cytokines inflammatoires (Conart et al.,
2020; Eandi et al., 2016). Ce scénario pourrait expliquer le bénéfice des traitements anti-
inflammatoires pour des modéles murins de rétinite pigmentaire (Wang et al., 2020; Wang et
al., 2019a).

La pyruvate kinase M (PKM) a deux isoformes d'épissage, PKM1 et PKM2, qui sont produites
a partir d'un épissage alternatif de pré-ARNm de PKM par I'inclusion mutuellement exclusif de
I'exon 9 (PKM1) ou de l'exon 10 (PKM2)) (Masaki et al., 2020). L’enzyme PKM2 est
essentielle pour le maintien des photorécepteurs, a la fois pour les batonnets et les cones (Rajala
et al., 2018a; Rajala et al., 2018b). L'oxydation du PKM a la cystéine 358 (C3%) inhibe la
production de pyruvate et entraine I'accumulation de phosphoénolpyruvate (PEP) (Anastasiou
etal., 2011). Le PEP, un inhibiteur allostérique de la triose phosphate isomérase (TPI) (Figure
19), interrompt la glycolyse, ce qui produit une élévation de la concentration intracellulaire de
glucose-6-phosphate (G6P). Le G6P, produit par I'action des hexokinases sur le glucose entré
dans la cellule via des transporteurs de glucose, est détourné pour produire du ribulose-5-
phosphate (Ru5P) via la partie oxydative de la voie des pentoses phosphates. Ce sont les étapes

enzymatiques catalysées par la glucose-6-phosphate déshydrogénase (G6PDH) et la 6-
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phosphogluconate deéshydrogénase (6PGD), cette derniere, produisant également du CO>
(Figure 31). La G6PDH et la 6PGD utilisent toutes deux le NADP* comme cofacteur qui est
réduit en NADPH par la reaction. Les électrons dérivés du NADPH sont transférés aux
systemes redox des thiorédoxines réductases (TXNRD1-3) et de la glutathion réductase (GSR)
afin neutraliser les ERO et pour réduire les protéines S-oxydées. Ainsi, les machineries
antioxydantes cellulaires sont maintenues avec I'énergie fournie par le catabolisme du glucose
via le transport d'électrons médié par le NADPH (Oka et al., 2012). L'activité de la GGPDH est
régulée par le rapport NADP*/NADPH : le NADPH inhibe son activité, tandis que le NADP*
est nécessaire a, son activité via son effet sur sa conformation (Patra and Hay, 2014). Un flux
accru de glucose a travers les voies des pentoses phosphates a une fonction neuroprotectrice
(Schubert, 2005). Dans la partie non oxydante suivante de la voie des pentoses phosphates,
Ru5P est converti en ribose-5-phosphate (Ri5P) par la ribulose-5-phosphate isomérase (RPIA).
R5P peut réintégrer la voie glycolytique dans un cycle ou il est converti en fructose-6-phosphate
(F6P) ou en glycéraldéhyde-3-phosphate (G3P) (Bouzier-Sore and Bolanos, 2015). La
conversion du G6P en Ru5P produit deux moles de NADPH et une de CO; de sorte que dans
des conditions de stress oxydant excessif nécessitant une quantité maximale de NADPH, le G6P
est completement oxydé en CO- en six cycles complets. L'oxydation compléte du glucose par
les cellules en CO; est certainement préjudiciable & I'organisme. Cependant, dans des conditions
non pathologiques, le pouvoir redox produit via le NADPH équilibre I'effet négatif de
I'oxydation des enzymes glycolytiques telles que GAPDH et PKM et restaure 1’homéostasie

redox, libérant la voie glycolytique.

6.10. La voie des ribonucléotides

Les ribonucléotides pyrimidiques, 1’uridine triphosphate (UTP) et la cytosine triphosphate
(CTP) sont synthetisés de novo dans des cellules humaines a partir d'acides aminés non-
essentiels, I'acide aspartique (D) et la glutamine (Q) qui sont combinés au bicarbonate (HCO3)
par cing réactions consécutives conduisant a I'uridine monophosphate (UMP), et ensuite
transformé en UTP, le précurseur de la cytosine monophosphate (CMP) et de la CTP (Berg et
al., 2002; Rao and Cotlier, 1984) (Figure 32A). L'acide aspartique (D) est synthétisé dans les
photorécepteurs a partir du glucose via la glycolyse et le cycle de Krebs pour son squelette

carboné et a partir d'un autre acide aminé non-essentiel, I'acide glutamique (E) pour son ion
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Figure 32 : Synthese de novo des ribonucléotides. A. Synthese des ribonucléotides
pyrimidiques. UMP : uridine monophosphate, UTP : uridine triphosphate et CTP : cytidine
triphosphate. B. Synthese des ribonucléotides purigques. Vit. B9 : vitamine B9, IMP : inosinate
monophosphate, AMP adénosine monophosphate, ATP : adénosine triphosphate, XMP :
xanthosine-5'-phosphate, GMP : guanosine monophosphate, GTP : guanosine triphosphate,

IMPDHL1 : IMP déshydrogéenase 1.
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ammonium NH.* (Voaden and Morjaria, 1980). Le CTP est également essentiel pour la
synthése des phospholipides. Les ribonucléotides puriques le guanosine triphosphate (GTP) et
I’adénosine triphosphate (ATP) sont synthétises de novo a partir de trois acides aminés non
essentiels, la glycine (G), lI'acide glutamique (E) et I'acide aspartique (D) impliqués dans la
synthese du cycle imidazole dans le précurseur purigue. L'inosinate monophosphate (IMP) est
ensuite métabolisé en adénosine monophosphate (AMP) et en guanosine monophosphate
(GMP) (Figure 32B). Ces acides aminés sont aussi des précurseurs des voies métaboliques et
des neurotransmetteurs essentiels aux fonctions rétiniennes (Kalloniatis et al., 2013). La
production de GMP implique une déshydrogénation par IMP en xanthosine-5'-phosphate
(XMP) par des IMP déshydrogénases tétrameres (IMPDHL1 ou 2), I'étape limitant la vitesse de
la synthese de novo des nucléotides de guanine. La preuve que les photorécepteurs synthétisent
le GMP par la voie de novo provient de la génétique. Des mutations autosomiques dominantes
du géne IMPDH1 provoquent une dégénérescence des photorécepteurs a batonnets chez les
patients souffrant de la rétinite pigmentaire 10 (RP10) (Kennan et al., 2002). Les enzymes
mutantes sont sujettes a l'agrégation, ce qui pourrait provoquer une dégénérescence des
photorécepteurs via l'accumulation de protéines insolubles. Alternativement, la protéine
mutante semble exercer un effet transdominant sur I'activité enzymatique de la copie normale
de la protéine IMPDH1 en imposant sa conformation aberrante au tétramére IMPDH1 (Wang
et al., 2011). La comparaison de I'expression rétinienne d'Impdhl & celle de Hprtl plaide en
faveur d'une synthese de novo de GMP par des photorécepteurs a batonnets (Aherne et al.,
2004). GDP et ADP sont synthétisés par des guanylate et adénylate kinases. Le GTP est produit
par le cycle de Krebs et I'ATP principalement par I'ATP synthase de la chaine respiratoire

mitochondriale, mais aussi par la glycolyse.

Les ribonucléotides peuvent alternativement étre produits par une voie de récupération a partir
de précurseurs nucléosidiques (uridine, cytidine, guanosine et adénosine) issus du
renouvellement des acides nucléiques ou méme de I'alimentation, par une série de réactions
impliquant I'hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransférase (HPRT) dans le cas du recyclage
du GMP. Les nucléosides sont des molécules hydrophiles et nécessitent des transporteurs de la
famille solute carrier (SLC) pour pénétrer dans les cellules. Deux familles de transporteurs
membranaires ont été identifiées qui transportent les nucléosides puriques et pyrimidiques, les
transporteurs equilibrants de nucléosides (TEN) ; SLC29A1 et SLC29A2 et les transporteurs
concentrés de nucléosides (TCN) ; SLC28A1, SLC28A2 et SLC28A3. Les membres des deux
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familles transportent des nucléosides purines et pyrimidiques mais ils different principalement
par leur mode d'action. Les TEN (11 domaines transmembranaires) sont des transporteurs
facilités qui facilitent le transport le long du gradient de concentration de nucléosides et les
TCN sont des transporteurs a couplage ionique (13 domaines transmembranaires), ils
transportent activement les nucléosides en y couplant un gradient de sodium dirigé vers
I'intérieur (Baldwin et al., 2004; Gray et al., 2004). SLC29A1 est localisé a la membrane apicale
et travaille de concert avec les TENSs, localisés aux membranes basolatérale de I'épithélium,
pour assister le flux nucléosidique transépithélial. L'expression de Slc29al (transportant des
purines et des pyrimidines) par I’EPR de rat est induit par la présence de son ADN
complémentaire (ADNc) dans une banque d'expression construite & partir de tissu RPE adulte
(Kole et al., 2016), tandis que I'expression de Slc29a2 (transportant purines et pyrimidines) a
une expression de type rhodopsine dans la rétine de souris (Ait-Ali et al., 2015). Ces
observations suggerent que les photorécepteurs sont capables d'utiliser des nucléosides
circulants transportés a travers I’EPR via des transporteurs de nucléosides facilités pour
synthétiser des ribo- et désoxyribonucléotides.

6.11. La réversion de ’oxydation par les systémes des thiorédoxines et des
glutarédoxines

Le pouvoir redox du systeme thiorédoxine (thiorédoxines, comme RdCVFL,
thiorédoxine réductase (TXNRD) et NADPH), et du systeme glutathion (GSH) (GSH,
glutathion réductase et NADPH) repose tous les deux sur le métabolisme du glucose par la voie
des pentoses phosphates (Leveillard and Ait-Ali, 2017; Leveillard and Sahel, 2017). Selon la
theorie du vieillissement des radicaux libres, proposée pour la premiere fois par Harman en
1956 (Harman, 1956), les radicaux libres (ERO) sont produits en continu dans la cellule en tant
que produit du systéme aérobie et produisent des dommages oxydatifs pendant le vieillissement
(Bokov et al., 2004). La restriction calorique, qui abaisse le metabolisme du glucose, est le seul
schéma sans équivoque efficace pour prolonger considérablement la durée de vie de la plupart
des organismes et est connue pour augmenter la résistance a divers stress oxydatifs chez de
nombreux animaux (Finkel, 2015). Les espéces azotées réactives (ERA) sont produites lorsque
I'ion superoxyde O™ réagit avec l'oxyde nitrique (NO) produit par les NO synthases (NOS1-3).
Afin de contrecarrer les dommages des macromolécules par les ERO et les ERA, des conditions

d'oxydoréduction appropriées ou pouvoir redox, doivent étre maintenues dans I'environnement
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intracellulaire. Par conséquent, les organismes aérobies ont développé plusieurs systéemes
antioxydants. Des molécules antioxydantes telles que I'acide urique, le glutathion (GSH) et les
vitamines C et E éliminent les ERO et les ERA pour prévenir les dommages oxydatifs. Les
enzymes antioxydantes détoxifient les ERO/ERA, en composés chimiquement moins réactifs.
Paradoxalement, le rdle protecteur des antioxydants a été remis en cause par I'observation selon
laquelle chez I'homme les antioxydants empéchent les effets bénéfiques pour la santé de

I'exercice physique (Ristow et al., 2009).

Alternativement, les enzymes réparatrices réduisent les groupes oxydés dans les
macromolécules. Il est important de noter que I'oxydation réversible du groupe thiol dans les
cysteéines et les méthionines est le rationnel de la signalisation redox (Pillay et al., 2016). La
cystéine est un acide aminé rarement utilisé qui représente environ 2% des acides aminés dans
les protéines eucaryotes. Les ERO et les ERA peuvent induire des signaux redox au moyen de
modifications oxydatives des cystéines et méthionines. Le gros atome de soufre polarisable
dans un groupe thiol est riche en électrons et hautement nucléophile. Par conséquent, les
cystéines peuvent subir une large gamme de réactions chimiques déja décrites plus haut et
méme étre S-thiolé en CS-SG (Kim et al., 2015). Les modifications de I'acide sulfonique, la
forme la plus oxydée du groupe thiol, sont irréversibles et sont donc des dommages délétéres,
tout comme les adduits 4-hydroxy-2-nonénal (HNE) (Chung et al., 2013). Les cystéines
différent dans leurs propriétés de réactivité en fonction du microenvironnement de la protéine,
et toutes les cystéines ne sont pas sensibles aux oxydations. La plupart de ces oxydations sont
réversibles par une réduction catalysée par des oxydoréductases, telles que les thiorédoxines
(TXN1 et 2), les glutarédoxines (GLRX1-3 et 5) et la sulfirédoxine (SRXN1) pour la S-
sulfinylation (SO2H). Le prototype des thiorédoxines, TXN1, est une protéine de 12 kDa avec
un groupe disulfure/dithiol conservé actif redox C*?GPC* (Figure 33A). TXN1 réduit catalyse
la réduction des liaisons disulfure dans de nombreuses protéines, et la TXNL1 oxydé est réduit
de maniére réversible par I'action des thiorédoxines réductases (TXNRD1-3) et du NADPH
(Holmgren, 1985). De plus, TXN est aussi secréete par les cellules par un mécanisme jusqu'alors
inconnu qui ne dépend pas d'un peptide signal (Rubartelli et al., 1992). Les souris transgéniques
surexprimant TXN1 humain ont une augmentation statistiquement significative de la durée de
vie (Mitsui et al., 2002).

Dans la cellule les conditions oxydantes provoquent la formation de groupements
disulfures hétérologues sans recours a une enzyme entre les protéines et le glutathion (GSH),

I'un des tampons thiols les plus courants et les plus importants dans la cellule. Le GSH réduit
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Figure 33 : Systéeme de réduction de cystéines et méthionines. A. Mode d’action des
thiorédoxines, TXN : thiorédoxine B. Déglutathionylation d’une protéine par la glutarédoxine,
GLRX : glutarédoxine, SG : Glutathion oxydé C. Oxydation des méthionines par le stress
oxydatif. L'oxydation de la méthionine (Met-SO) produit un mélange racémique de deux stéréo-
isomeres, la méthionine S-sulfoxyde et la méthionine R-sulfoxyde, en raison de I'asymétrie de
I'atome de soufre, MSR : méthionine sulfoxyde réductase D. Mode d’action des méthionine
sulfoxyde réductases et recyclage grace a la thiorédoxine et la glutarédoxine. MSRA :

méthionine sulfoxyde réductase A, TXN : thiorédoxine, GLRX : glutarédoxine, GSH :
glutathion.
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est oxydé en GSSG ou en protéine-S-SG (xS-SG). Cette réaction est appelée S-
glutathionylation (Grek et al., 2013). La S-glutathionylation est une protection des thiols
protéiques dans des conditions oxydantes, car elle est réversible (Herrero and de la Torre-Ruiz,
2007). La S-glutathionylation empéche I'oxydation sequentielle des groupes thiol en acides
sulfénique, sulfénique et sulfonique, ce dernier étant irréversible et donc la protéine est
irrémédiablement endommagée (Xiong et al., 2011). Lorsque les conditions sont réunies, la
déglutathionylation, la réduction de xS-SG est catalysée par les glutarédoxines (GLRX) via une
réaction de monothiol qui ne dépend que du résidu cystéine du site actif N-terminal (Figure
33B). Le GSSG est réduit par la glutathion réductase mitochondriale (GSR). La GSR nécessite
de la riboflavine (vitamine B2) sous la forme coenzyme flavine adénine dinucléotide (FAD)
pour effectuer la réduction du GSH : FADH; + GSSG > FAD + GSH (Ashoori and
Saedisomeolia, 2014).

La méthionine est également sensible a I'oxydation non enzymatique par les ERO. Le sulfoxyde
de méthionine (Met-SO) peut étre encore oxydé en sulfone (Met-SO2) par une oxydation
irréversible. L'oxydation de la méthionine (Met-SO) produit un mélange racémique de deux
stéréo-isomeres, la méthionine S-sulfoxyde et la méthionine R-sulfoxyde, en raison de
I'asymétrie de I'atome de soufre (Figure 33C). Cette oxydation réduite par les méthionine
sulfoxyde réductases : MSRA et MSRB1-3, respectivement la plupart des MSR possédent deux
résidus cystéine (2-Cys-MSR), une cystéine catalytique et une cystéine de recyclage. Pour
MSRA et MSRB, la cystéine catalytique du MSR attaque d'abord I'atome de soufre de Met-SO
dans une réaction nucléophile. La cystéine catalytique forme une liaison disulfure avec la
cystéine de recyclage, le MSR est oxydé et Met-SO est réduit en méthionine dans la réaction
(Figure 33D). Le recyclage des MSR implique les TXN ou les GLRX.

Les désoxyribonucléotides sont tous fabriqués a partir d'un précurseur de
ribonucléotides par I'action de la ribonucléotide réductase (RNR), un tétrameére de deux sous-
unités, R1 et R2 (Gesteland et al., 2006) (Figure 34A). Au cours de la catalyse de la
ribonucléotide réductase, un radical cystéinyl, nécessaire a I'extraction de I'nydrogéne au niveau
du substrat de ribose C3', est formé. Aprés I'achevement d'un cycle, une liaison disulfure a été
formée entre la paire de cystéine conservée au site actif de R1 qui est transférée a un dithiol C-
terminal, par échange de liaison disulfure. Ensuite, la liaison disulfure résultante a la queue C-
terminale est réduite par les systemes thiorédoxine (TXN) / glutarédoxine (GLRX) résultant en
un R1 actif pour continuer le prochain cycle de catalyse RNR (Sengupta and Holmgren, 2014)
(Figure 34B) .
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Figure 34 : Production de déoxyribonucléotide par la ribonucléotide réductase. A.
Structure chimique d’un ribose et 2’Déoxyribose. B. Catalyse et recyclage de la ribonucléotide
réductase. RNR : ribonucléotide réductase, NTP : ribonucléotide triphosphate, dNTP :
déoxyribonucléotide triphosphate, TXN : thiorédoxine, GLRX : glutarédoxine et GSH :
glutathione.
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Ainsi, la réduction des ribonucléotides, I'étape limitante de la synthese de I'ADN, dépend
du pouvoir réducteur fourni par le NADPH réduit aux les enzymes TXN et GLRX. En tant que
neurones post-mitotiques, les photorécepteurs ne répliquent pas leur génome mais I'exposent a
un microenvironnement hautement oxydant qui endommage I'ADN (Cortina et al., 2003; Menu
dit Huart et al., 2004). Des mutations dans les enzymes de réparation de I'ADN provoquent la
dégénérescence des photorécepteurs (Jaarsma et al., 2013). Par exemple, le syndrome de
Cockayne, une maladie rare de la réparation de I'ADN, provient de mutations autosomiques
récessives des genes CSA ou CSB codant les enzymes de la voie de réparation par excision des
nucléotides. Cette voie de réparation de I'ADN est impliquée dans I'élimination des lésions de
I'ADN du génome, y compris les liaisons induites par les UV entre les pyrimidines adjacentes.
La souris Csb™™ un modéle du syndrome de Cockayne, subit une perte progressive des
photorécepteurs en vieillissant. Ceci implique préférentiellement les batonnets, les cones étant
épargnés, en accord avec le fait que les dommages induits par la lumiere affectent

principalement les batonnets (Elachouri et al., 2015; Gorgels et al., 2007).

6.12. La voie de biosynthése des hexosamines

La O-N-acétylglucosaminylation (O-GIcNAcylation) est une modification post-
traductionnelle réversible qui contrdle ’activité, la localisation ou la stabilité des protéines en
réponse a I’environnement nutritionnel de la cellule. Elle correspond a 1’addition de N-
acétyglucosamine sur des résidus sérine ou thréonine des protéines. (Collins and Chatham,
2020). La modification de la O-GIcNAcylation est induite dans diverses conditions de stress
cellulaire, comme par exemple I'hyperglycémie (Gurel and Sheibani, 2018). Cette modification
réversible dépend de la disponibilité du glucose et constitue un mecanisme par lequel les
activités cellulaires sont regulées en fonction de I’apport de nutriments. La O-GIcNAcylation
est le produit final de la voie de biosynthése de I'nexosamine (HBP) une branche de la glycolyse.
Seuls 2 a 3% du fructose-6-P entrent dans la HBP, 97 a 98% dans la glycolyse. La HBP
nécessite du glucose, de la glutamine, de l'acétyl-CoA et de l'uridine triphosphate (UTP)
(Figure 35A). L'enzyme limitante de la O-GIcNAcylation est la glutamine-fructose-6-
phosphate aminotransférase (GFAT) qui catalyse la production de glucosamine-6-phosphate
(GIcN-6P) en utilisant a la fois le fructose-6-phosphate, un métabolite de la glycolyse, et la

glutamine (Figure 35B).
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Figure 35 : La voie de la biosynthése des hexosamines. A. Le groupement N-
acétyglucosamine constitu¢é de glucose, de glutamine, d’UDP, d’acétyl-CoA, Il'uridine
triphosphate (UTP) B. Voie de la synthése des hexosamines. GFAT : glutamine-fructose-6-
phosphate amidotransférase, GNA1 : glucosamine-6P-N-acétyltransférase, PGM3
phosphoacétylglucosamine  mutase-3, OGT : UDP-N-acétylglucosamine-peptide-N-
acetylglucosaminyl-transférase, OGA : proteine-3-0O-N-acétyl-D-glucosaminyl-L-
serine/thréonine N-acétylglucosaminyl hydrolase.
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Le GIcN-6P est métabolisé par la GIcN-6P-N-acétyltransférase (GNAL) en acétyl-GIcN-6P a
I'aide d'acétyl-CoA, produit par le métabolisme des acides gras. L'acétyl-GIcN-6P est converti
en acetyl-GIcN-1P par la phosphoacétylglucosamine mutase-3 (PGM3). L'acétyl-GIcN-1P est
finalement métabolisé en UDP-GIcNAc par I'UDP-N-acétylhexosamine pyrophosphorylase
(UAP1) en utilisant I'UTP, produit par le métabolisme des acides nucléiques. La O-
GIcNAcylation des résidus sérine ou thréonine dans les protéines est un processus réversible
régulé par deux enzymes : I'UDP-N-acétylglucosamine-peptide-N-acétylglucosaminyl-
transférase (OGT) et la protéine O-GIcNAcase (OGA).

De nombreuses protéines qui régulent le métabolisme du glucose sont les cibles de O-
GIcNAcylation, y compris le transporteur de glucose répondant a I'insuline 4 (GLUT4). Une O-
GlIcNAcylation augmentée est liee au développement de la résistance a I'insuline dans le diabéte
de type 2 et contribue a la physiopathologie des complications diabétiques, y compris la
rétinopathie diabétique (Issad et al., 2010). L'expression du récepteur nucléaire de la sous-
famille 4 du groupe A membre 1 (NR4A1) est augmentée dans la rétine d'un modéle animal
d'obésité/pré-diabétique, induite par une alimentation riche en acide gras saturés. L'expression
de NR4AL1 promeut I'expression de I'ARNm de GFAT2 et la O-GIcNAcylation dans les cellules
rétiniennes (Dai et al., 2018). De plus, la O-GIcNAcylation réduit la signalisation de I'insuline.
Le substrat du récepteur de I'insuline humaine 1 (IRS1) est phosphorylé sur les résidus tyrosine
par le récepteur de l'insuline (INSR), un récepteur tyrosine kinase, ce qui provoque sa liaison
aux protéines cellulaires contenant des domaines src homolgy (SH)2 telles que la sous-unité
p85 de la phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K). Ces phosphorylations sont produites par des
kinases utilisant I'ATP produit par le métabolisme du glucose via la glycolyse et 'OXPHO. La
phosphorylation a la sérine 307 (S%°’) de I'IRS1 par la protéine ribosomique S6 kinase p-1
(S6K1) bloque la protéine tyrosine phosphatase 1B (PTP1B), qui déphosphoryle INSR et
I'IRS1, mettant ainsi fin a la signalisation de I'insuline. Mais I'IlRS1 est également O-GIcNAcylé
sur S, ce qui prévient sa phosphorylation en réponse a l'insuline dans le cadre d'une boucle
de rétroaction (Jahangir et al., 2014) (Figure 36). Le role principal de I'insuline est d'éliminer
le glucose du sang via GLUT4, qui se déplace vers la surface cellulaire pour permettre une
entrée accrue de glucose dans les cellules (McNay and Pearson-Leary, 2020). En I'absence
d'insuline, GLUT4 est retenu dans des compartiments de stockage intracellulaires. Lors de la
stimulation par l'insuline, GLUT4 se déplace de ces compartiments vers la surface cellulaire ou

il transporte le glucose du milieu extracellulaire dans la cellule. L'insulinorésistance induite par
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Figure 36 : La O-GIcNAcylation dans la translocation du récepteur GLUT4 répondant a
Pinsuline. L'insuline stimule I'expression de GLUT4 et sa translocation dans la rétine. La O-
GIcNAcylation du substrat du récepteur de l'insuline humaine 1 (IRS1) prévient sa
phosphorylation par PI3K et bloque la signalisation. La O-GIlcNAcylation de
STXBP3/muncl8c bloque la fusion des vésicules contenant GLUT4. INSR : récepteur de
I'insuline, PI3K : phosphatidylinositol 3-kinase.
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I'nexosamine résulte en partie de la diminution de I'absorption du glucose due a une perturbation
de la translocation de GLUT4. En effet, la protéine syntaxin-binding protein 3
(STXBP3/munc18c) qui est impliquée dans la fusion des vésicules intracellulaires contenant
GLUT4 est O-GIcNAcyleée sur un résidu phosphorylé apres stimulation par I'insuline (Ruan et
al., 2013). L'insuline stimule I'expression de GLUT4 et éventuellement sa translocation dans la
rétine (Sanchez-Chavez et al., 2012). L'insuline retarde la mort des cdnes dans un modéle murin
de rétinopathie pigmentaire (Corrochano et al., 2008; Punzo et al., 2009), mais I'implication de

GLUT4 dans cette activité protectrice n'a pas été decryptée.

Comme nous I’avons évoqué plus haut, TXNIP se lie a la TXN1 sous sa forme réduite,
mais non sa forme oxydée (Tsubaki et al., 2020). L'expression du géne TXNIP est réduite par
I'insuline et stimuléee par le glucose (Parikh et al., 2007). TXNIP peut moduler I'expression et
le trafic de GLUTL1 pour empécher I'absorption de glucose, mais on ne sait pas si TXNIP

interfére avec la translocation de GLUT4 a la surface cellulaire.

6.13. Syntheése de la serine

La D-3-phosphoglycérate déshydrogénase (PHGDH), une enzyme limitant la vitesse de
synthése de la sérine, catalyse I'oxydation réversible du 3-phospho-D-glycérate en 3-
phosphonooxypyruvate, la premiére étape de la voie de biosynthése de la L-sérine phosphorylée
(Figure 37). Alors que la sérine rétinienne est principalement dérivée du carbone glycolytique
hépatique et non du carbone glycolytique rétinien chez les souris nouveau-nées (Singh et al.,
2019), la perte de fonction de la PHGDH est associée a la télangiectasie maculaire de type 2
(MacTel), une maladie neurovasculaire dégénérative rare de la rétine. (Scerri et al., 2017). Le
déficit fonctionnel de la PHGDH entraine une diminution de la biosynthése de la sérine et une
accumulation d'espéces de ceéramides toxiques, les désoxysphingolipides, dans les cellules de
I’EPR (Eade et al., 2021).
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Figure 37 : Synthése de la sérine. Glc : glucose, G6P : glucose-6-phosphate, NADPH :
nicotinamide adénine dinucléotide phosphate forme réduite, GPI : glucose-6-phosphate
isomeérase, F6P : fructose-6-phosphate, PFK : phosphofructokinase, F16BP : fructose-1,6-
biphosphate, ALDO : aldolase, GADP : glycéraldehyde-3-phosphate, DHAP :
dihydroxyacétone phosphate, GAPDH : glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase, PDG
1,3 diphosphoglycérate, 3PG : 3-phospho-glycérate, PHGDH : D-3-phosphoglycérate
déshydrogénase, PGM : phosphoglycérate mutase, 2PG : 2-phospho-glycérate, ENO : énolase,
PEP : phosphoénolpyruvate, PKM2 : pyruvate kinase isoforme M2, PYR : pyruvate, LDH :
lactate déshydrogénase, LACT : lactate, MCT1 : Monocarboxylate transporter 1, ATP :
adeénosine triphosphate, ERO : espéces réactives de I’oxygene.
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Figure 38 : Fonds d’eil chez ’homme. A. Rétine saine. B. Rétine atteinte de rétinopathie
pigmentaire retinitis pigmentosa. http://webvision.med.utah.edu
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7. Les dégénérescences rétiniennes héréditaires

Les dégénérescences rétiniennes héréditaires sont un groupe de maladies dégénératives de
la rétine qui peuvent conduire a la cécité avec des mutations dans des genes essentiels a la
fonction rétinienne (Duncan et al., 2018; Gregory-Evans et al., 2013). Le nombre de nouveaux
loci qui causent des dégenérescences retiniennes héréditaires augmente a un rythme qui
correspond a l'identification des génes responsables, de sorte que le nombre de loci est
aujourd’hui de 316, avec 280 genes responsables identifiés (https://sph.uth.edu/retnet/) (Table

1)2.

7.1. La rétinopathie pigmentaire

La rétinopathie pigmentaire (RP) est la forme la plus courante de ces maladies. La RP est une
maladie dégénérative de la rétine caractérisée par des dépots pigmentaires prédominants dans
la rétine périphérique et par une relative préservation de la rétine centrale (Figure 38). En
clinique, cela se traduit par une perte progressive de la vision nocturne qui a pour origine la
mort des batonnets par apoptose. Cette apoptose est suivie secondairement par le
dysfonctionnement et la mort des photorécepteurs a cones concentrés au centre de la rétine, la
fovéa. La perte des deux types de photorécepteurs se traduit par une perte totale de la vision, la
cécité (Figure 39) (Portera-Cailliau et al., 1994). Cette pathologie touche prées de 2 millions de
personnes dans le monde (Hamel, 2006; Hartong et al., 2006) et reste la cause la plus fréquente
de cécité chez des adultes, dans les pays industrialisés. En 1989, le gene RHO, codant la
rhodopsine et responsable de RP dans une famille irlandaise a été identifié et localisé sur le bras
long du chromosome 3. Cette découverte marquait le point de départ des études génétiques de
la RP. Quelgues temps apreés, fut découvert une seconde mutation dans le géne de la rhodopsine
au sein d'une population de malades américains souffrant de RP. Depuis les années 1990, les
mutations responsables de RP, touchent les génes exprimeés sélectivement par les batonnets
(Kajiwara et al., 1994; McLaughlin et al., 1993; Rosenfeld et al., 1992) notamment les géenes
codant des protéines de la cascade de phototransduction (rhodopsine,...), mais aussi des
protéines du cytosquelette, des facteurs de transcription comme CRX (Swain et al., 1997) des
facteurs d’épissage comme PRPF31 (Vithana et al., 2001), mais aussi des proteines exprimés

par I'EPR comme MERTK (Nandrot et al., 2000). Comment une mutation dans un géne exprimé

2 La Table I se trouve en annexe a la fin.
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Figure 39 : Evolution de la vision chez un patient atteint de rétinopathie pigmentaire. A.
Vision normale. B. Rétrécissement du champ visuel. C. Vision tubulaire (perte de la fonction
des batonnets en périphérie de la rétine). D. Perte de la vision centrale.
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par toutes les cellules du corps peut-t-il provoquer une RP non-syndromique reste une question

sans réponse satisfaisante (Hamieh and Nandrot, 2019)

Bien que I'on sache comment ces mutations perturbent la fonction des photorécepteurs, les
mécanismes précis qui conduisent a la mort de ces derniers ne sont toujours pas bien compris.
Etant donné la nature extrémement hétérogéne de la RP, I'identification et la compréhension
des mécanismes communs de mort cellulaire sont essentielles si nous voulons développer des
traitements applicables a tous les alléles responsables de la maladie (Newton and Megaw,
2020). L'apoptose est la forme la plus étudiée de mort cellulaire programmée et est considérée
depuis longtemps comme le mécanisme prédominant dans les maladies neurodégénératives, y
compris la dégénérescence rétinienne (Choudhury et al., 2013; Radi et al., 2014). L'activation
intrinséque de l'apoptose par la détection de dommages cellulaires ou la perte de signaux de
survie entraine une augmentation de I'expression de protéines pro-apoptotiques telles que Bax,
ce qui entraine la libération de protéines mitochondriales, dont le cytochrome ¢ (EImore, 2007).
L'apoptose peut également étre activée de maniere extrinséque a la suite d'une interaction entre
les ligands produits par les cellules immunitaires et les récepteurs de mort, tels que le facteur

de nécrose tumorale (TNF), a la surface des cellules endommageées (Igney and Krammer, 2002).

Malgré le fait que la mort des photorécepteurs par apoptose ait été observée dans des
modeles de dégénérescence rétinienne (Comitato et al., 2014), il est de plus en plus évident que
des mécanismes de mort cellulaire indépendants de la caspase sont également impliques dans
de nombreuses maladies cécitantes, dont la RP (Arango-Gonzalez et al., 2014,
Viringipurampeer et al., 2019). Plusieurs mécanismes ont été associés au déclenchement de la
mort des photorécepteurs a batonnets dans des modeles murins de RP via les voies décrites
précédemment. Il s'agit notamment de l'accumulation de protéines mal repliées ou mal
localisées, entrainant un stress du réticulum endoplasmique (RE), une dérégulation de la
signalisation du GMPc, une accumulation de Ca2+, un stress oxydatif et des réponses
inflammatoires. Il a été démontré que les niveaux d'oxygéne dans la rétine externe augmentent
dans les modeéles de rat de RP a mesure que la dégénérescence progresse, en raison de la
diminution de la consommation d'oxygene suite a la mort d'une partie des cellules des batonnets
(Yu et al., 2004; Yu et al., 2000). L'exposition a des niveaux €élevés d'oxygene qui en résulte
devrait entrainer une augmentation du stress oxydatif dans les batonnets restants. Cependant,
les microglies activees peuvent également constituer une source de superoxydes dans la rétine

externe. Le stress du réticulum endoplasmique (RE) résulte d'un déséquilibre entre la demande
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de synthése protéique et la capacité du RE a plier les protéines. Ce déséquilibre peut étre atténué
par l'activation de la réponse aux protéines non repliées, un processus adaptatif qui réduit la
charge de protéines non repliées dans le RE et rétablit 'homéostasie (Hetz and Papa, 2018). Le
stress du RE causé par l'accumulation de protéines mutées qui ne peuvent pas se replier
correctement est considéré comme I'un des mécanismes pathologiques résultant des mutations
dominantes de la rhodopsine causant la RP. De plus, des chercheurs ont émis I'hypothese que
I'élévation de la GMPc entraine une augmentation de I'afflux de Ca?* par I'intermédiaire des
canaux CNG (cyclic nucleotide-gated) (Ma et al., 2015a) . Les niveaux de GMPc sont élevés
dans plusieurs modéles animaux de RP avec des mutations dans Pde6b, comme la souris rd1
(Farber and Lolley, 1974). Cela suggére que I'influx incontrolé de Ca®* par des canaux CNG
ouverts pourrait étre responsable de l'initiation de la mort des photorécepteurs chez la souris
rdl. Plusieurs études ont suggéré que l'accumulation de Ca?* favorise la mort des
photorécepteurs par apoptose dépendante des caspases. Une augmentation du Ca?*
intracellulaire a été observée dans les photorécepteurs rdl in vitro, accompagnée d'une
augmentation de I'activation de la calpaine et de la translocation nucléaire du facteur induisant
I'apoptose (AIF) et de la caspase-12 (Sanges et al., 2006). Dans de nombreux modéles animaux
de RP, une infiltration accrue de microglie, de glie de Muller et de macrophages activés se
produit avant ou pendant les premiers stades de la dégénérescence des batonnets (Blank et al.,
2017; Hughes et al., 2003). Il a été suggéré que les macrophages circulants dérivés des

monocytes favorisent la mort des cellules des batonnets dans la RP (Guo et al., 2012).

7.2. La dégénérescence maculaire lié a I’age

La dégénérescence maculaire liée a I'age (DMLA) est la premiére cause de handicap
visuel chez les personnes de plus de 50 ans. Toutes formes confondues, cette maladie concerne
environ 8 % de la population frangaise, mais sa fréquence augmente largement avec I’age : elle
touche 1 % des personnes de 50 a 55 ans, environ 10 % des 6575 ans et de 25 a 30 % des plus
de 75 ans. Cette pathologie affecte la macula, une région de la rétine qui contient en son centre
la fovéa (Guillonneau et al., 2017). Cette région n'existe pas chez les especes non primates, et
par conséquent un modéle de rongeur de la DMLA est toujours un élément manquant de la
recherche sur la DMLA. La maladie débute par une phase précoce, sans dégénérescence,
appelée maculopathie liée a 1’age (MLA) ou « seche préecoce » (Bird et al., 1995). Cette phase
se caractérise par I’accumulation de petits dépots blanchétres (ou « driisen mous ») a I’intérieur

et autour de la macula.
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Ces dépots sont visibles lors d’un simple examen de fond d’ceil. Cette phase est le plus souvent
asymptomatique, mais le patient peut éventuellement percevoir des déformations des lignes
droites (« métamorphopsies ») et des taches floues. Une MLA peut rester stable tout au long de
la vie. Néanmoins, dans environ la moitié¢ des cas et sous I’influence de plusieurs facteurs, la
MLA évolue en formes dégenératives tardives, atrophique ou humide (Sarks, 1976). Ces deux
formes tardives ont une incidence a peu pres équivalente. Elles conduisent a une dégradation

irréversible de la macula et a une perte de la vision centrale affectant un seul ceil ou les deux.

La premiére forme tardive appelé forme atrophique (ou « séche avancée ») correspond
a la disparition progressive des cellules de 1’épithélium pigmentaire rétinien (EPR), puis a celle
des photorécepteurs situés au niveau de la macula. Il se forme alors une zone atrophique étendue
dans la macula, visible par une simple observation de la rétine (fond d’ceil). Dans la zone
atrophique, malgré I'absence d'EPR, des cbnes résiduels (et dans une moindre mesure des
batonnets) survivent, mais ils sont dépourvus de leur segment externe nécessaire a la perception
de la lumiére (Bird et al., 2014; Eandi et al., 2016). Ce processus est lent et durant cette période,
le patient conserve une vision relativement satisfaisante malgré une géne pour la reconnaissance
de deétails. La deuxieme forme tardive dite forme humide, ou néovasculaire ou exsudative, se
traduit par une prolifération de nouveaux vaisseaux anormaux sous la rétine. Ces vaisseaux
proviennent pour la plupart de la choroide (néovascularisation choroidienne), mais dans environ
10 & 15 % des cas de DMLA exsudative, la néovascularisation sous-rétinienne provient de la
vascularisation rétinienne (angiomatose rétinienne)(Ghazi, 2002). Ces vaisseaux fragiles
laissent diffuser du sérum, responsable d’un soulévement de la rétine, et/ou du sang entrainant
I’apparition d’hémorragies rétiniennes. Cette forme évolue rapidement si elle n’est pas prise en
charge, avec une perte de vision centrale en quelques semaines ou méme quelques jours (la
vision périphérique est maintenue). Ces derniéres années, les traitements de la DMLA
néovasculaire se sont considérablement améliorés avec le développement de la thérapie anti-
angiogenique (anti-facteur de croissance endothélial vasculaire (VEGF)). La thérapie anti-
angiogénique diminue la perméabilité et inhibe la formation de néovaisseaux et les
changements dégénératifs associés. Néanmoins, dans 30% des cas, apres plusieurs années de
traitement, la maladie peut évoluer vers une forme atrophique qui est a I’heure actuelle sans
traitement (Rofagha et al., 2013).

La DMLA est une maladie polygenique et multifactorielle par opposition aux

dégenérescences rétiniennes héréditaires mendéliennes, et donc le plus souvent monogéniques,
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telles que la RP. L'age et les antécédents familiaux de DMLA sont les deux principaux facteurs
de risque de DMLA, auquel s’ajoute également la génétique et I’environnement. En effet, 1l a
été demontré qu'une personne ayant un frere ou un parent atteint de DMLA est 12 & 27 fois plus
susceptible qu'une personne de la population générale de développer une DMLA (Shahid et al.,
2012). Plusieurs polymorphismes génétiques associés a la maladie ont été mis en évidence.
Parmi eux, des variants du géne codant le facteur H du complément (Haines et al., 2005; Zipfel
et al., 2010) ou encore de celui codant ’HTRA1 (Yang et al., 2006), sont présents chez 30 %
des personnes atteintes de DMLA contre seulement 10 % dans la population générale. En outre,
la présence simultanée de trois variants (facteur H du complément, HTRAL et facteurs C2-FB
du complément) chez un méme individu peut multiplier le risque de développer une DMLA par
un facteur allant jusqu’a 250 (Fajnkuchen and Cohen, 2008). Néanmoins, aucun de ces
polymorphismes ne peut déclencher la maladie a lui seul. Ces variants ne sont donc pas des
marqueurs diagnostics. Les facteurs environnementaux sont également des facteurs de risques.
Le tabagisme est le facteur le plus réguliérement associé a la DMLA. En effet, le tabac aurait
un impact sur la réduction des pigments caroténoides maculaires, du flux sanguin choroidien,
sur le niveaux dantioxydants sériques et sur les voies de détoxification de I'épithélium
pigmentaire rétinien (Klein et al., 2004). L’obésité et I’alimentation sont également, dans une

moindre mesure des facteurs associés a la DMLA.

En raison du vieillissement de la population, on s’attend a une forte augmentation du
nombre de patients atteints de DMLA. La sénescence choroidienne, I'inflammation et le
dysfonctionnement de I'EPR avec le renouvellement défectueux du segment externe des
photorécepteurs qui en résulte, sont les principales hypothéses proposées pour sa pathogenése
(Guillonneau et al., 2017). Récemment certaines hypothéses ont été émise sur I’importance de
I'hnoméostasie de la rétine et sa dérégulation lors d’ inflammations chroniques typiques observées
lors de DMLA (Leveillard et al., 2019).

7.3. Les autres dégénérescences rétiniennes.

L'amaurose congénitale de Leber (LCA) est une affection autosomique récessive distincte des
autres dystrophies rétiniennes et responsable d'une cécité congénitale. Cette pathologie est la
forme la plus sévere des dystrophies rétiniennes héréditaires car le diagnostic est généralement
posé a la naissance ou au cours des premiers mois de vie chez un enfant atteint de cécité totale

(Perrault et al., 1996). Seize génes différents ont été identifiés comme responsables de I’ACL.
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Ces genes sont tous exprimés dans les photorécepteurs ou 1’épithélium pigmentaire rétinien,
mais sont impliqués dans des mécanismes completement différents. Les patients souffrant
d'achromatopsie ont peu ou pas de fonction des cOnes et une absence totale de perception des
couleurs (Hirji et al., 2018; Kohl et al., 2000; Kohl et al., 1998). La maladie de Stargardt
(STGD1) provoque une dégénerescence progressive des photorécepteurs de la macula au centre
de la rétine qui se caractérise généralement par une perte progressive de la vision centrale
entrainant une vision trouble et aggravant parfois la difficulté de s'adapter a I'obscurité. La
vision périphérique est généralement normale (Allikmets, 1997). Cette pathologie apparait en
général entre I’dge de 6 et 15 ans. Contrairement a la RP, les dystrophies cones-batonnets sont
caractérisées par la séquence inverse de la RP, ¢’est-a-dire une atteinte primaire des cones ou
par une perte concomitante des deux types de photorécepteurs (Hamel, 2007). 1l existe d’autres
dégenérescence rétiniennes héréditaires moins handicapantes. Dans la cécité nocturne
congénitale stationnaire (CSNB) caractérisé par la perte de la vision nocturne, seuls les
batonnets sont affectés puisqu’ils sont non fonctionnels, mais viables (Zeitz et al., 2015). Toutes
ces maladies décrites ci-dessus constituent les principales maladies rétiniennes héréditaires non
syndromiques (Cremers et al., 2018). Parmi les formes syndromiques, on trouve le syndrome
d'Usher, la cause la plus fréquente de surdité héréditaire provoquant également une RP (Eudy
etal., 1998; Weil et al., 1995) et le syndrome de Bardet Biedl qui est une ciliopathie caractérisée
par une dystrophie rétinienne accompagnée d'obésité, de polydactylie, d'insuffisance rénale,
d'’hypogonadisme et de troubles cognitifs (Katsanis et al., 2000; Mockel et al., 2011). Les génes
qui causent ce syndrome participent a la formation d'un complexe protéique stable nommé le
BBSome impliqué dans le trafic vésiculaire via le cil connecteur entre le segment interne et

externe des photorécepteurs (Nachury et al., 2007).

La génétique des dégénérescences rétiniennes héréditaires est tres complexe (Table 1).
Parmi les génes de la RP dont le profil a pu étre examiné, le profil d'expression type batonnets
représente 45% (Blond and Leveillard, 2019). La liste des génes porteurs de mutations causant
la RP est enrichie en genes exprimés par les photorécepteurs (batonnets et cones). Pratiquement
tous les génes impliqués dans la cascade de phototransduction et dans le cycle de la vitamine A
portent des mutations chez des patients souffrant de dégénérescences rétiniennes héréditaires
(Humphries et al., 1992; Thompson and Gal, 2003). Il est intéressant de s’arréter sur le géne
RPE65 qui a été identifié comme un géne codant une protéine de 65 kDa exprimée
spécifiqguement par I'EPR (Hamel et al., 1993). RPE65 est impliqué dans I'amaurose congénitale

de Leber, la seule forme de dégénérescence rétinienne héréditaire traitée par thérapie génique
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corrective a ce jour (Acland et al., 2001; Bainbridge et al., 2008; Cehajic-Kapetanovic et al.,
2020; Cideciyan et al., 2013; Maguire et al., 2008; Patel et al., 2016; Russell et al., 2017).

8. Les thérapies des dégénérescences retiniennes héréditaires

8.1 La thérapie génique

Les dégénérescences rétiniennes héréditaires sont des maladies génétiques dont les signes
cliniques sont hétérogénes, mais qui menent inexorablement a la cécité. Ces maladies émergent
désormais comme cibles de thérapies géniques pour des essais cliniques (Kumaran et al., 2018;
Takahashi et al., 2018; Trapani and Auricchio, 2019). La ferveur pour ces thérapies est motivée
par le récent traitement de I'amaurose congénitale de Leber (LCA) une maladie cécitante grave
avec mutation autosomiques récessives du géne RPE65 (LCA2) par un vecteur viral adéno-
associe recombinant (AAV) qui corrige le déficit génétique chez ces patients (Apte, 2018;
Kaiser, 2011). La protéine RPEG5 a été découverte en 1993 comme étant une protéine de 65
kDa exprimée spécifiquement par I'EPR (Hamel et al., 1993). Le méme groupe a rapporté en
1997 que des mutations perte de fonction dans le gene codant RPE65 causent certaines formes
de LCA (LCA2) (Marlhens et al., 1997), et que RPEG5 est essentiel pour la trans-isomérisation
des esters tout-trans rétinol, en observant une accumulation de ces esters dans I’EPR de la souris
Rpe657 (Redmond et al., 1998). L’accélération de cette recherche est liée a la découverte d'un
modele animal de LCA2 de grande taille, un chien briard (Aguirre et al., 1998). En 2001, un
consortium de vétérinaires, de cliniciens et biologistes a montré le bénéfice pour la vision de
I'injection sous-rétinienne d'un AAV de sérotype 2 codant RPE65 dans ce modéle canin (Acland
et al., 2001). Lancelot, le premier chien briard dont la vision de 1'ceil traité a été restaurée a été
pris en photo devant le congrés américain lors d'une réunion destinée a redonner espoir dans la
thérapie génique aprés des années de doute (Barbour, 2000; Lehrman, 1999; Marshall, 1999).
Cela a encouragé trois groupes independants a lancer les premiéres études chez I'homme.
Celles-ci ont conduit au succes de la phase | d’essais cliniques, publiés en 2008 (Bainbridge et
al., 2008; Cideciyan et al., 2008; Maguire et al., 2008). Néanmoins, le bénéfice du traitement
sur une longue durée était controversé (Ledford, 2015). Le groupe dirigé par Jean Bennett a
rapporté 1'absence d'effets indésirables associés au traitement de I'ceil controlatéral des patients
(Bennett et al., 2012), tandis que les deux autres groupes ont signalé I'absence de bénéfice pour

les patients traités sur le long terme
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(Bainbridge et al., 2015; Cideciyan et al., 2013; Jacobson et al., 2015b). L'absence de
persistance du bénefice du traitement chez certains patients a été interprétée en s’appuyant sur
I'histoire naturelle de la maladie (Beltran et al., 2015; Boye et al.,, 2014). L'absence de
conversion du tout-trans-rétinol en 11-cis-rétinal lié a une mutation du géne RPE65 interrompt
la réapprovisionnement des photorécepteurs en opsines fonctionnelles et sensibles a la lumiere
(Wright et al., 2015). L'administration d'une copie fonctionnelle de RPE65 par thérapie génique
correctrice rétablit ce déficit visuel. Mais, comme les patients LCA2 subissent une
dégenérescence des photorécepteurs deés la premiere décennie de vie, la thérapie ne semble pas
enrayer le processus de perte des photorécepteurs qui se poursuit apres traitement ce qui limite
le bénéfice de cette thérapie (Caruso et al., 2010). Par consequent, si la maladie a progressé
jusqu'a un certain stade, la restauration de la fonction de RPE65 améliore la fonction visuelle
mais ne serait pas en mesure de stopper la dégénérescence des photorécepteurs. D’un autre coté,
Les résultats d'un essai clinique randomisé de phase 3 financé par Spark Therapeutics sur les
bénéfices de l'injection sous-rétinienne d'’AAV2-hRPEG5v2 développée par Jean Bennett ont
été publiés en juillet 2017. Cette étude inclut des patients pour lesquels la vision a été préservée
pendant 3 ans (Russell et al., 2017). La food and drug administration (FDA) des Etats-Unis a
approuve la thérapie génique utilisant AAV2-hRPE65v2 (Luxturna®) pour le traitement des
patients présentant des mutations bialléliques RPE65 en décembre 2017, suivie par l'agence
européenne des médicaments (AEM) en novembre 2018 (Apte, 2018). La société Spark

Therapeutics a annoncé que la société suivra les patients traités pendant 15 ans.

Jean Bennett et son équipe ont été les premiers a se lancer dans cette grande aventure. De
nombreuses autres dégénérescences rétiniennes héréditaires récessives pourraient étre traitées
en restaurant la fonction du géne altérée par les mutations en introduisant une copie normale de
ce géne (Trapani and Auricchio, 2019). Le seul argument négatif contre cette approche est un
codt trés élevé pour la société car il existe plus d'une centaine de génes qu’il faudrait corriger
un par un (Darrow, 2019). Les problemes de co(t par rapport aux avantages deviendront de plus
en plus importants a mesure qu'une vague de nouvelles thérapies colteuses sera testée sur des
populations de patients d’effectif de plus en plus réduit seront développées et approuvées
(Blond and Leveillard, 2019).

Pour les formes dominantes de dégénérescences rétiniennes héréditaires, la situation est
plus complexe comme P’illustrent les mutations dominantes du géne du facteur d'épissage
PRPF31 (Vithana et al., 2001). Etonnamment, la plupart des pedigrees familiaux contiennent

des individus porteurs affectés et non affectés. Ceci s'explique par une haplo-insuffisance
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variable (Rose and Bhattacharya, 2016). Ces familles sont composées de membres de
compositions génétiques polymorphes. Dans certains cas, le taux de protéines résiduelles,
exprimé grace a ’alléle non muté, sera suffisant pour une fonction rétinienne normale et dans
ce cas-1a, le sujet sera asymptomatique. Dans d’autres cas, chez un autre membre de ce pedigree,
la mutation dominante de PRPF31 entrainera une expression de la protéine résiduelle
insuffisante pour une fonction rétinienne normale et ce sujet sera symptomatique. Dans ce
dernier cas, l'administration dans la rétine d'une copie normale du géne PRPF31 devrait
permettre dépasser ce seuil d'expression transformant des patients en porteurs

asymptomatiques. Ceci est un cas de transmission dominante avec haplo-insuffisance.

La situation est encore beaucoup plus problématique dans le cas des mutations du gene de
la rhodopsine (RHO), le premier géne identifié comme responsable de la RP (Dryja et al.,
1990a). Les mutations dominantes entrainent soit un gain de fonction, soit un effet dominant
négatif (Mendes et al., 2005). Les mutations de RHO ont été classées en fonction de leur
caractéristiques biochimiques ou cellulaires : déficits de transport vers le segment externe
(classe 1), repliement (classe Il), endocytose (classe Ill), stabilité protéique (classe V),
augmentation du taux d'activation de la transducine (classe V) ou activation constitutive (classe
VI). 1l a été démontré que la protéique correctement repliée était bénefique a la fonction des
batonnets dans un modéle de rat dominant porteur d'une mutation de classe 11 (Gorbatyuk et al.,
2010). La premiére tentative thérapeutique sur un modeéle de rongeur pour cette maladie fut
réalisée en 1998. Les chercheurs utiliserent un systeme de ribozyme modifié, un ARN
catalytique qui déclenche spécifiquement la destruction de I'ARNm codant la rhodopsine
mutante de classe 11, RHOP%H (LaVail et al., 2000; Lewin et al., 1998). La limite évidente d'une
telle approche est que le ribozyme catalytique est congu pour cibler une mutation spécifique,
alors que plus de 150 mutations ponctuelles distinctes du géne de la rhodopsine provoquent la
RP (Hauswirth and Lewin, 2000). Aux Etats-Unis, la majorité des mutations de la rhodopsine
a l'origine de la maladie est attribuable & une seule variation de séquence au niveau du codon
23, mais cette mutation est extrémement rare en Europe (Audo et al., 2010; Fernandez-San Jose
et al., 2015; Malanson and Lem, 2009). La maladie associée a des mutations dans ce codon se
traduit par un phénotype clinique relativement bénin (Bonilha et al., 2015; Oh et al., 2003).
Pour contourner la pléthore de mutations, une approche basée sur l'interférence ARN a été
explorée et validée dans divers modéles de RP avec des mutations dominantes dans le géne de

la rhodopsine (Cideciyan et al., 2018; O'Reilly et al., 2007). La stratégie combine 1’extinction
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de I'expression du géne endogene de la rhodopsine, a la fois 1’alléle muté et ’all¢le sauvage de
la rhodopsine et I’apport simultanée d’ARNm qui code pour la rhodopsine normale qui est congu
pour étre résistant a I'ARN interférent en utilisant la dégénérescence du code génétique (Kiang
et al., 2005). Une autre technique thérapeutique a été développé par Botta et coll qui utilise la
capacité du facteur de transcription krippel-like factor 15 (KLF15) a reconnaitre un élément
d'’ADN dans le promoteur de la rhodopsine pour éteindre son expression apres l'administration
d'un vecteur AAV conduisant a I'expression ectopique de KLF15 dans les photorécepteurs a
batonnets (Botta et al., 2017).

8.2. L’édition du génome

Les progres récents dans I'édition du génome a I'aide de la technologie CRISPR/Cas9, qui
consiste de maniére simple et efficace a couper I’ADN a un endroit bien précis du génome dans
n’importe quelles cellules, ont conduit au développement d'approches thérapeutiques de la RP
par édition du génome in vivo (Suzuki et al., 2016; Vagni et al., 2019). Le ciblage in vivo du
géne neural retina-specific leucine zipper (NRL) au sein des batonnets a I'aide de la technologie
CRISPR-Cas9 a été utilisé pour réprimer la différenciation des batonnets afin de contourner
I'effet délétére des mutations de génes exprimés par les batonnets lors de leur maturation
(Moreno et al., 2018).

8.3. La neuroprotection

D'autres approches de thérapie indépendantes des mutations ont été développées, visant a
prévenir un événement commun de la perte des batonnets dans la RP. Les chercheurs ont
commencé par cibler I'apoptose puisque c'est le destin final des batonnets dans les modeles
animaux et chez les patients atteints de RP (Marigo, 2007; Samardzija et al., 2006). La
surexpression de I'histone désacétylase 4 (HDAC4), ou méme de son domaine N-terminal,
supprime la mort cellulaire et prolonge la survie des batonnets dans un modele autosomique
récessif de RP, la souris rd1, un modele autosomique de RP (Guo et al., 2015). L'administration
du facteur neurotrophique ciliaire (CNTF) protége les photorécepteurs de divers modeles
murins de RP (Lipinski et al., 2015), mais son utilisation comme traitement de la RP n'a pas été
confirmée lors de 1’essai clinique de phase 3 (Birch et al., 2016). La régulation a la baisse de

I'activation de la microglie a I'aide du microARN, miR-204 (Karali et al., 2020) ou de la
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fractalkine, une forme soluble de la chimiokine CX3CL1 prévient la mort cellulaire des
photorécepteurs dans plusieurs modéles murins de RP (Wang et al., 2019a). Les dommages
oxydatifs ont été ciblés avec succés en délivrant le facteur nucléaire du facteur de transcription,
erythroid 2 like 2 (NFE2L2), connu aussi sous le nom de NRF2, qui régule des centaines de
genes qui protégent les photorécepteurs des effets délétéres du stress oxydant (Xiong et al.,
2015). Le fer est sans doute impliqué dans les dommages résultant de 1’oxydation puisque la
transferrine injectée par voie intrapéritonéale empéche la dégénérescence des photorécepteurs
chez les souris rd10, un modele autosomique de RP (Picard et al., 2010). D'autres approches
ont été utilisées pour subvenir aux besoins métaboliques des photorécepteurs (Petit and Punzo,
2015; Zhang et al., 2016).

La limite principale de ces approches ciblant les batonnets est que les patients atteints de
RP sont souvent identifiés par les ophtalmologistes apres une consultation entreprise a un stade
ou les photorécepteurs a batonnets sont déja morts. La dégénérescence des batonnets conduit a
la cécité nocturne. Ainsi, pour les patients vivant en milieu urbain, les problemes de vision
nocturne peuvent ne pas apparaitre avant que la maladie rétinienne ne soit a un stade avancé.
Par conséquent, prévenir la dégénérescence des batonnets ne sera plus dificile pour ces patients.

Il existe également des preuves d'un exces de stress oxydatif dans les yeux des patients
atteints de RP. La N-acétylcystéine (NAC) est un dérivé de la L-cystéine qui neutralise elle-
méme les especes réactives de I'oxygene, mais qui est également convertie en cystéine utilisée
pour biosynthétiser le glutathion, un composant majeur dans le maintien du potentiel redox du
cytoplasme de la cellule. Dans le modele de souris rd10 de RP, I'administration orale de NAC
a favoriseé la survie prolongée des cones et le maintien de la fonction électrorétinographique des
cbnes. Une étude de phase | visant a évaluer I'innocuité, la tolérabilité et les effets du traitement
par la NAC a été réalisée (Campochiaro et al., 2020). Trente sujets ayant recu un diagnostic
clinique de RP avec des symptomes d'hémeéralopie et de réduction du champ visuel périphérique
ont été recrutés dans I'étude. Les résultats suggérent qu'une partie de la réduction de la
sensibilite maculaire observée dans les yeux des patients non traités atteints de RP modérément
avancée est probablement due initialement a un dysfonctionnement des cones plut6t qu'a la
mort de ces derniers et que la réduction du stress oxydatif par I'administration de NAC peut
améliorer la fonction des cones, entrainant une amélioration de la sensibilité maculaire et de
Iégeres améliorations de I'acuité visuelle. Mais un total de 70 événements indésirables (EI) sont
survenus pendant les 36 semaines de I'essai. On a estimé que 11 EI étaient probablement lies a

la NAC et 9 d'entre eux concernaient le systeme gastro-intestinal. La plupart étaient d'intensité
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Iégere a modérée et se sont résolus spontanément sans interruption de la posologie. Cependant,
chez 3 sujets, l'apparition des symptomes a coincidé avec une augmentation de la dose, de sorte
que le bénéfice du traitement est contrebalancé par les effets secondaires de la molécule

synthétique.

9. Rod-derived Cone Viability Factor

Le diagnostic de RP existe probablement historiqguement depuis des centaines, voire des
milliers d'années, mais n'a été reconnu comme une forme aggravée de cécité nocturne qu'apres
I'invention de I'ophtalmoscope en 1851. Dans la RP, il y a une progression de la cécité nocturne
qui provient de la mort des photorécepteurs en batonnets par apoptose, suivi par la
dégenérescence des cones qui conduit a la cécité totale (Hartong et al., 2006; Portera-Cailliau
et al., 1994). La cécité nocturne stationnaire congénitale (CSNB) n'entraine pas la perte de la
vision centrale. Le pedigree le plus remarquable du CSNB comprenant 2 121 personnes remonte
a Jean Nougaret, boucher du XVlle siécle (1637-1719) de Vendémian dans I'Hérault. En 1831,
un descendant de la cinquieéme génération a demandé une exemption du service militaire en
raison de sa mauvaise vision nocturne. Malheureusement pour lui, I'examen révéla que le jeune
homme savait lire lors d’un test réalisé avec 1’éclairage d’une bougie, donc dans des conditions
photopiques qui impliquent la fonction des cones. Le médecin a donc conclu que cette personne
simulait et elle fut condamnée a sept ans de service militaire. Ce n'est qu'en 1838 que la
transmission familiale de sa cécité nocturne a été démontrée par I'ophtalmologiste belge Florent
Cunier, libérant finalement cette personne du service militaire (Snyder, 1963). En 1996, une
mutation faux-sens du géne codant pour la sous-unité alpha de la transducine des batonnet
(GNAT1) a I’origine de la pathologie de la famille Nougaret a été identifiée chez des membres
de onziéme génération (Dryja et al., 1996). Cette histoire divertissante a son importance
aujourd’hui puisque certaines personnes au sein de cet immense pedigree, incertaines d'étre
affecteées, se sont revélees étre aussi aveugles que leurs proches par la méme mutation du géne
GNATL1 (Rosenberg et al., 1991). La perturbation de la vision nocturne de la CSNB est négligée
par ceux qui en sont atteint car elle est trés subjective, surtout pour les individus vivant
aujourd’hui en milieu urbain, bien éclairé (Zeitz et al., 2015). Par conséquent, poser un
diagnostic sur une RP en phase précoce ou une CSNB n’est pas chose facile de par le peu
d’impact sur la vie quotidienne que peuvent faire ressentir les premiers symptomes. Dans le cas

de la RP, si un diagnostic précoce était établi, I’effet de certaines thérapies serait plus a8 méme
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de stopper la perte de la vision centrale. Cela a conduit le professeur Alan Wright a déclarer
que le maintien des cdnes en vie aiderait quelque 1,5 million de personnes dans le monde a voir
ainsi que Jean Nougaret et ses descendants (Wright, 1997). Plus récemment, le professeur
Henry Kaplan a réaffirmé que si la thérapie pouvait prévenir ou inverser l'apparition de la
dégenérescence des cones dans la macula, la plupart des patients seraient capables de mener
une vie normale (Kaplan et al., 2017). Cette stratégie est médicalement applicable puisque chez
les patients et dans le cas d’un modele canin de RP, la discrimination visuelle peut étre
opérationnelle avec un nombre trés limité de cones fonctionnels (Geller and Sieving, 1993;

Petersen-Jones et al., 2018).

Les causes de la dégénérescence et finalement de la mort des cénes sont restées obscures
pendant des années (Cronin et al., 2007). L'identification de la premiére mutation causant la RP
chez I'hnomme a laissé la communauté scientifique perplexe. Apreés avoir localisé le gene sur un
court intervalle du bras long du chromosome 3, une mutation dominante du géne codant la
rhodopsine (RHO), le pigment visuel des batonnets, a été identifiée (Applebury, 1990; Daiger
et al., 1989; Dryja et al., 1990b). Les mesures de I'électrorétinogramme (ERG) des membres
affectés de cette famille ont confirmé que la RP progresse avec une baisse de la réponse des
batonnets anormalement précoce, vers une réponse ultérieurement altérée des cones. Pour les
cas avanceés, la RP est associée a une perte compléte des batonnets et quelques cénes fovéaux
persistant avec des segments externes raccourcis et désorganisés (Kolb and Gouras, 1974). La
raison pour laguelle une mutation dans un géene exprimé exclusivement dans les batonnets peut
conduire a une dégénérescence genéralisée des batonnets et des cones chez ces patients était
déroutante (Berson, 1990). Il a été observé que la fonction du segment externe du cbne reste
normale jusqu'a ce que plus de 75% du segment externe du batonnet soit perdu (Cideciyan et
al., 1998).

Cette séquence de dégénérescence en deux phases a été initialement décrite chez des souris
de dégenérescence rétinienne (rd1) par Carter-Dawson et coll. (Carter-Dawson et al., 1978).
La souris rd1 porte une mutation récessive du géne de la sous-unité béta de la phosphodiestérase
cGMP-dépendante, Pde6b, exprimé sélectivement par des batonnets (Bowes et al., 1990). Des
mutations dans le gene orthologue humain, PDE6B, sont a l'origine d’une RP autosomique
récessive (McLaughlin et al., 1993). L’¢élimination spécifique des photorécepteurs a batonnets
chez une souris transgénique entraine I’incapacité des photorécepteurs a cones a renouveler

leurs segments externes (McCall et al., 1996; Usukura et al., 1994). Ce phénomene a été observé
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dans divers modéles animaux de RP, notamment des rongeurs, des porcs, des chiens et méme
des crapauds (Choi et al., 2011; McCall et al., 1996; Mieziewska et al., 1993; Scott et al., 2017).
De plus, l'analyse de la cinétique de la mort des batonnets et des cones dans plusieurs modeles
murins de RP exclut que les batonnets mourants intoxiques les cénes (Punzo et al., 2009). La
transplantation d'une couche de photorécepteurs de type sauvage (97% de batonnets chez la
souris) dans l'espace sous-rétinien de la souris rd1 ralentit la dégénérescence secondaire des
cbnes (Mohand-Said et al., 2000; Mohand-Said et al., 1997). Nous avons montré que cet effet
protecteur est di a des molécules solubles provenant de la rétine neurale et non de I'EPR
adjacent (Mohand-Said et al., 1998). Une caractérisation partielle de cette interaction trophique
a montré que l'activité est portée par des molécules ayant un poids moléculaire apparent
compatible avec celui de protéines (Fintz et al., 2003). Dans la méme étude, nous avons montré
que la fraction est active sur une culture enrichie en cdnes réalisée a partir d'embryons de poulet,
modele développé a l'origine par Ruben Adler (Adler and Hatlee, 1989; Millet-Puel et al.,
2021). L'existence de protéines protectrices des cones dans la matrice extracellulaire entourant
les photorécepteurs a été suggérée par une étude reposant sur ce systéeme biologique, dans lequel
les photorécepteurs dégénerent spontanément en culture entre 7 et 10 jours apres
ensemencement (Hewitt et al., 1990). La dégénérescence des batonnets de la rétine rd1 pouvait
donc entrainer la perte d'expression de facteurs protéiques sécrétés nécessaires a la survie des
cbnes. Chez les patients atteint de RP, le dysfonctionnement secondaire des cones conduit a la
cécité puisque les cénes sont responsables non seulement de la vision des couleurs, mais aussi

de toutes les fonctions utiles (perception des détails, lecture)

e la vision a la lumiére du jour (Weleber and Gregory-Evans, 2006). Les personnes atteintes de
maladies genétiques ou du vieillissement qui altérent la fonction des cones sont fortement
handicapées. Cela a favorisé un trés grand nombre d'études sur les dégénérescences rétiniennes
héréditaires (DIR) dans le but de trouver des traitements pour ces maladies cécitantes (Duncan
et al., 2018; Roska and Sahel, 2018). L'identification des protéines capables de prévenir la
dégenérescence spontanée des cellules dans la culture enrichie en cones a été réalisée
(Leveillard et al., 2004).

La rétine des vertébrés est composée des deux types de photorécepteurs, les
photorécepteurs a batonnets pour la vision a faible intensité de lumiere et les photorécepteurs a
cone pour la lumiére a forte intensité, la couleur et I‘acuité visuelle. L'acuité visuelle des
primates repose sur une région au centre de la rétine, appelée la fovéa, qui est enrichie en cones,

mais dans I'ensemble, les cdnes ne représentent que 5% de tous les photorécepteurs chez les
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primates. Par consequent, 1’étude et I'analyse des cones dans la rétine de primate mais surtout
la préparation de culture de cones est techniquement problématique. Toutes les autres especes
de mammiferes n'‘ont pas de fovéa et le pourcentage de cones est encore plus faible pour les
rongeurs (3%) qui sont le plus couramment utilisés dans la recherche sur la rétine. Ce n'est pas
le cas pour les especes aviaires, pour lesquelles les cones dominent la rétine des oiseaux. Les
dinosaures, qui ont dominé I'écosystéme lors de I'apparition des mammiféres au cours de
I'évolution, sont & I'origine phylogénétique des oiseaux (Brownstein, 2019). La conséquence
d'une telle compétition entre les dinosaures et les premiers mammiferes a conduit a ce que les
mammiferes sont principalement nocturnes avec des rétines dominées par des batonnets. Ce
n'est que plus tard au cours de I'évolution que la vision diurne de certaines espéces de
mammifeéres, parmi lesquelles les primates, est devenue un avantage au regard de la pression
de sélection. Néanmoins, la période ancestrale demeure un atavisme de la vision des
mammiferes (Borges et al., 2018; Heesy and Hall, 2010). En étudiant la différenciation des
cellules rétiniennes, Adler et Hatlee ont montré que les photorécepteurs représentaient environ
70% des cellules différenciées rétiniennes dans les cultures dérivées de poulet au jour
embryonnaire 6 (ED6) ou au stade 29 selon la classification de Hamburger et Hamilton (Adler
and Hatlee, 1989; Hamburger and Hamilton, 1951). En raison de la prévalence de cones dans
la rétine de poulet, des cultures de cellules rétiniennes d'embryons de poulet ED6 ont été
développées en tant que cultures enrichies en cénes (Millet-Puel et al., 2021).

Au cours du criblage a haut débit, une banque d'ADN complémentaire (ADNCc) rétinien
a été transfecté dans des cellules COS-1. L'équivalent de 210 000 clones contenant entre autres
les protéines sécrétées ont été testés sur des cones de cultures enrichies en cones et la viabilité
a été mesurée apres sept jours de culture. Un ADNCc avec un cadre de lecture ouvert de 109
acides aminés a été identifie et la protéine a été nommeée facteur de viabilité de cone dérivé de
batonnets ou Rod derived Cone Viability Factor (RACVF). RACVF est un variant d'épissage du
géne nucleoredoxin-like-1 (NXNL1) correspondant a la rétention d'intron et a un codon d'arrét
conservé dans le cadre de lecture (OMIM # 608791) traduit a partir d'un ARN messager
d'environ 7 kb (Ait-Ali et al., 2015). L'expression de NXNL1 est dépendante des batonnets dans
la rétine de souris et humaine et son promoteur est régulé par I'hnoméoprotéine CRX (Delyfer et
al., 2011; Lambard et al., 2010; Reichman et al., 2010).
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Figure 40 : Signalisation métabolique de RACVF. BSG : Basigin, HK : hexokinase, G6P :
glucose-6-phosphate, PFK : phosphofructokinase, F16BP : fructose-1,6-biphosphate, G3P :
glycérol-3-phosphate, DHAP: dihydroxyacétone phosphate, G3PHD: Glycérol-3-phosphate
déshydrogénase, TPI : triose phosphate isomérase, GAP : glycéraldéhyde-3-phosphate,
GAPDH : glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase, PK : pyruvate kinase, PYR : pyruvate,
LDHA : lactate déshydrogénase A, LACT : lactate, MPC : mitochondrial pyruvate carrier, ATP
: adénosine triphosphate, ERO : espéces réactives de 1’oxygene.
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L'injection de la protéine RACVF recombinante protege les cones de la souris rd1 (Leveillard
et al., 2004). Dans un modele transgénique de RP autosomique dominante avec 1’expression de
la protéine mutante rhodopsine sous le contr6le d'un promoteur des batonnets, nous avons
montré que la protéine RACVF humaine synthétique prévient la perte de fonction des cones
grace a 1’enregistrement de I’ERG photopique (Yang et al., 2009). La protection, observée sur
une période de 3 mois, est associée a la préservation des segments externes des cones, la
structure subcellulaire qui porte les molécules photosensibles, les opsines (Leveillard and Sahel,
2010; Sahel et al., 2013). Des résultats similaires ont été obtenus par I'administration de RACVF
par thérapie génique (Sahel et al., 2013). Plus récemment, nous avons montré que la fonction
des cbnes peut étre préservée chez la souris rd10, un deuxieme modéle de RP récessive, en
délivrant RACVF a I'aide d'un vecteur AAV recombinant (Byrne et al., 2015). L'effet de RACVF
est indépendant de I'origine génétique de la maladie, donc une thérapie visant a prévenir la perte
de vision centrale devrait bénéficier a tous les patients atteints de RP quelle que soit la mutation

qu'ils portent dans I'un des 69 génes connus a ce jour (Table I).

Un récepteur de surface cellulaire pour RACVF a éte identifié par far-western blotting
(Ait-Ali et al., 2015), le récepteur basigin-1 (BSG1, UniProt - P18572). L’unique domaine
transmembranaire de la protéine BSG est exprimée sous deux isoformes différentes. La protéine
BSG2 posséde deux domaines extracellulaires d'immunoglobuline (lg) et est largement
exprimée dans de nombreux organes ou elle est impliquée dans I'adressage des transporteurs de
lactate a la membrane. La protéine BSGL1, produite par épissage alternatif, posséde un troisieme
domaine Ig et son expression est restreinte aux photorécepteurs (Ochrietor et al., 2003). Nous
avons observé que RACVF interagit spécifiguement avec un complexe composé de BSG1 et du
transporteur de glucose GLUT1 (SLC2AL1, UniProt - P17809) a la surface des cones conduisant
a l'augmentation de I'entrée de glucose dans les cones. Le glucose est métabolisé par les cones
via la glycolyse aérobie (Leveillard, 2015). La bifurcation de la phosphorylation oxydative se
produit apres la production de pyruvate par glycolyse. Le pyruvate peut étre transporté vers les
mitochondries par le transporteur de pyruvate mitochondrial (MPC) (Figure 26) ou il est
métabolisé par le cycle de Krebs (Figure 27) qui est lié a la chaine respiratoire mitochondriale
pour produire de I'ATP dans des conditions aérobies (Figure 28). L'ensemble du processus est
connu sous le nom de phosphorylation oxydative (OXPHO). Le pyruvate peut également étre
métabolisé pour produire du lactate par la lactate déshydrogénase (LDH) (Figure 19). Le lactate
est ensuite transporté hors de la cellule par des transporteurs de lactate ou monocarboxylate

transporteur (MCT). La protéine RACVF stimule la glycolyse aérobie pour fournir des
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RACVF-L

Figure 41 : Structure de la protéine RACVFL forme longue. Les parties en rouge
correspondent a 1’homologie avec la tryparedoxine. Les parties en vert correspondent a
I’extension en C-terminal de RACVFL. Les parties en bleu (1, 2 et 3) sont spécifiques de la
famille des Nucleoredoxin-like, NXNL. Les atomes en jaune representent le site actif CXXC
des thiorédoxines. D’apres (Chalmel et al., 2007).
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triglycérides qui sont utilisés par les cones pour le renouvellement de leurs segments externes
(Figure 40). Pour des raisons qui ne sont que partiellement connues, la glycolyse aérobie
favorise la diversification a mi-parcours de la réaction glycolytique des carbones du glucose au
niveau du dihydroxyacétone phosphate (DHAP). Une certaine proportion de DHAP est
convertie en glycérol-3-phosphate (G3P) par la glycérol-3-phosphate déshydrogénase
(G3PDH). Le G3P est le précurseur de la téte hydrophile des phospholipides a base d'acides
gras, parmi lesquels les acides gras poly-insaturés (AGPI) d'origine nutritionnelle (Figure 21).
Récemment, il a été démontré expérimentalement que pour les batonnets, la glycolyse aérobie
est aussi nécessaire au renouvellement du segment externe des batonnets, un phénomeéne

parallele a celui décrit pour les cones (Chinchore et al., 2017).

10. La thioredoxine RACVFL

Fait intéressant, I'épissage de I'intron unique du gene NXNL1 produit un second ARN messager
qui code une thiorédoxine enzymatiquement active, RACVFL (Figure 41) (Brennan et al.,
2010; Chalmel et al., 2007) (Figure 42). Chez la souris Nxnl1”-, portant une recombinaison
homologue du géne Nxnl1, les batonnets ainsi que les cones sont touchés. Une réduction liée a
I'dge de la fonction des cones et des batonnets ainsi qu’un retard de lI'adaptation a I'obscurité de
la rétine sont enregistrés par électrorétinogramme (ERG). Ce déficit visuel progresse avec I'age
(Cronin et al., 2010). Le manque d'expression de la thiorédoxine RACVFL entraine une
augmentation des dommages oxydatifs. Nous avons observé une concentration plus élevée
d'adduits moléculaires produits par la peroxydation lipidique dans la rétine de ces souris. La
phototransduction est initiée dans le segment externe des photorécepteurs constitués
d'empilements de bicouches lipidiques ou la molécule d'opsine est enchassée. Ces membranes
sont particulierement enrichies en AGPI sujettes a I'oxydation (Leveillard and Sahel, 2017). La
rétine d'une souris avec une délétion spécifique du gene Nxnll dans les cones est plus sensible
aux dommages oxydatifs puisque Nxnll est également exprimé par les cones (3% de tous les
photorécepteurs chez la souris) (Mei et al., 2016). Contrairement aux batonnets, il n'y a pas de
rétention d'intron de I'ARNm Nxnll dans les cOnes qui n'expriment que la thiorédoxine
RACVFL (Figure 41).
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Figure 42 : Signalisation métabolique de RACVFL. BSG : Basigin, HK : hexokinase, G6P :
glucose-6-phosphate, PFK : phosphofructokinase, F16BP : fructos-1,-6-biphosphate, G3P
glycérol-3-phosphate, DHAP : dihydroxyacétone phosphate, G3PHD : dlycérol-3-phosphate
déshydrogénase, TPI : triose phosphate isomérase, GAP : glycéraldéhyde 3-phosphate, GAPDH
: glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase, PK : pyruvate kinase, PYR : pyruvate, LDHA
. lactate déshydrogénase A, LACT : lactate, MPC : mitochondrial pyruvate carrier, ATP :
adeénosine triphosphate, ERO : espéces réactives de 1’oxygéne, NAPDH : nicotinamide adénine
dinucléotide Phosphate forme réduite, 6PG : 6-phosphogluconate, Ri5P : ribose-5-phosphate,
TXNRD : thiorédoxine réductase.
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Les ERO sont produites dans des conditions physiologiques par fuite de la chaine
respiratoire mitochondriale (Figure 28) et inhibent les enzymes clés de la voie glycolytique
(Anastasiou et al., 2011; Hildebrandt et al., 2015). Le systéme thiorédoxine réduit les groupes
thiol oxydés des cystéines dans les protéines parmi lesquelles les enzymes glycolytiques et
restaure leur fonction (Lopez-Grueso et al., 2019) (Figure 33). Les enzymes thiorédoxine,
parmi lesquelles RACVFL, doivent étre réduites par la thiorédoxine réductase (TXNRD1) car
les cystéines catalytiques s'oxydent lorsque I'enzyme réduit son substrat (Ren et al., 2018).
TXNRDL1 a besoin de son cofacteur NADPH produit par la voie des pentoses phosphates (PPP)
sous sa forme réduite pour fonctionner (Figure 31). Par conséquent, le pouvoir réducteur de
RACVFL dans les cones est proportionnel a I'absorption de glucose et a la redérivation du flux
glycolytique vers le PPP. L'inhibition de la glycolyse par les ERO conduit a I'accumulation de
glucose-6-phosphate (G6P), le premier métabolite produit a partir du glucose dans la cellule,
qui est redirigé vers le PPP produisant deux molécules de NADPH par réduction de l'activité
TXNRD1 (Camacho et al., 2019; Leveillard and Sahel, 2017). Dans cette signalisation
métabolique et redox, le pouvoir réducteur du RACVFL repose sur le métabolisme du glucose
par les cones dont I’entrée est stimulée par le RACVF (Leveillard and Ait-Ali, 2017).

Une étude translationnelle est en cours sur la combinaison de I'action non cellulaire, médié par
un vecteur viral de RACVF sur le métabolisme avec l'activité cellulaire autonome de RACVFL
sur I'homéostasie redox (Figure 43). Ce programme vise a prévenir la perte de visioncentrale,
résultant d'un dysfonctionnement des cones, chez les patients atteints de RP indépendamment

des mutations en causes (Clerin et al., 2020)3.

3 https://arvo2021.arvo.org/meetings/virtual/HzEMY COKT 7jj8sQNr
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Figure 43 : Stratégie de I’étude translationnelle de la combinaison de I’effet de RACVF et
RACVFL. Injection sous-rétinienne d’un AAV-RACVF-RACVFL pour prévenir la perte des
cones dans la rétinite pigmentaire. A. Transduction de I’AAV recombinant au niveau de I’EPR,
expression et sécrétion de RACVF pour stimuler ’entrée du glucose dans les cones et permettre
le renouvellement des segments externes des cones et stimuler la voie des pentoses phosphates.
B. Transduction de I’AAV recombinant dans les cones et expression de RACVFL afin de réduire
le stress oxydatif dans les cones
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Figure 44 : Le raccourcissement du segment externe du céne dans la macula des patients
atteints de DMLA n'est pas le résultat de la perte d'expression de NXNL1. A. L'expression
de NXNLL1 dans la rétine de patient atteints de DMLA, M : macula, P : périphérie. Adapté de
(Blond and Leveillard, 2019; Newman et al., 2012) B. La perte d'expression de Nxnl1 suit celle
du marqueur batonnets (Rho) dans la rétine rd1.
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11. Problématique

RACVF serait donc un traitement de la RP quelques soit la mutation qui affecte les
batonnets. En revanche, dans la DMLA, bien que les batonnets soient affectés en premier (Lyu
etal., 2021), I’expression de RACVF ne semble pas globalement faire défaut (Fig. 44A), comme
il ’est dans la RP aprés la mort des batonnets (Blond and Leveillard, 2019) (Fig. 44B). Ceci
méme s’il existe des soupgons que dans la DMLA la signalisation métabolique de RACVF soit
perturbée (Klipfel et al., 2021; Leveillard et al., 2019). Ceci nous a conduit a entreprendre une
recherche thérapeutique alternative sur la DMLA. Mon projet est issu de cette recherche
thérapeutique pour la DMLA a laquelle j’ai participé. La DMLA est la premiére cause de
handicap visuel chez les plus de 50 ans et est une maladie multifactorielle et polygénique. Chez
I’homme, la DMLA affecte la vision centrale donc les photorécepteurs a cones. Bien que le
géne NXNL1 ne contienne pas d'alléles a risque pour la DMLA (Fritsche et al., 2013; Fritsche
et al., 2016), le fait que le gene NXNL1 code deux produits protéiques qui protégent les cones,
suggere que le gene NXNL1 pourrait étre impliqué dans la physiopathologie de la DMLA. De
plus, le r6le de I'un des produits du gene, la thiorédoxine RACVFL, dans la réparation des
dommages oxydatifs des cones est un lien potentiel avec le maintien de la fonction des cones
au cours du processus de vieillissement (Mei et al., 2016). La perte de vision due a la DMLA
est actuellement irréversible et la thérapie génique n’est peut-étre pas I’approche la plus siire
actuellement a cause de 1’dge avancé des sujets a traiter, ce qui pourrait réduire le rapport
bénéfice risque. Une relation inverse entre I'age et I'acceptabilité de la thérapie génique a été
constatée, les participants plus jeunes sont plus tolérants envers la thérapie génique que les
groupes plus agés (Delhove et al., 2020). Le développement d’une approche pharmacologique
nous a semblé plus appropriée. Nous avons donc recherché des molécules qui protegent les
cones en utilisant la stratégie que nous avions utilisée pour identifier RACVF et EACVF
(Leveillard et al., 2004; Millet-Puel et al., 2021). Pour cela nous avons criblé une banque
d’extraits de plantes médicinales. En effet, durant 1’évolution, les veégétaux se sont adaptés a
leurs niches écologiques et ont di livrer un combat éternel contre les herbivores, entre autres
les insectes (Lyor Bouaziz., 2014). Ce processus de protection, permit durant 1’évolution de
sélectionner des molécules biologiquement actives ainsi que des metabolites secondaires qui

sont actuellement une arme de défense des plantes contre les herbivores.
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Figure 45 : Classement des 30 plantes positives selon leur facteur moyen de viabilité et de
la présence d’une activité toxique a 100 ng/ml. L’amplitude des histogrammes représente le
facteur de viabilité de chaque extrait. Les verts clairs plus intenses sont les extraits des plantes
actives avec une toxicité faible a 100 pg/ml. Les couleurs rouges de plus en plus intenses
indiquent le niveau de toxicité. Cette derniere se définit par le rapport T = moyenne du facteur
de viabilité (FV) 100 pug- moyenne FV a 10 pg. A : méthanol polyamide, B : acétate d’éthyle,
C : acétate d’éthyle appauvri, D : méthanol appauvri. Les plantes sont classées suivant un FV
max pour les essais réalisés a 1 x 10° cellules/cm? (Lyor Bouaziz., 2014).
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Les plantes sont un réservoir de molécules pharmacologiques riche d’au moins 200 000
composes. Les plantes utilisées dans les remedes ancestraux contiennent différentes catégories
de métabolites secondaires tels que des alcaloides, des terpenes, des hétérosides et des
flavonoides qui ont le potentiel d’interagir avec les protéines de notre organisme et de modifier
leur activité (Koehn and Carter, 2005; Wahid et al., 2020). Considérant qu’il y avait en 2014,
88 354 010 molécules organiques et inorganiques répertoriés dans la base chemical abstracts
service (CAS), il était impensable de cribler la totalité de ces molécules sur notre modéle de
culture enrichie en cones (Millet-Puel et al., 2021). Nous avons donc choisi de cribler une
bangue de 800 extraits de plantes provenant de divers écosystemes dans le monde (Mexique,
Burkina Faso, Vietnam, Etats Unies, Nicaragua, Costa Rica et Madagascar). Le criblage en 50
semaines de 200 plaques de culture 96 réalisé avec 700 ceufs fertilisés, nous a permis de
sélectionné 30 extraits de plantes (Figure 45). Nous nous sommes concentré sur un extrait de
la plante d’Uvaria Chamae provenant du Burkina Faso, en raison de la robustesse de son
activité protectrice et selon la morphologie des photorécepteurs cones traités avec cet extrait
(Figure 46). Le fractionnement par bioguidage de 100 kg d’extrait de feuilles d 'Uvaria Chamae
fut réalisé par M™ Alexandra Lyor Bouaziz et moi-méme durant sa thése et conduisit a
I’identification d’une nouvelle acétogénine (C37HssO7) qui n’est toujours pas répertoriée dans
la CAS. Nous avons nommeé cette molécule Geralexin, en référence aux 2 personnes qui 1’ont
découvert, Géraldine et Alexandra. La structure chimique de cette acétogenine differe par un
hétérocycle lactone ouvert contrairement aux acétogénine, souvent neurotoxiques (Lannuzel et
al., 2007), dans lesquelles il est cyclisé. Cette différence de la structure chimique de Geralexin
que nous ne pouvons reproduire ici du fait du dépot d’un brevet, pourrait €tre en lien avec le
fait que cette molécule est neuroprotectrice. Nous avons alors découvert que la Geralexin agit
par stimulation de la glycolyse aérobie, comme RACVF (Figure 47). Nous avons ensuite
démontré que I’effet protecteur de Geralexin ne requiert pas le récepteur de RACVF, BSGI1. En
effet, un micro ARN interférent du récepteur BSG1 ne réduit pas 1’effet protecteur de Geralexin
(Figure 48A et 48B). L’hydrophobicité et la masse réduite (622) de Geralexin,
comparativement aux protéines nous a conduit a rechercher une cible intracellulaire impliquée

dans la glycolyse aérobie. Nous avons donc examiné le transcriptome de la souris rd1 dans la

base de données KBaSS (http://kbass.institut-vision.org/KBaSS/) mise en place par Frédéric
Blond (Blond and Leveillard, 2019). La souris rd1 est le modéle murin de RP récessive avec
dégénérescence primaire des batonnets & partir du 8™ jour post-natal jusqu’a leur perte totale
au 15°™ jour, qui est suivie de la dégénérescence secondaire des cones. Les génes dont

I’expression diminue durant cette période sont des génes majoritairement exprimes par les
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Figure 46 : Effet de la Geralexin sur la morphologie des cdnes. Analyse comparative entre
la morphologie des cellules en présence et absence de Geralexin. Notez la présence de neurites
(fleches blanches) et 1’aspect fusiforme des cellules vivantes marquées a I’aide de la calcéine.
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Figure 47 : Inhibition de I’activité trophique de la Geralexin par ’oxamate de sodium.
L’oxamate de sodium est un inhibiteur de la lactate déshydrogénase, en bloquant la glycolyse
a ce niveau-la, il inhibe I’effet de Geralexin a 10 ng/ml sur la survie des cones.
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batonnets du fait qu’ils représentent 97% des photorécepteurs et la moitié des cellules de la
rétine. Une représentation astucieuse des données en radar permet, sans effort de concentration,
d’examiner le profil d’un grand nombre de genes (Craig et al., 2010). Le profil d’expression
radar des geénes exprimés par les batonnets ressemble a I’ Afrique alors que le profil d’expression
des genes exprimeés par les cones ressemble au sigle des Rolling stones (Ait-Ali, 2018). Parmi
tous les genes répertoriés dans le cluster ‘Africain’, le gene Pfkfb2 qui code pour une enzyme
du métabolisme apparait en position 25 sur 499 genes et vient a la suite des genes des
photorécepteurs qui portent des mutations de la RP (Table 2). Pfkfb2 code une enzyme
bifonctionelle, la 6-phosphofructo-2 kinase/fructose 2-6 biphosphatase 2 (PFKFB2). Le profil
d’expression en radar du géne le Pfkfb2 montre en effet un profil d’expression Africain (Figure
49). Il y a quatre genes codant la 6-phosphofructo-2 kinase/fructose 2-6 biphosphatase chez les
vertébrés mais seul Pfkfb2 présente ce profil d’expression. L’expression de PFKFB3 dans la
rétine est restreint aux cellules horizontales et ganglionnaires (Roy et al., 2021). Cette enzyme
nous a semblé étre un candidat approprié comme cible de Geralexin, méme si nous verrons plus
loin que son expression est plus complexe. C’est pour cette raison que nous avons cherché a
savoir comment ce gene se positionnait dans la signalisation métabolique de RACVF. Ceci a

constitué mon travail de thése.
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Figure 48 : Etude de D’effet trophique de la Geralexin en présence d’un micro ARN
interférent du récepteur BSG1. A. Culture de cones d’embryon de poulet en présence de la
Geralexin et d’un micro ARN interférence du récepteur BSG1. B. Etude en western blot de
I’expression de BSG1 dans les cones d’embryons de poulet en présence du micro ARN
interférent.
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Figure 49 : Etude transcriptomique de la souris rd1. Profil d’expression du géne Pfkfb2
représenté en radar est du type African-like, principalement exprimé par les batonnets.
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Figure 50 : L’enzyme 6-phosphofructo-2 kinase/fructose 2-6 biphosphatase (PFKFB). A.
L’enzyme PFKFB est une enzyme bifonctionelle avec un domaine kinase et un domaine
phosphatase. B. Implication de I’enzyme PFKFB dans la glycolyse. HK2 : hexikinase2 ; GPI :
glucose-6-phosphate isomérase ; F26BP : fructose-2,6-biphosphate ; F6P : fructose-6-
phosphate ; PFK : phosphofructokinase ; F16BP : fructose-1,6-biphosphate ; ALDO : aldolase
; TPl : triose phosphate isomérase ; GADP : glycéraldéhyde-3-phosphate, DHAP :
dihydroxyacétone phosphate.
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RESULTATS

1. Etude d’expression du géene Pfkfb2 apres surexpression de RACVF

PFKFB2 est une enzyme bifonctionelle régulatrice de la glycolyse qui contréle la
concentration du fructose-2,6-biphosphate (F26BP) par 1’action de deux domaines fonctionnels,
1I’un kinase et I’autre phosphatase (Dasgupta et al., 2014) (Figure 50A). Cette enzyme intervient
dans la glycolyse, en transformant le fructose-6-phosphate (F6P) de la glycolyse, en F26BP
(Figure 50B). Notre réflexion s’est donc porté dans un premier temps sur le lien existant entre
RACVF et ce géne de la glycolyse. Comme RACVF stimule la glycolyse aérobie en accélérant
I’entrée du glucose dans les cones, nous avons étudié I’effet de la surexpression de RACVF sur
I’expression du géne Pfkfb2 dans un modele murin de la RP, la souris rd1. Les souris ont été
injectées en intracardiaque a 3 jours avec les vecteurs AAV9.2YF-GFP et AAV9.2YF-RACVF
et sacrifiées a 49 jours lorsque la totalité des batonnets avaient dégénérés (Ait-Ali et al., 2015).
Les fonds d’ceil des sujets injectés avec le vecteur controle, AAV9.2YF-GFP et le vecteur test
AAV9.2YF-RACVF montrent que I’expression des vecteurs viraux dans les yeux est étendue
avec le sérotype 9 (Dalkara et al., 2012) (Figure 51A). Nous avons mis en évidence une
augmentation de I’expression du mMRNA Pfkfb2 par RACVF (Figure 51B). Ce résultat indique
que I’action de RACVF, donc par conséquent 1’augmentation de I’entrée du glucose dans les
cones provoque I’augmentation de I’expression de Pfkfb2. Il existe donc bien un lien entre la

signalisation métabolique de RACVF et le géne Pfkfb2.

2. Etude de I’expression du géne Pfkfb2 en réponse au glucose

Afin de vérifier I’implication du glucose dans I’expression de Pfkfb2, nous avons utilisé
des cultures enrichies en cones issues d’embryons de poulet décrites et développées a I’origine
par Ruben Adler en 1989 (Adler and Hatlee, 1989). Ce modeéle est particulierement pertinent
car ¢’est le seul modéle in vitro permettant la culture de photorécepteurs a cénes (Millet-Puel
etal., 2021) . En effet, la couche externe de la rétine des oiseaux est majoritairement constituée
de cones (86%) et possede peu de batonnets (14%), a I’inverse de la rétine de la plupart des
mammiferes (Lopez et al., 2005). Ce modele cellulaire est un modéle de culture primaire

enrichie en cones d’embryons de poulet (Gallus gallus) a 6,5 jours d’incubation, qui correspond
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Figure 51 : Etude d’expression du geéne Pfkfb2 apres surexpression de RACVF. A. Fond
d’ceil des souris injectés avec le vecteur controle AAV2.9YF-GFP et le vecteur AAV2.9YF-
hRACVF. B. Expression normalisée du messager du géne Pfkfb2 dans la rétine de souris rd1
injectées avec RACVF. Normalisation de I’expression de Pfkfb2 grace au géne de ménage
spécifique des photorécepteurs chez le poulet, la Visinin. Analyse statistique test de Student
valeur p = 0,0271 (SEM).
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Figure 52 : La culture de cOnes d’embryons de poulet au stade 29. A. Classement des stades
embryonnaires du poulet selon Hamburger et Hamilton. Le stade embryonnaire 29 encadré en
rouge est le stade optimal pour obtenir des cultures enrichies en cones in vitro, a partir de rétines
de ces embryons (Hamburger and Hamilton, 1951; Millet-Puel et al., 2021). B. Culture de cones
d’embryon de poulet stade 29 a 4 jours de culture Les cellules sont marquées avec un anticorps
anti-visinine, marqueur spécifique des photorécepteurs chez le poulet.
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a un stade de développement embryonnaire 29 chez le poulet (Hamburger and Hamilton, 1951)
(Figure 52A). A ce stade, les cellules rétiniennes ne sont encore que des précurseurs rétiniens.
Contrairement a la situation in vivo ou la différenciation neuronale précéde la différenciation
des photorécepteurs, lorsque les cellules rétiniennes sont isolées et mises en culture au stade 29
du développement embryonnaire, la différenciation des photorécepteurs commence avant la
différentiation neuronale. Dans ces conditions, en 1’absence de signaux de différentiation, les
précurseurs vont suivre la voie de différenciation des photorécepteurs. Les précurseurs rétiniens
mis en culture au stade 29 se différencient a 70% en photorécepteurs (Figure 52B), alors que
la mise en culture de précurseurs rétiniens au stade embryonnaire 34 (ED8) ne donne que 30%
de photorécepteurs (Adler, 1987). Ces cellules métabolisent le glucose par la glycolyse aérobie
(Ait-Ali et al., 2015). De plus, dans ces conditions de culture, les cellules gliales ne peuvent se
développer du fait de I’absence de sérum. C’est un modele cellulaire simple et rapide, idéal
pour tester 1’efficacité d’une protéine ou bien des conditions particulieres agissant sur la survie
des photorécepteurs a cones, in vitro (Millet-Puel et al., 2021). Cette technique nous a permis
d’identifier RACVF par criblage haute contenu (Leveillard et al., 2004), et Geralexin. Nous
avons donc testé 2 concentrations de glucose : 5 mM qui est la concentration en glucose dans
le milieu extracellulaire des cones in vitro et 30 mM, puis nous avons mesuré I’expression du
géne PFKFB2 par la technique rétro transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) en
temps réel (Figure 53). Nous observons que lorsque nous augmentons la concentration de
glucose dans le milieu extracellulaire, I’expression du gene PFKFB2 augmente. Ces résultats
confirment que I’expression du gene PFKFB2 est régulée par le glucose dans les cones et donc
sujette a I’action de RACVF sur I’activité du transporter GLUT1, via son interaction avec BSG1
(Ait-Ali et al., 2015).

3. Etude de I’expression du géne Pfkfb2 en présence de Geralexin

Nous avons aussi testé 1’effet que pouvait avoir Geralexin sur ’expression du gene
PFKFB2, sachant que nous avons mis en évidence que Geralexin protégeait les cbnes via la
glycolyse aérobie. Utilisant le méme systéme, nous avons étudié 1’expression de PFKFB2 dans
les cones d’embryons de poulet en présence de Geralexin a 10 ng/ml dans le milieu
extracellulaire (Figure 54). L’analyse RT-PCR montre que le niveau d’expression de PFKFB2
augmente de facon significative en présence de Geralexin, ce qui confirme que PFKFB2 est

aussi une cible de Geralexin.
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Figure 53 : Expression normaliseée de Pfkfb2 dans les cones d’embryons de poulet in vitro,
en présence de deux concentrations de glucose ; 5 mM ou 30 mM. Expression normalisée
grace au géene de ménage spécifique des photorécepteurs chez le poulet, la Visinin. Analyse
statistique avec un test de Mann and Whitney valeur p = 0,0286 (SEM).
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Figure 54 : Expression normalisée de Pfkfb2 dans les cones d’embryons de poulet in vitro,
traités avec Geralexin a 10 ng/ml. Expression normalisée grace au géne de ménage spécifique
des photorécepteurs chez le poulet, la Visinin. Analyse statistique avec un test de Mann and
Whitney valeur p < 0,0001 (SEM).
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Figure 55 : Cellules transduites avec le plasmide pCAG-RFP. L analyse de la survie des
photorécepteurs a cones transduits avec les sSiRNA, est possible grace a un plasmide contrdle
qui code pour la Red Fluorescent Protein (RFP) et qui nous a permis de visualiser les cellules
électroporées.
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4. Etude de Deffet d’un siRNA Pfkfb2 sur la survie des cbnes en
préesence de Geralexin

Prenant en compte le lien entre Pfkfb2 et la signalisation métabolique de RACVF, nous
avons testé 1’effet du silencage de PFKFB2 sur la survie des cones. Nous avons testé 1’effet de
petits ARN interférents ou small interfering RNA (siRNA) dirigé contre I’ARN messager du
géne PFKFB2 et mesuré la survie des cones dans le modéle de cultures de cones d’embryons
de poulet. Les siRNA sont des petits ARN double brin de 21 a 24 paires de bases qui inhibent
I'expression d'un gene en dirigeant la dégradation des ARN ou plus fréguemment en inhibant la
traduction en protéine. Nous avons introduit ces sSiRNA, par électrolocation de globe oculaire
d’embryons de poulet, ne contenant que la rétine et le vitré. Une fois le tissus dissocié, les
cellules de la rétine sont mises en culture selon le protocole décrit précédemment. L analyse de
la survie des photorécepteurs a cénes transduits avec les SiRNA, qui ont été possible grace a un
plasmide contréle qui code pour la red Fluorescent protein (RFP) et qui nous a permis de
visualiser les cellules électroporées (Figure 55). Ces expériences donnent des résultats
inattendus. En effet, les cellules dont I’expression du géene PFKFB2 a été silencée, ont un taux
de survie augmenté par rapport au contréle, en contradiction avec un effet positif de PRKFB2
sur la survie des cones (Figure 56A). Le silencage de PFKFB2 augmente la survie des
photorécepteurs a cones. Nous avons établi que Geralexin stimule 1’expression de PFKFB2 et
la survie des cbnes, or en présence de siPFKFB2 nous observons que I’effet protecteur de la
Geralexin n’est pas modifié lorsque que 1’on réduit I’expression de PFKFB2. Cette expérience
a été répétée a plusieurs reprises a toujours donné des résultats similaires (Figure 56B). Il
semble que ce résultat contradictoire soit la due a la somme complexe d’effets négatifs et
positifs, antagonistes des deux domaines protéiques de PFKFB2 (Figure 56C). Nous n’avons
donc pas essaye d’explorer plus en détail ces résultats incompréhensibles et nous avons donc

adressée la méme question in vivo.

5. La lignée murine [Cone-Cre*’*: Pfkfh2!oxP/loxP]

Nous avons créé une lignée murine dans laquelle le gene Pfkfb2 est inactivé
spécifiqguement dans les cones. Nous nous sommes procuré des spermatozoides de souris
Pfkfb2™2 du Model Animal Research Center de I'Université de Nanjing en Chine (Friedel et
al., 2007) et nous avons établi une lignée murine Pfkfb2'™2 stable. Cette lignée posséde des

séquences flippase recognition target (FRT) entre les exons 2 et 3 du géne de Pfkfb2 ainsi
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Figure 56 : Etude de I’effet d’un siRNA Pfkfb2 sur la survie des cones en présence de
Geralexin. A. Premier essai de I’effet du siRNA de Pfkfb2 sur la survie des cones en présence
de Geralexin. Etude statistique faite avec un one-way ANalysis Of VAriance (ANOVA), Test
de Tukey comparaison multiple, **** p < 0,001 (SEM), ns = non significatif = 0,1307 (SEM).
B. Deuxi¢me essai de 1’effet du siRNA de Pfkfb2 sur la survie des cones en présence de
Geralexin. Etude statistique faite avec un one-way ANalysis Of VAriance (ANOVA), Test de
Tukey comparaison multiple, ns = non significatif p = 0,0751 (SEM), ns = non significatif =
0,1244 (SEM). C. Les résultats contradictoires de A. et B. sont la due a la somme complexe
d’effets négatifs et positifs, antagonistes des deux domaines protéiques de PFKFB2.
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Figure 57 : La lignée murine [Cone-Cre*"* : Pfkfb2!oxP/loxP] A | e gene Pfkfb2 dans les lignées
murines ; la lignée de départ Pfkfb2'™2, la lignée intermédiaire, et la lignée finale Pfkfo2-2 et
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qu’une cassette d’un gene rapporteur LacZ et une cassette de sélection par la neomycine. Elle
possede aussi des séquence locus of X-over P1 (LoxP) entre les exons 2 et 3 et aprés I’exon 6
du gene Pfkfb2 (Figure 57A). La lignée obtenue possédait malheureusement un alléle rd8 dans
son génome, mutation qui entraine, comme I’allele rd1, la dégénérescence des batonnets
(Chang et al., 2002; Mattapallil et al., 2012). Nous avons donc éliminé cet allele en croissant la
lignée Pfkfb2'™2 avec des souris sauvages ne portant pas 1’alléle rd8. La souris Pfkfh2¢9/cd g
ensuite éte croisée avec une souris Flp-deleter [B6.129S4-
Gt(ROSA)26Sortm1(FLP1)Dym/RainJ] de Jackson Laboratory. Cette souris exprime de facon
précoce, durant le développement, la recombinase flippase qui permet de retirer la cassette de
sélection néomycine et le gene rapporteur LacZ. Pour inactivé Pfkfb2 spécifiquement dans les
cones, nous avons ensuite croisé la lignée Pfkfb2 PO avec une lignée de souris transgénique
Cone-Cre obtenue de 1’Université de 1’Oklahoma (Le et al., 2004). Cette souris exprime la
recombinase CRE sous contrdle du le promoteur OPN1L/MW des opsines humaines verte et
rouge (Mei et al., 2016), La recombinase Cre excise le gene Pfkfb2 au site LoxP et enleve les
exons 3 a 6 de ce gene dans les cones. Dans les cones, la recombinaison par CRE produit une
protéine PFKFB2 tronquée et non fonctionnelle. Malheureusement, durant le processus

+/+

d’établissement de la lignée [Cone-Cre*’* : Pfkfb2->®L>P] nous nous sommes apercu que la
lignée Cone-Cre qui nous avait été transmise a 1’origine possedait une alléle rd1 dans son
génome, nous avons donc croisé cette nouvelle lignée [Cone-Cre*'* : Ptkfb2 “P/LoxP] entre elle

afin d’éliminer ’allele rd1 (Figure 57B).

6. Etude phénotypique de la lignée [Cone-Cre*’* : Pfkfh2-oxF/LoxP]

Une fois la lignée mutante [Cone-Cre*'* : Pfkfh2-2"L>P] nous avons mesuré la fonction
des photorécepteurs de ces souris par électrorétinographie (ERG). Cet examen de I'eeil destiné
a enregistrer l'activité électrique de la rétine aprés une stimulation lumineuse permet de
distinguer, au moyen de lumieres d'intensités différentes, l'activité des cones, sensibles aux
fortes intensités (systéme photopique), de celle des batonnets, sensibles aux faibles intensités
(systeme scotopique). Nous avons mesuré ’activité des photorécepteurs des souris [Cone-
Cre**: Pfkfb2-0xP/LoxP] 3 des Ages croissants. Nous n’avons pas observé de différence dans la
fonction des batonnets des souris [Cone-Cre** : Pfkfb2->P/Lox] par rapport & leur controle
Pfkfb2-LxP 3 douze mois (Figure 58A et B). En revanche, a cet age, I’enregistrement de

I’onde b photopique, caractéristique de la fonction des cones, montre une amplitude de réponse
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Figure 58 : Analyse de la fonction des batonnets chez les souris [Cone-Cre** :
Pfkfb2L0xP/LoxP] 3 12 mois. A. Amplitude en pV de I’onde a en condition scotopique chez les
souris [Cone-Cre*'* : Ptkfb2-OPL>P] (n = 12, SEM) et leur contrdle Pfkfb2-2FLo® (n = 8, SEM).
B. Amplitude en uV de ’onde b en condition scotopique chez les souris [Cone-Cre*’* :
Ptkfb2L0P/LOXP] (n = 12, SEM) et leur controle Ptkfb2LP/LoxP (n = 8, SEM).
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Figure 59 : Analyse de la fonction des cones chez souris [Cone-Cre** : Pfkfb2LoxP/LoxP] 3 12
mois. A. Electrorétinogramme photopique 3,0 specifique de la fonction des cones. Les tracés
obtenus sont les moyennes obtenues grace au logiciel ERG generator. B. Amplitude en pV de
’onde b photopique chez les souris [Cone-Cre** : Pfkib2-®LP] et leur controle
Pfkfo2-2PLoP - Analyse statistique faite avec un test de comparaison multiple Tuckey valeur p
= 0,0004 (SEM). C. Temps implicite de réponse des cones en ms aux stimuli électriques des
souris [Cone-Cre*’* : Ptkfb2-XPLoxP] et son contrdle Pfkfo2-2PLP Analyse statistique faite
avec un test de comparaison multiple Tuckey valeur p < 0,0001 (SEM).
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réduite, statistiguement parlant (Figure 59A et 59B). Le délai de réponse aux stimuli
électriques est augmenté en corollaire (Figure 59C). Ces résultats démontrent que I'inactivation
du gene Pfkfb2 dans les cones réduit la fonctionnalité de ces derniers. Par conséquent Pfkfb2

est essentiel au maintien de la fonction des cones a long terme.

7. Expression tissulaire de Pfkfb2 chez la souris sauvage C57BI /6J

Il existe quatre isoenzymes PFKFB dans les génomes des vertébrés. Elles ont été
nommées d'aprés le tissu & partir duquel elles ont été purifiées a ’origine, mais elles sont
également exprimées dans d'autres tissus, a lI'exception de I'isoenzyme testiculaire (PFKFB4)
(Rider et al., 2004). L’isoenzyme 2 est connue pour étre I’enzyme du cceur mais nous venons
de démontrer que Pfkfb2 est exprimé dans la rétine et est essentielle a la fonctionnalité a long
terme des cones. Nous avons mesuré son niveau d’expression par rapport a la référence, le cceur.
L’¢étude du profil d’expression in silico dans différents tissus chez la souris sauvage C57BI/6J
(Figure 60) montre que le niveau d’expression de I’ ARN messager du gene Pfkfb2 est dominant
dans la retine, alors qu’elle est réferencée comme étant 1’isoenzyme du ceeur. Pour étendre ces
résultats in silico, nous avons examiné I’expression de PFKFB2 dans 3 tissues différents par
western blotting : le ceeur, le cerveau et la rétine. Grace a un anticorps dirigé contre la protéine
PFKFB2 (Table 3), nous avons observé que 1’expression de cette enzyme est bien dominante

dans la rétine (Figure 61).

8. Expression du géne Pfkfb2 dans la rétine de souris rd1

Comme I’enzyme PFKFB2 est un acteur pressenti de la signalisation de RACVF dans
les cones, qu’elle est exprimée dans la rétine et est essentielle a la fonctionnalité des cones a
long terme, nous avons étudié le profil d’expression du géne Pfkfb2 dans la rétine de la souris
rdl qui est le modele murin autosomique récessif de RP. Lorsque nous comparons le profil
d’expression au cours de la maturation post-natale de la rétine du géne de la rhodopsine, qui est
un géene exprimé spécifiqguement par les batonnets, et le géne de Pfkfb2, nous obtenons des
profil d’expression trés similaires, méme si I’amplitude differe (Figure 62). Ceci suggere que

le messager de PFKFB2 est exprimé par les batonnets, en plus des cones, ce qui semble étre en
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Figure 60 : Expression tissulaire de Pfkfb2 chez la souris sauvage C57BI/6J sous forme de
radar. Profil d’expression de Pfkfb2 utilisant la technologie Affymetrix probset 1429486 _at.
AM : amygdale, VE : vessie, OS : 0s, MO : moelle, CC : cortex cervical, CE : cervelet, CO :
cornée, SD : striatum dorsal, EP : épiderme, CR : cceur, HI : hippocampe, HY: hypothalamus,
CN : c6lon, IR : iris, IG : intestin gréle, LE : lentille, GL : glande lacrymale, FO : foie, GL :
ganglions lymphatiques, R1 : rein, PO : poumon, MG : glande mammaire, MC : microglie, BO
: bulbe olfactif, OV : ovaire, PA : pancréas, HY : hypophyse, PR : prostate, RE : rétine, EP :
épithélium pigmente, GS : glande salivaire, MS : muscle squelettique, ME : moelle épiniére,
RA : rate, EC : estomac, TE : testicule, TH : thymocytes CD8+, UT : utérus.
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Figure 61 : Expression de PFKFB2 chez la souris sauvage C57BI1/6J dans difféerents tissus.
A. Analyse par western blot de 1’expression de la protéine PFKFB2 dans le cceur, rétine et
cerveau de souris C57BI/6J agées de 2 mois. B. Quantification de I’expression de PFKFB2 en
fonction de I’expression de I’actine. Analyse statistique : test multiple comparaison de Tuckey.
Cceur vs rétine valeur p = 0,0005 (SEM), rétine vs cerveau valeur p < 0,0001 (SEM), cceur vs
cerveau valeur p = 0,0790 (SEM), ns= non statistiquement significatif.
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Figure 62 : Profil d’expression au cours du temps de ’ARN messager du géne Pfkfb2 chez
la souris rd1. Comparaison avec le géne de la rhodopsine qui est un géene spécifiqguement
exprimé par les batonnets. Données Affymetrix (Ait-Ali et al., 2015).
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contradiction avec les résultats fonctionnels obtenus chez la souris [Cone-Cre** : Pfkfb2
LoxP/LoxP]

9. Expression cellulaire de PFKFB2 dans la réetine de souris C57bl/6J

Pour confirmer 1’expression cellulaire de ’enzyme PFKFB2 dans la rétine, nous avons
utilisé la technique d’immunohistochimie qui permet de localiser une protéine dans le tissu.
Dans ce cas, nous avons utilisé un anticorps de chez AssayBiotech (Table 3) aprés avoir testé
d’autres anticorps qui se sont avérés étre non spécifiques et dont I’un a malheureusement été
utilisé dans une étude publiée en 2017 (Chinchore et al., 2017) (Figure 63). Nous avons
également utilisé la lectine Peanut Agglutinin (PNA) qui marque de fagon spécifique les cones ;
en fait la matrice extracellulaire entourant les cones (Blanks and Johnson, 1984). Les images
en microscopie confocale sur coupe de rétine de souris sauvage C57BI/6J, montrent une co-
localisation de PFKFB2 avec la marquage PNA dans les cones de la rétine de la souris sauvage
(Figure 64). Cette co-localisation montre que PFKFB2 est exprimée par les cones, mais pas par
les batonnets. Comme la rétine de souris est différente de la rétine humaine de par la présence
de la fovéa, présente uniquement chez les primates, nous avons Vérifié si PFKFB2 était
également exprimée dans les cnes humains. Nous nous sommes procuré des rétines humaines
post-mortem au national disease research interchange (NDRI). Les images montrent
également une co-localisation du marquage PNA et de PFKFB2 (Figure 65). PFKFB2 est

également exprimé dans les cones de la rétine humaine.

10. Etude tissulaire de I’expression du géne Pfkfb2

10.1. Etude de ’expression par hybridation in situ

L’enzyme PFKFB2 est exprimée dans les cones, pourtant 1’expression de I’ARN
messager in silico a un profil Africain, rod-like (Figure 49). Ceci indique que le mMRNA est
exprimé par les batonnets et les cones. Afin d’étayer 1’analyse transcriptomique faite chez la
souris rd1, nous avons effectué une analyse par hybridation in situ de I’expression de Pfkfb2

dans la rétine de souris sauvage C57BI/6J afin de confirmer ou d’infirmer I’expression
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Figure 63 : Mise en évidence de la spécificité de I’anticorps anti-PFKFB2 d’AssayBitoech.
L’anticorps AssayBiotech (Ref: B0761) en comparaison a I’anticorps de Bethyl (Ref : A304-
286A), utilise par le groupe de Connie Cepko (Chinchore et al., 2017). Les signes - ou +
correspondent a la transfection de cellules COS-1 avec pcDNA3 et pcDNA3-PFKFB2
respectivement.
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Figure 64 : Expression cellulaire de PFKFB2 dans la rétine de souris sauvage (C54BI/6J).
PFKFB2 co-localise avec le marquage PNA, un marqueur des cones. SE : segments externe, Sl
: segments interne, CNE : couche nucléaire externe, RI : rétine interne, CG : couche des
ganglionnaires.
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Figure 65 : Expression cellulaire de PFKFB2 dans la rétine humaine. PFKFB2 co-localise
avec le marquage PNA. SE : segments externe, Sl : segments interne, CNE : couche nucléaire
externe, RI : rétine interne, CG : couche des ganglionnaires.
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Figure 66 : Etude tissulaire de I’expression de Pfkfb2 par hybridation in situ sur coupe de
rétine de souris sauvage C57BI/6J. A. Hybridation in situ sur coupe de rétine de souris
C57bl/6J pour mettre en évidence la localisation tissulaire de Pfkfb2 en comparaison avec
Gnat2, gene spécifiquement exprimé par les cones. La localisation des ARN messagers est
situee dans la couche nucléaire externe. S : sens, AS : antisens, EPR : épithélium pigmentaire
rétinien, SE : segments externes, CNE : couche nucléaire externe, RI : rétine interne. B.
Comparaison de I’expression de I’ARN messager de Pfkfb2 et des ARN messagers de genes
spécifiqguement exprimés par les batonnets, Rho et pour les batonnets et les cones, Nxnll
(Blackshaw et al., 2001).
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rétinienne que nous avons obtenue par I’utilisation de puces Affymetrix. Cette technique permet
de localiser ’ARN sur une coupe histologique de tissu. Le principe repose sur la
complémentarité des bases nucléiques entre elles. Nous avons choisi comme contréle cellulaire
des cones une sonde antisens s’appariant a I’ARN messager de Gnat2, un marqueur des cones
(Magovcevic et al., 1995). La transducine est une protéine G qui stimule le couplage de la
rhodopsine et de la cGMP-phosphodiestérase lors des impulsions visuelles. Les sous-unités
alpha de la transducine dans les batonnets et les cones sont codées par des genes distincts, Gnatl
et Gnat2. Le gene Gnat2 code pour la sous-unité alpha des cones. L’analyse du signal in situ
(Figure 66A) montre une expression des ARNm de Pfkfb2 dans la couche nucléaire externe de
la rétine, au méme titre que Gnat2. Méme si le signal par hybridation in situ avec la sonde de
Pfkfb2 antisens ressemble a celui obtenu avec un marqueur des cones, 1I’examen de I’expression
d’un marqueur des batonnets, la rhodopsin (Blackshaw et al., 2001) qui est accessible via le site
https://cepko.med.harvard.edu/, ou celle du géne Nxnl1, exprimé par les batonnets et les cones
(Mei et al., 2016; Reichman et al., 2010) (Figure 66B) ne permet pas de conclure que I’ARN
messager de Pfkfb2 est exprimé uniquement par les cones.

10.2. Etude de I’expression par RNAseq

Afin de répondre a cette interrogation, nous avons tenté de développer une méthode
indirecte. Nous avons opté pour une analyse RNAseq quantitative du transcriptome des cénes
et des batonnets. Pour y parvenir, il nous faudrait séparer suffisamment de batonnets et de cones
par tri cellulaire, afin d’extraire une quantité suffisante d’ARN de chaque type cellulaire et
procéder ainsi au séquencage des ARNs dont celui de Pfkfb2. Le principe du tri cellulaire que
nous avons entrepris repose sur la séparation physique des différentes populations de
photorécepteurs de la rétine de la souris. Cette séparation est réalisée grace au tri des cellules
qui émettent la fluorescence d’un anticorps spécifique, couplé a un fluorochrome. Pour séparer
les batonnets et les cones de rétine de souris sauvage C57BI/6J de 2 mois, nous avons utilisé un
anticorps monoclonal de souris, dirigé contre la partie N terminale de la rhodopsine (clone 4D2
commercialisé par Millipore ref : MABN15) (Table 3) pour purifier les batonnets. Nous avons
utilise un anticorps monoclonal de souris, dirigé contre 1’arrestine des cones (mCar) pour
purifier les cbnes (Zhu et al., 2002). Nous avons obtenu ce dernier anticorps grace a une
collaboration avec Cheryl Craft de 1’University of Southern California (USC). De nombreuses

mises au point ont été nécessaires pour trouver les conditions opérationnelles pour les anticorps
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Figure 67 : Mise au point au FACS afin de différencier individuellement les populations
de batonnets et de cones. L’anticorps dirigé contre la rhodopsine est utilisé pour visualiser la
population de batonnets qui représente 83,5% des cellules rétiniennes. L’anticorps dirigé contre
I’arrestine des cones (ARR3) est utilisé afin de visualiser la population cnes qui représente
1,68% des cellules rétiniennes.
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En cytométrie de flux. Dans la rétine de souris, les batonnets représentent 97% des
photorécepteurs et les cones, seulement 3%. Les batonnets représentent plus de 40% du
transcriptome de la rétine de la souris (Pauly et al., 2019). Nous avons réussi a différencier les
deux populations de photorécepteurs dans un mélange cellulaire comptabilisant 83,5% de
batonnets et de 1,68% de cones (Figure 67). L’étape suivante consistait a purifier les deux
populations. Nous avons choisi de le faire en deux temps car le rapport des populations
batonnets/cones étant tellement important que séparer les deux populations a partir de la méme
suspension cellulaire, aurait permis de récupérer beaucoup de batonnets mais trop peu de cones.
A partir d’une suspension cellulaire contenant 2 millions de cellules rétiniennes triées avec
I’anticorps anti-rhodopsine, nous avons ainsi obtenu 208 712 béatonnets en 30 minutes.
Indépendamment, & partir d’une suspension cellulaire contenant 6,5 millions de cellules
rétiniennes et apres 3 heures de triage, nous avons récupéré 46 622 cones. Le temps de triage
des cones est beaucoup plus long que le temps de triage des batonnets car il y a seulement
1,68% de cones dans la préparation cellulaire rétinienne, ceci explique que ce tri prenne plus
de temps. Ces deux populations cellulaires ont été congelées immédiatement apreés triage.
L’extraction d’ARN des deux suspensions a donné un rendement assez faible et nous n’avons
pas pu récupérer d’ARN issu des cones et une faible quantité d’ARN (26 ng) a partir des
batonnets. Théoriquement, nous aurions dd récupérer une plus grande quantité d’ARN de
batonnets car nous disposions d’une quantité de cellules suffisante. Nous nous sommes donc
interrogé sur la possible dégradation des ARN lors de I’étape de préparation des cellules pour
le tri cellulaire, méme en présence d’un inhibiteur de ribonucléase, le RNase inhibitor de
Promega (RNasin réf. : N2611), capable d’inhiber les ribonucléases de mammiféres a chaque
étape de la procédure. Le traitement des cellules (isolation de la rétine, dissociation cellulaire,
fixation, et marquage des cellules) pour le tri cellulaire prend environ 8 heures et les cellules
sont ensuite laissés la nuit a 4°C avant de procéder au tri, qui prend également plusieurs heures.
Pour répondre a notre interrogation, nous avons simulé une préparation cellulaire de toute la
rétine en vue d’un tri cellulaire et nous avons procéder a I’extraction des ARN de ces cellules a
deux étapes du processus. Une premiere extraction a été réalisée a la suite de la préparation
cellulaire, soit 8 heures apres dissection des rétines et une deuxieme extraction, 25 heures aprés
dissection, ce qui inclus le temps imparti au tri cellulaire. Nous avons aussi utilisé deux Kits
d’extraction différents, 1’un est utilisé habituellement au laboratoire, le kit Quiagen Micro-Prep
et I’autre a été élaboré pour extraire I’ARN de cellules fixées et marquees, le kit recover all
total nucleic acid isolation d’Invitrogen. Les résultats obtenus sont sans ambiguité. Le meilleur

rendement d’extraction correspond a la condition : 8 heures post dissection. Ce rendement est
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Figure 68 : Comparaison a deux temps post dissection de deux kits d’extraction d’ARN

Qiagen Micro-Plus et Recover All Total Nucleic Acid Isolation.
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plus élevé par I’utilisation du kit développé pour les cellules marquées (Figure 68). Méme en
présence d’inhibiteurs de ribonucléases et du maintien des extraits a 4°C avant le tri cellulaire,
les ARN sont progressivement dégradés au cours du processus. Ceci impliquait donc que pour
avoir un rendement optimal, le tri cellulaire soit effectué immédiatement apres le marquage des
cellules. Or, le temps de marquage des cellules prend environ 8 heures, donc une journée de
travail, il faudrait commencer le tri en fin de journée et procéder au triage la nuit. La plateforme
de tri cellulaire avec laquelle nous travaillons est bien entendu fermé la nuit. De plus, pour faire
une analyse RNAseq il faut au minimum 200 ng d’ARN, or lors de nos tests avec les différents
temps d’extraction post dissection, nous étions partis de 2 millions de cellules rétiniennes, ce
qui équivaut a 4 rétines (2 souris) et nous avons obtenu au maximum 2.2 ug d’ARN, a partir de
toutes les cellules rétiniennes. 1l faudrait donc, selon nos calculs, obtenir au minimum 200 000
cellules triées, pour avoir 200 ng d’ARN total, ce qui est requis pour le séquencgage. Ceci est
réalisable pour les batonnets si nous procédons au tri immédiatement apres les étapes de
marquage, puisque lors du précédent tri nous avions obtenu 208 712 batonnets. Par contre, pour
qui concerne les cones, nous avions obtenu 46 662 en partant de 6.5 millions de cellules
rétiniennes. Selon nos calculs, il faudrait 4.3 fois plus de cellules rétiniennes, soit 28 millions
de cellules au départ qui correspond a 55 rétines, soit 28 souris a sacrifier et a disséquer pour
obtenir 200 000 cones. Ce nombre important de souris rallonge considérablement le temps de
préparation des cellules et diminue, selon notre expérience, le rendement d’extraction de
I’ARN. En plus, lors du précedent tri nous avons mis 3 heures pour récupérer 46 622 cones,
donc toujours selon nos calculs, il faudrait 13 heures de tri pour récupérer les 200 000 cones
nécessaires pour obtenir les 200 ng d’ARN. Le rallongement du temps de préparation et de
marquage des cellules ainsi que le temps de triage, fait que cette expérience ne nous parait en
somme pas techniquement réalisable pour les cones. Le rendement d’extraction des ARN aprés
toutes ces heures de travail serait quasiment nul. Etude de I’expression tissulaire de Pfkfb2 chez
la souris Pfkfb2cd/cd

11. Etude de D’expression tissulaire de Pfkfb2 chez la souris

Pfkf2cds

Nous avons donc employé une autre stratégie afin de caractériser le profil d’expression

+/+ .

du géne Pfkfb2 dans la rétine. La souris Pfkfb2°¥¢d qui a servie a établir la lignée [Cone-Cre*'* :
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Figure 69 : Expression du géne rapporteur de la p-galactosidase chez la souris Pfkfl2cd/cd,
A. Carte du géne Pfkfb2 chez la souris Pfkfb2°9ed, B. coloration p-galactosidase SE : segments
externe, Sl : segments interne, CNE : couche nucléaire externe, RI : rétine interne, CG : couche
des cellules ganglionnaires. C. La coloration [3-galactosidase a plus fort grossissement.
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Pfkfb2 LOPLP] posséde une cassette d’un géne rapporteur LacZ (le géne de la p-
galactosidase de 1’opéron lactose) entre ’exon 3 et 4 de Pfkfb2 (Figure 69A). Ce géne
rapporteur permet de mettre en évidence 1’activité du promoteur de Pfkfb2 dans la rétine. Nous
avons procédé a un test enzymatique pour révéler 1’activité de la B-galactosidase et donc
I’activité du promoteur de Pfkfb2, sur des coupes de rétine des souris Pfkfo2¢9d, Le test
enzymatique révéle un marquage spécifique au niveau des segments externes des
photorécepteurs, ainsi que dans les cellules ganglionnaires (Figure 69B). L’ARNm de la -
galactosidase est traduit en protéine au sein du segment interne des batonnets, mais comme le
segment externe sert de destination par défaut pour le trafic des protéines dans les
photorécepteurs (Baker et al., 2008), la coloration bleue de la B-galactosidase se retrouve
principalement au niveau des segments externes des batonnets. A plus fort grossissement, la
coloration f-galactosidase qui entoure les noyaux de la couche nucléaire externe indique que le
promoteur de Pfkfb2 est actif dans les batonnets qui constituent 97% des cellules de cette couche
de la rétine chez la souris (Figure 69C).

12. Etude de ’expression de la protéine PFKFB2 chez la souris rd1

Grace aux expériences précédentes, nous savons que l’analyse in silico du profil
d’expression de Pfkfb2, qui montre un profil Rod-like, est confirmée par 1I’¢tude de I’activité du
promoteur de Pfkfb2 chez la souris Pfkfo2°ed, En revanche, ces résultats sont en contradictions
avec 1’étude fonctionnelle de PFKFB2 chez les cones ainsi que son expression par les
photorécepteurs, car la protéine est exprimée par les cbnes, mais pas par les batonnets (Figure
64). Pour confirmer que la protéine PFKFB2 n’a pas un profil d’expression d’une protéine
spécifique des batonnets comme le suggere 1’expression de son messager, nous avons comparé
I’expression des ARNm et des protéines des genes Pfkbf2 et de Rho dans la rétine de la souris
rdl a 15 jours, post-natal day 15 (PN15) et a 22 jours. Nous avons analyse I’expression des 2
protéines, PFKFB2 et la rhodopsine, par western blotting chez des souris sauvages et rd1 a deux
ages critiques de la dégénérescence des batonnets chez la souris rd1. Nous observons qu’a
PN15, au stade ou les batonnets ont commencé a dégénérer chez la souris rd1, I’expression de
la rhodopsine chute de 96.6%, alors que 1’expression de PFKFB2 ne diminue que de 25%

(Figure 70). A PN22, chez la souris rd1, les batonnets ont completement dégenéré, nous
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Figure 70 : Expression de la protéine PFKFB2 chez la souris rd1 en comparaison a celle
de la rhodopsine. Etude par western blotting de I’expression des protéines RHO et PFKFB2
chez la souris rd1 au cours de la dégénérescence des batonnets. L’analyse statistique a été faite
avec un test de Student. **** p < 0,001 (SEM). * p = 0,0243.
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observons donc une perte totale de 1’expression de la rhodopsine, alors que PFKFB2 diminue
uniquement de 61%. D’apres ces résultats nous constatons que la protéine PFKFB2 n’a pas un
profil d’expression similaire a celui de la rhodopsine, une protéine spécifiquement exprimée
par les batonnets. Le fait que PFKFB2 ait une expression diminuée au cours du temps chez la
souris rd1, montre que 1’expression de cette protéine est dépendante des batonnets, ce qui est
compatible avec la régulation de son expression par RACVF. La protéine PFKFB2 est exprimée
par les cones mais de maniére dépendante des batonnets.

13. Pourquoi le géne Pfkfb2 est exprimé par les batonnets et les
cones, mais que la protéine ne soit exprimée que par les cbnes ?

Comment expliquer le fait que le messager du géne Pfkfb2 soit exprimé par les batonnets et les
cbnes, mais que la protéine ne soit exprimée que par les cones ? La premiére hypothése que
nous avons émise est que I’ARN messager de Pfkfb2 est exprimé par les batonnets et les cones,
mais que la protéine PFKFB2 n’est pas stable dans les batonnets. Ainsi I’isoenzyme PFKFB3
n’est pas exprimée par les neurones du cerveau mais a des niveaux élevés par les astrocytes.
Mais le fait que ces neurones contiennent le méme taux d’expression d’ARNmM de Pfkfb3 que
les astrocytes suggére que la concentration de PFKFB3 dans ces neurones est régulée de
maniere post-transcriptionnelle (Herrero-Mendez et al., 2009). En effet, il a été montré que
PFKFB3 était dégradé par le protéasome. Des études sur le mécanisme de cette dégradation
protéasomale ont révélées que PFKFB3 contient un boite KEN qui commence a la position 142
de la protéine (Bolanos et al., 2010). Ce motif cible des protéines pour l'ubiquitinisation par
I’activation de l'anaphase complexe/cyclosome (APC/C) lorsqu'il est lié a son activateur CDH1.
APC/C-CDHL1 est une ubiquitine ligase E3 connue pour son réle dans la régulation de la mitose
et de la méiose, la suppression tumorale et la stabilité du génome. Cette ubiquitinisation adresse
PFKFB3 au protéasome, pour y étre dégrade. Nos recherches in silico, n’ont pas révélé de boite
KEN similaire dans le séquence de PFKFB2, ce qui invalide 1’hypothése que PFKFB2 est
dégradé dans les batonnets, par adressage de PFKFB2 au protéasome. Une deuxieme hypothése
est que la traduction du messager de PFKFB2 dans les batonnets est bloquée. Nous avons
cherché quel type de mécanisme pourrait bloquer la traduction et parmi les mecanismes qui
peuvent réguler négativement 1’expression de PFKFB2 par les batonnets il y en a un qui nous
a semblé intéressant : I’action de microARNs. Les miARNs sont des régulateurs post-

transcriptionnels capables d’éteindre 1’expression de génes. Leur appariement & un ARN
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Figure 71 : Expression de miR-182 dans la rétine. A. Distribution tissulaire de miR-182 chez
la souris; niveaux d'expression de miR-182 dans : a: les ganglions lymphatiques, b : peau, ¢ :
muscle squelettique, d : graisse blanche, e : graisse brune, f : foie, g : rein, h : glande surrénale,
i : rate, j : testicule, k : estomac, | : intestin gréle, m : gros intestin, n : thymus, o : poumon, p :
tissus du ventricule, q : glande thyroide, r: glande sous-maxillaire, s : cerveau, t : cervelet, u :
yeux, Vv : fibroblaste de peau, analysés par northern blot (Jin et al., 2009). B. Cinétique
d’expression de miR-182 dans la rétine d'une souris sauvage (Wu et al., 2019). C. Alignement
conservé de la séquence de fixation de miR-182 mature (Wu et al., 2019).
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messager cible peut conduire a I'inhibition de sa traduction de par le degré de complémentarité
entre la séquence du miARN et celle de son ARNm cible (Huntzinger and lzaurralde, 2011).
Parce qu’ils affectent 1’expression de nombreux génes, les miARNS interviennent dans la
plupart des processus biologiques. Pour étayer cette hypothése, nous avons cherché s’il existait
dans la littérature un miARN ciblant spécifiquement de Pfkfb2. Nous avons trouvé plusieurs
microARN qui interagissaient avec I’ ARN messager de Pfkfb2. MiR-163 inhibe la prolifération
et l'invasion cellulaire en bloquant I’effet Warburg dans le cancer de I’estomac en se liant
directement au 3' untranslated regions (UTR) de Pfkfb2, supprimant ainsi lI'expression de la
protéine PFKFB2. MiR-182 se lie directement & I’ARN messager de Pfkfb2 dans les cellules
du glioblastome et le couple miR-182/PFKFB2 module ainsi la glycolyse, la sécrétion de la
chimiokine CXCL14 et I’invasion de cellules de gliales (He et al., 2018). Fait intéressant, la
voie de signalisations de miR-182 et miR-183 est nécessaires au maintien des segments

externes des cones in vivo ainsi qu’a leur fonction (Busskamp et al., 2014).

13.1. Etude in silico des variants de transcription de Pfkfb2

Ces différentes études indiquent que, miR-182 est un candidat susceptible d’étayer notre
seconde hypothése car non seulement miR-182 interagit avec I’ARN messager de Pfkfb2 mais
aussi miR-182 est abondant dans la rétine (Figure 71A). Son expression augmente lors de la
différentiation des cellules de la rétine (Figure 71B) (Jin et al., 2009; Wu et al., 2019). Il joue
un role essentiel dans le maintien des segments externes des cones (Busskamp et al., 2014). Son
role serait-t-il de réduire 1’expression de la protéine PFKFB2 par les batonnets pour ne pas
exercer une compétition avec les cones pour le métabolisme du glucose ? L’action de miR-182
pourrait impliquer que I’ARN messager de Pfkfb2 soit exprimé par les batonnets et les cones
mais que la protéine PFKFB2 ne soit traduit que dans les cones. Nous avons trouvé in silico
différentes isoformes des ARN messagers de Pfkfb2. Cette étude révele que Pfkfb2, chez la
souris, possede 5 variants de I’ARN messager, dont 1 non codant et 4 codant pour des isoformes
différentes de la protéine PFKFB2. Nous connaissions les séquences ciblées par mir-182 chez
I’homme (He et al., 2018), ainsi que la séquence de fixation de miR-182. Cette sequence est en
fait conservée entre plusieurs especes (Figure 71C). Cet élément cible se retrouve uniquement
dans le 3' UTR du variant 1 (Figure 72). Le variant 3 n’est pas détecté dans la rétine, le variant
4, non codant n’a pas d’importance ici, et le variant 2 et 5 n’ont pas d’éléments ciblés par miR-

182 en 3’UTR de leurs messagers. Par conséquence, selon notre modeéle, les batonnets
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Figure 72 : Etudes in silico des différentes variant de ’ARN messager de Pfkfb2. A.
Différence entre la séquence cible humaine et la séquence cible de souris pour miR-182. B. Les
différents variants de transcription du géne Pfkfb2. Le variant 1 possede 2 éléments ciblés par
miR-182. Le variant 2 et 5 ne possédent pas d’¢lément ciblé par miR-182. Le variant 3 est non
détecté et le variant 4 est non codant.
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expriment le variant 1 et la traduction de la protéine PFKFB2 est bloquée par miR-182, alors
que les cones expriment 1’un des variants, 2 ou 5 du transcrit de Pfkfb2 et expriment alors la
protéine PFKFB2. En analysant les données d’une étude transcriptomique chez la souris rd10,
un modeéle autosomique récessif de RP (Uren et al., 2014), nous avons observé que le variant
1 est le variant majoritaire dans la rétine de la souris sauvage, ce qui supporte notre hypothese,
mais également que le pourcentage de variant 1 diminue chez la souris rd10. Par contre, le
niveau d’expression du variant 5 est augmenté chez cette souris rd10, un modele hypomorphe
de la souris rd1 (Figure 73). Nous avons Vérifié que les différents variants protéiques possedent
toutes un domaine phosphatase C-terminal fonctionnel pour nous assurer que les protéines
codées par ces deux ARN messagers variants sont bien des enzymes bifonctionnelles. La
séquence du domaine phosphatase des deux isoformes (v1, et v5) est identique (Figure 74).
Néanmoins, I’isoformes v5 possede une extension en C-terminale. Le domaine phosphatase est

donc fonctionnel pour les deux variants.

13.2 Etude expérimentale de ’expression des différents variants de transcription
de Pfkfb2

Pour valider expérimentalement cette hypothése de travail, nous avons tout d’abord
dessiné des amorces spécifiques pour chaque variant de transcription et recherché leur présence
dans la rétine par RT-PCR (Table 4). Dans la rétine de souris sauvage, nous détectons deux
variants de transcription du gene Pfkfb2 ; le variant v1 qui posséde un élément ciblé par miR-
182 et le variant v5 qui ne posséde cet élément (Figure 75). Ces résultats s’accordent avec notre
modele dans lequel les batonnets expriment le variant 1 et la traduction de la protéine PFKFB2
est bloquée par miR-182, alors que les cones expriment le variant 5 du transcrit de Pfkfb2 et
expriment donc la protéine PFKFB2. Pour confirmer ceci, nous avons étudié par RT-PCR
quantitative la cinétique d’expression, des variants 1 et 5 chez la souris rd1 au cours de la
dégenérescence des batonnets (Figure 76A). Nous avons calibré les données avec le profil
d’expression de génes exprimés spécifiquement par les batonnets ou par les cones (Figure
76B). Ces résultats montrent que la cinétique d’expression de Pfkfo2'! est similaire a celle du
géne de la rhodopsine, ¢’est-a-dire qu’a partir de 11 jours postnatal nous observons une chute
de ’expression du géne de Rho et du variant Pfkfb2"?, ce qui correspond a la perte des batonnets.
En revanche, bien que I’expression de Rho soit quasi nulle a 21 jours postnatal, I’expression de

Pfkfb2"!, bien qu’elle ait chuté considérablement, se maintient 4 un niveau qui correspond
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certainement a I’expression de ce géne dans les cellules ganglionnaires (Figure 76C et 69B).

L’expression du variant 5 de transcription de Pfkfb2 baisse entre 11 et 15 jours postnatal dans
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Figure 73 : Etudes in silico du pourcentage des différents variant de ’ARN messager de
Pfkfb2 dans la rétine.
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PFKFB2 vl 361 YRYPGGESYQDLVQRLEPVIMELERQGNILVISHQAVMRCLLAYFLDKGADELPYLRCPL 420

PFKFB2 v5 360 YRYPGGESYQDLVQRLEPVIMELERQGNILVISHQAVMRCLLAYFLDKGADELPYLRCPL 419
e e sk e ke e ok ok e ke ok e ok e ok ok e ok ke e ok o ok i e ok i e ok e ok ke e ok i ok ok e ok ok e e o ok ok ok ok e o ke o e ok

PFKFB2 vl 421 HIIFKLTPVAYGCRVETITLNVDAVDTHRDKPTHNFPKSQTPVRM FTPLSSSNTIIR 480

PFKFB2 v§ 420 HIIFKLTPVAYGCKVETITLNVDAVDTHRDKPTHNFPKSQTPVRMRRNSFTPLSSSNTIIR 479
e e e e e e ok ke e ke e e e ke ke e ok ke e e ok i vk ke ke ok ok e ok e i ok ke e ok i e ok e ok ke ke e e i ] ] ek ok e ok

PFKFB2 vl 481 RPRN GSRPLKPLSPLRALDMQEGADQPKTQVSIPVV === cccctccuax 519

PFKFB2 v5 480 RPRN GSRPLKPLSPLRALDMQEGADQPKTQEVENLLAEHRHPSMASLTLLS 533
e e ke e e sl e sk e e e ke e e e e ke e e i e e ke e e ke e sk ke o e ..

Sites de régulation du domaine phosphatase

Figure 74 : Etudes in silico du domaine phosphatase de la protéine PFKFB2 issue des
différents variant transcription de Pfkfb2 chez la souris. Les séquences protéiques sont
identiques jusqu’a I’acide aminé 513. PFKFB2 v1 se termine a 1’acide aminé 519. PFKFB2 v5
se termine en position 533. Les 2 isoformes protéiques ont les mémes sites de régulation du
domaine phosphatase.
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Variant 1 (miR-182+) Variant 2 (miR-182-) Variant 5 (miR-182-)

pb °C: 64 67 68 69 RT- 65 67 68 69 RT- 65 67 68 69 RT-

Figure 75 : Etudes des différents variants transcription de Pfkfb2 dans la rétine par RT-
PCR. Les variants de transcription v1 (miR-182+) et v5 (miR-182-) sont détectés dans la rétine
de souris sauvage. RT-: témoin négatif de rétrotranscription a 67°C, pb : paire de bases.
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Figure 76 : Etudes cinétique des différents variants de transcription de Pfkfb2 dans la
rétine de souris rd1 au cours de la dégénérescence des batonnets. A. Cinétique d’expression
des génes Rho et Gnat2 dans la rétine de souris rd1. B. Cinétique d’expression des variants de
transcription de Pfkfb2 v1 et v5 dans la rétine de souris rd1l. C. Cinétique d’expression des
génes avec un profil d’expression Rod-like, Rho et Pfkfb2"* dans la rétine de souris rd1. D.
Cinétique d’expression des génes avec un profil d’expression Cone-like, Gnat2 et Pfkfb2" dans
la rétine de souris rd1.
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la rétine de la souris rd1, alors qu’il augmente chez la souris sauvage, et se stabilise durant la
dégénérescence des batonnets (Figure 76D). Les deux souris analysées sont de fond génétique
identique (C3H) et la différence observée ne peut provenir que de la dégénérescence des
batonnets (Reichman et al., 2010). Le variant 5 ne partage pas le profil d’expression que Rho,
mais son expression semble étre dépendante de la survie des batonnets. Ces résultats apportent

un argument décisif en support & notre modéle.

Afin de démontrer expérimentalement les données in silico sur la présence ou pas des
séquences ciblées par miR-182 dans le 3’UTR des deux isoformes des transcrits de Pfkfb2 v1
et v5, nous allons utiliser un miR-182-sensor (Bellon et al., 2017) pour tester in vitro
I’expression d’une protéine GFP dans des constructions possédant les parties 3’UTR des
variants 1 et 5 des messagers de Pfkfb2 (Figure 77A). Par transfection transitoire dans des
cellules COS1, nous allons co-exprimer les différentes constructions et mesurer par western
blotting 1’expression de la GFP. Nous envisageons que le sensor miR-182, bloquera
I’expression de la GFP qui est sous le contrdle de la partie 3’UTR du variant vl de Pfkfb2 qui
contient un site de fixation du miR-182 et qu’au contraire le sensor ne sera pas capable de
bloquer I’expression de la GFP qui est sous le controle du 3’UTR du variant v5 de Pfkfb2 qui
ne possede pas le site de fixation du miR-182 (Figure 77B). Ces différents plasmides sont en

cours de construction et nous obtiendrons nos résultats dans un futur proche.

14. Etudes des PFKFB2 issus des différents variants de transcription
de Pfkfb2 dans la rétine

Ces deux variants de transcription sont traduits en deux protéines différentes avec un
poids moléculaire légerement différent puisque PFKFB2 issu du variant 1 a un poids
moléculaire égal a 59,83 kilodalton (kDa) et PFKFB2 issu du variant 5 a un poids moléculaire
de 61,56 kDa. Ces deux protéines ont un poids trop proche pour étre différentiées par les
méthodes traditionnelles d’étude de protéines comme le western blotting (Figure 61A). En
revanche, ces deux protéines ont un point isoélectrique (pl) différents. Le pl est le pH pour
lequel la charge électrique nette de la protéine est nulle et sa migration est donc stoppée lors de
I’étape d’isofocalisation dans les analyses électrophorétiques a deux dimension. Il est ainsi
possible de différentier deux protéines avec des poids moléculaires proches, si leurs points
isoélectriques sont différents. PFKFB2'! a un pl de 8,22 et PFKFB2" de 7,91 (Figure 78A).
Nous avons donc entrepris une étude par électrophoréese en deux dimensions (2D). Dans un
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Figure 77 : Etude pour la mise en évidence des séquences cible de miR-182 dans les
séquences 3’UTR des variants v1 et v5 de Pfkfb2. A. Différentes constructions de plasmides
pcDNA3 pour la mise en évidence des séquences 3’'UTR régulatrices des variants Pfkfb2'! et
Pfkfb2"°. B. Les différents plasmides seront transfectés dans des cellules COS-1 et I’expression
de la GFP sera mise en évidence par western blotting.
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premier, temps les protéines issues d’un lysat protéique sont séparées selon leur point
isoélectrique (isofocalisation), puis dans un deuxieéme temps ces protéines sont séparées selon
leur poids moléculaire ; leur migration dans un gel en présence de laurylsulfate de sodium plus
connu comme le sodium dodecyl sulfate (SDS). Afin de visualiser les protéines PFKFB2, un
western blotting a été réalise a la suite de I’électrophorése 2D avec 1’anticorps PFKFB2
d’Assaybiotech (Table 3) qui révele une bande majoritaire en western blotting & 58 kDa
(Figure 63). Selon notre modele, nous devrions visualiser uniquement protéine PFKFB2" des
photorécepteurs et éventuellement PFKFB2'! des couches internes de rétine. D’un extrait
protéique de la rétine nous devrions étre capable de distinguer par western blotting 2D, 2 spots
de pls distincts, mais avec des migrations identiques en seconde dimension. Dans le premier
test effectue sans traitement préalable des extraits, nous observons 7 spots entre 50 et 75 kDa,
qui correspondent a PFKFB2 avec des pls différents (Figure 78B) Les pl des modifications
post-traductionnelles de PFKFB2 chez la souris (UniProtKB - P70265) sont disponibles*. Cing
des spots ont un pl qui se situe entre 6,0-7,0. Trois de ces spots majoritaires ont des pls respectifs
de 6,59, 6,79 et 7,04. Deux spots ont un point isoélectrique tres acide (4,5— 4,6). Comme le pl
de PFKFB2" est plus acide que celui PFKFB2'! (Figure 78A), il est concevable que les
isoformes avec des pls acides, représentent les formes hyperphosphorylées de PFKFB2", et
ainsi que par le méme raisonnement toutes les autres formes aux pls plus basiques. Cette
interprétation ne prend pas en compte les autres modifications post-traductionnelles qui
pourraient modifier le pl, sans modifier la migration de la deuxiéme dimension®. Néanmoins,
le décalage du pl par acétylation est généralement faible (< 0,2 pH) (Zhu et al., 2005) et
I’ubiquitination apporte une masse additionnelle de 8 kDa. Notre présente interprétation est que
ces nombreux spots sont des formes de PFKFB2 différentiellement phosphorylées, ceci car
nous n’avons pas traité les extraits afin de déphosphoryler PFKFB2 avant 1’analyse. Afin de
surmonter cette difficulté, nous allons traiter les extraits avec la phosphatase A (Biolab New
England P0753S) (Mayer et al., 2015) afin d’effacer les phosphorylation qui peuvent modifier
le pl de PFKFB2 et interférer avec 1’analyse (Halligan, 2009). Pour distinguer I’isoforme
PFKFB2" de I’isoforme PFKFB2"! par leur pl dans les gels 2D, nous allons aussi inclure une
analyse du ceeur, qui est la référence (Heine-Suner et al., 1998). Puisque I’expression de miR-

182 dans le cceur est bien moins élevée que dans la rétine (Figure. 71A) et que la protéine dans

4 Isoelectric Point Calculator (phosphosite.org)
5 PFKFB2 (mouse) (phosphosite.org)

211


https://www.phosphosite.org/isoelectricCalcAction.action?id=1780&residues=30
https://www.phosphosite.org/proteinAction.action?id=1780&showAllSites=true

212



A.

22 o A ; Poils mokcuhire :
Variant Pomt soélectrique (kDa) UniProt

1 8,22 59,83 P70265_MOUSE

S 7,91 61,56 ADAOSTWRGO_MOUSE

Figure 78 : Etudes par western blotting 2 dimensions des PFKFB?2 issus des différents
variants de transcription de Pfkfb2 dans la rétine. A. Tableau représentant les points
isoélectriques ainsi que le poids moléculaire de chaque isoforme protéique de PFKFB2. B. Gel
2 dimensions fait a partir d’un extrait de rétine de souris afin d’étudier les différentes isoformes
de PFKFB2. Les points isoélectriques sont calculés a l'aide de I'algorithme du programme
Compute pl/Mw d'ExPASYy. kDa : kilodalton, pl : point isoélectrique.
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Figure 79 : Résultats attendus en western blotting 2 dimensions dans un mélange de ceeur
et de rétine.
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le ceeur qui est la référence dans UniProt (P70265), la protéine exprimée dans le coeur est donc
trés certainement celle codée par le mRNA Pfkfo2"!, PFKFB2'!. Nous proposons donc
d’étalonner les deux isoformes en mélangeant les extraits de rétine et de cceur (Figure 79). Dans
un deuxieme temps, pour distinguer I’expression de PFKFB2 par les cones et les cellules
ganglionnaires (Figure 69), nous séparerons la couche des photorécepteurs de la rétine interne
par une technique de coupe au vibratome (Clerin et al., 2014), et nous testerons en western
blotting 2D les deux couches séparément, puisque I’isoforme v5 devrait étre présente

majoritairement dans la couche des photorécepteurs qui comprend les cones.

15. Etude de la phosphorylation de PFKFB2 dans la rétine de souris

Nous avons préecédemment demontré que 1’action de RACVF, et donc par conséquent
I’augmentation de ’entrée du glucose dans les cones (Ait-Ali et al., 2015) provoque
I’augmentation de 1’expression de Pfkfb2 dans la rétine (Figure 49). Ceci explique que
I’expression du transcrit Pfkfb2"® est dépendante de la présence des batonnets (Figure 70A). En
effet, comme RACVF est sécrété par les batonnets et qu’il augmente 1’expression du messager
de Pfkfb2, il est donc attendu que lorsque les batonnets dégénérent, suite a quoi RACVF n’est
plus exprimé (Mei et al., 2016), nous observions une baisse de I’expression de mPfkfh2"°. C’est
par 1’augmentation du transport du glucose dans les cones via GLUTI qu’augmenterait

I’expression du messager de 1’isoforme v5 de Pfkfb2 (Figure 53).

Nous avons étudié le mécanisme d’action de PFKFB2 dans les cones. PFKFB2 est une
enzyme bifonctionnelle comprenant en N-terminal un domaine kinase qui métabolise le
fructose-6-phosphate (F6P) en fructose-2,6-biphosphate (F26BP) et en C-terminal un
phosphatase qui déphosphoryle le F26BP en F6P (Okar et al., 2001) (Figure 50A). Le F26BP
est le plus puissant modulateur allostérique de la phosphofructokinase (PFK), I’enzyme
glycolytique qui catalyse la réaction de la réaction F6P — fructose-1,6-biphosphate (F16BP),
1’etape de limitante de la glycolyse (Figure 50B). Le F26BP a une double fonction, il augmente
I'affinité de PFK pour le fructose-6-phosphate (F6P) et libére I'enzyme de l'inhibition médiée
par I'ATP (Figure 19). Il augmente également de maniére synergique l'affinité de PFK pour
I'’AMP, un effecteur allostérique positif de I'enzyme. De plus, F26BP stabilise PFK et favorise
son association en tétrameres et oligomeéres d’ordres supérieurs qui possedent une activité

enzymatique accrue (Sola-Penna et al., 2010). Par des mécanismes, les changements de

215



A. Hypoxie Adrénaline Insuline Acides aminés
PKC AMPK PKA Ca/CAMK AKT
Ser* PKC —> Ser*® Ser®
‘ Kinase | Phosphatase i
|
Thr*”
PKC

SP|060825|F262_HUMAN
SP|P70265|F262_MOUSE

SP|060825|F262_HUMAN
SP|P70265|F262_MOUSE

SP|0€0825|F262_HUMAN
SP|P70265|F262_MOUSE

SP|060825|F262_HUMAN
SP|P70265|F262_MOUSE

SP|0€0825|F262_HUMAN
SP|P70265|F262_MOUSE

SP|0€0825|F262_HUMAN
SP|P70265|F262_MOUSE

SP|0€0825|F262_HUMAN
SP|P70265|F262_MOUSE

SP|060825|F262_HUMAN
SP|P70265|F262_MOUSE

---MSGASSSEQNNNSYETKT PNLRMSEKKCSWASYMINSPTLIVMIGLPARGKTYVSKK
MSENSTFSTEDSCNSSYKPHASNLRRAGKTCSWASYMINSPTLIVMIGLPARGKTYVSKK

LTRYLNWIGVPTKVENLGVYRREAVKSYKSYDFFREDNEEAMKIRKQCALVALEDVKAYL
LTRYLNWIGVPTKVENLGVYRREAVKSYQSYDFFREDNEEAMKIRKQCALVALEDVKAYF

TEENGQIAVFDATNTTRERRDMILNFAEQNSFKVFFVESVCDDPDVIARNILEVKVSSPD
TEESGQIAVFDATNITRERRDMILNFAKQNAFKVFFVESVCDDPDVIAANILEVKVSSPD

YPERNRENVMEDFLKRIECYKVIYRPLDPDNYDKDLSFIKVINVGQRFLVNRVQDYIQSK
YPERNRENVMEDFLKRIECYKVIYQPLDPDNYDKDLSFIKVMNVGQRFLVNRVQDYIQSK

IVYYIMNIHVQPRTIYLCRHGESEFNLLGKIGGDSGLSVRGKQFAQALRKFLEEQEITDL
IVYYIMNIHVHPRTIYLCRHGESEFNLLGKIGGDSGLSVRGKQFAHALKKFLEEQEIQDL

KVWISQLKRTIQTAESLGVPYEQWKILNEIDAGVCEEMTYAETEKRYPEEFALRDQEKYL
KVWISQLKRTIQTAESLGVIYEQWKILNEIDAGVCEEMTYSEIEQRYPEEFALRDQEKYL

YRYPGGESYQDLVQRLEPVIMELERQGNVLVISHQAVMRCLLAYFLDKGADELPYLRCPL
YRYPGGESYQDLVQRLEPVIMELERQGNILVISHQAVMRCLLAYFLDKGADELPYLRCPL
466
HTIFKLTPVAYGCKVET IKLNVEAVNTHRDKPTNNFPKNQT PVRMRRNSFTPLSSSNTIR
HIIFKLTPVAYGCKVET ITLNVDAVDTHRDKPTHNFPKSQTPVRMRRNSFTPLSSSNTIR

483 469
SP|0€0825|F262_HUMAN RPRNYSVGSRPLKPLSPLRAQDMQEGAD-----—————— 505
SP|P70265|F262_MOUSE RPRNYSVGSRPLKPLSPLRALDMQEGADQPKTQVSIPVV 519

486

&0

117
120

177
180

237
240

297
300

357
360
417
420

477
480

Figure 80 : Organisations des domaines protéiques et des sites de phosphorylation de
PFKFB2. A. Les domaines protéiques et des sites de phosphorylation de PFKFB2 chez
I’homme. Les domaines régulateurs sont représentés en gris. Sites de phosphorylation et kinases
afférentes sont indiquées. AMPK : Activated-mitogen protein kinase-activated protein kinase-
1. PKA : protein kinase A, PKC : protein kinase C, Ca/CAMK : calcium/calmodulin-dependent
protein kinase. Les coordonnées indiquées ici sont celles de PFKFB2 chez I’homme (Ros and
Schulze, 2013). B. Alignement de la séquence protéique de PFKFB2 chez ’homme et chez la
souris. Les résidus sérines phosphorylables ne se situes pas aux mémes positionnements : Ser#6®
chez I’homme se situe en position 469 chez la souris et Ser*®® se situe en position 486.
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concentration de ce métabolite régulent les activités de PFK, conférant ainsi un réle clé au
F26BP ainsi qu’a PFKFB2 dans la régulation la réaction F6P — F16BP et par extension du flux
de la glycolyse (Bartrons et al., 2018). 1l existe des modifications post-traductionnelles dans les
séquences régulatrices en C-terminal et N-terminal d’acides aminés impliqués dans la
régulation des activités enzymatiques de PFKFB2. Chez I’homme, l'adrénaline favorise la
phosphorylation de Ser*®® et Ser*®®, du domaine régulateur C-terminal, par la protéine kinase A
(PKA) et stimule la glycolyse (Rider et al., 1992) (Figure 80A). L’ implication physiologique
de la phosphorylation de Ser84, Ser“® et Thr*’> de PFKFB2 par la protéine kinase C (PKC) n'est
pas totalementt élucidée. 1l semble que la phosphorylation de Ser*®® ou de Thr*”® ne modifie pas
I'activité enzymatique de PFKFB2. Cela pourrait étre di au fait que la phosphorylation au
niveau de Ser® contrecarre les effets de la phosphorylation au niveau des sites C-terminaux
d'activation (Kitamura et al., 1988). L'activation de I’AMP-activated protein kinase (AMPK),
lorsque la phosphorylation oxydative est bloquée in vitro, conduit & la phosphorylation de Ser*6®
(Marsin et al., 2000), ce qui augmente les niveaux de F26BP et le flux glycolytique. Les acides
aminés stimulent la synthése de F26BP par phosphorylation de PFKFB2 via la voie de
signalisation AKT, ce qui montre comment la signalisation des kinases intracellulaires et le
métabolisme sont inextricablement liés (Novellasdemunt et al., 2013). L'insuline stimule la
glycolyse dans le coeur en augmentant le transport du glucose (Figure 36) et en activant le
PFKFB2 (Ros and Schulze, 2013). Les résidus Ser*® et Ser*® sont phosphorylés par la protéine
AKT en réponse a l'insuline (Deprez et al., 1997; Rider and Hue, 1984). La phosphorylation de
PFKFB2 aux serines 466 et 483 provoque une augmentation de 1’activité kinase de 1’enzyme
en inhibant le domaine phosphatase en C-terminal (Figure 80A). De plus, la phosphorylation
de PFKF2 aux résidus S*° et S*2 entraine conjointement avec HK2, la synthése des lipides
(Moon et al., 2011). 1l est important de relever que chez la souris, les sites de phosphorylation
des sérines dans le domaine régulateur de la phosphatase sont positionnés légérement
différemment ; Ser*®® (Ser“®® chez I’homme) et Ser*® (ser“® chez I’homme) (Lee et al., 2020)
(Figure 80B). Le citrate issu de la phosphorylation oxydative (Figure 27) est inhibiteur du
domaine kinase de PFKFB2. Ce mécanisme est une fagon possible pour la cellule d’épargner
le glucose. Ainsi, I’expression de PFKFB2 dans le coeur (Figure 61) est contournée, gréace a
I’inhibition de 1’activité du domaine kinase de PFKFB2 par le citrate, produit par la
mitochondrie (Crochet et al., 2017).

Nous avons voulu vérifier si PFKFB2 était phosphorylé a la sérine 486 dans la rétine de

la souris. Pour cela, nous avons analysé 1I’expression des PFKFB2 ainsi que sa phosphorylation,
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Figure 81 : Phosphorylation de Ser“% de PFKFB2 dans la rétine de souris rd1. A. Mise en
évidence de la phosphorylation de PFKFB2 par western blotting sur des rétines de souris rd1 a
différents ages, révélé avec un anticorps spécifique contre Ser*® phosphorylée de PFKFB2 :
D4R1W de chez Cell signaling ref 13064. B. Quantification de I’expression de PFKFB2
phosphorylé a la sérine 486 dans la rétine par rapport a I’expression de I’actine. Analyse
statistique fait avec un test de Student, **p = 0,0037 (SEM), * p = 0,0387 (SEM). C. Cinétique
d’expression de PFKFB2 et PFKFB2 phosphorylé chez la souris rd1 au cours du temps (SEM).
D. Mode¢le d’action de I’insuline sur I’activation du domaine kinase de PFKFB2 par la
phosphorylation de Ser*® chez la souris.
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par western blotting avec un anticorps spécifique (Table 3), chez des souris sauvages et la souris
rdl a trois ages critiques de la dégénérescence des batonnets de la souris rd1. Nous observons
qu’a PN15, au stade ou les batonnets ont commencé a dégénérer chez la souris rd1, I’expression
de PFKFB2 phosphorylé n’est pas différente que celle de la souris controle. Les deux sont sur
le méme font génétique, ce qui exclus que 1’analyse soit perturbée par d’autres genes que la
mutation du géne Pde6b (I’all¢le rd1) (Figure 81A). A PN22, les batonnets ont completement
disparu et les cbnes commencent a dégénérer. Nous observons donc une diminution de PFKFB2
phosphorylé de 43% dans la rétine rd1 avec un anticorps anti- PFKFB2"546 (Table 3). A PN22,
nous observons chez la souris rd1 une diminution de 42% de PFKFB2 phosphorylé a la sérine
486 par rapport a la souris sauvage, et 42% a PN37 (Figure 81B). La perte de signal pour
PFKFB25® au cours de la dégénérescence des batonnets et des cones a un profile similaire a
la perte de signal avec I’anticorps anti-PFKFB2 (Figure 81C). Ceci démontre que PFKFB2 est
phosphorylé a la sérine 486 dans les cones. Par conséquent, PFKFB2 agit comme une kinase
dans les cones et non comme une phosphatase. (Figure 81D). Ceci indique qu’in vivo PFKFB2
est sous controle de I’insuline qui est apporté par la circulation sanguine, via la choroide (Figure
50).

16. Etude de I’implication de I’insuline dans la phosphorylation de
PFKFB2

16.1. Etude de P’effet de I’insuline et du domaine kinase de PFKFB2 sur la survie
des photorécepteurs a cones

La littérature nous indique que I’insuline active le domaine kinase de PFKFB2 par voie
de signalisation AKT (Deprez et al., 1997). Pour plusieurs modéles murins de RP, I’insuline
agit via la voie de signalisation mammalian target of rapamycin (MTOR) (Magaway et al.,
2019) (Figure 82) et retarde la dégénérescence secondaire des cénes (Corrochano et al., 2008;
Punzo et al., 2009). Nous avons par ailleurs démontré que la mort des cones est due a la perte
du facteur trophique RACVF secrété par les batonnets (Ait-Ali et al., 2015). Ces recherches
convergent vers un méme point : le métabolisme du glucose par les cones (Wong and Kwok,
2016). Nous avons donc étudié 1’action de I’insuline sur la survie des photorécepteurs a cones
in vitro. Nous observons une diminution significative du nombre de cones vivants en 1’absence

d’insuline (Figure 83), I’insuline a un effet positif sur la survie des cones, in vitro. Dans un
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Figure 82 : Rdle de mTOR dans le métabolisme du glucose. mTORCL1 contr6le la glycolyse
via HIF1a et MYC. Grace a ces derniers facteurs de transcription, mMTORC1stimule I'expression
de génes dont les produits sont impliqués dans le métabolisme du glucose, notamment les
transporteurs de glucose et les enzymes glycolytiqgues. mMTORC2 a également un r6le positif
dans la régulation du métabolisme du glucose. La cible mTORC2, AKT, module le transport
du glucose et phosphoryle les enzymes glycolytiques. HK2 : hexokinase 2, PGI : glucose-6-
phosphate isomérase, ENO : énolase, PKM2 : pyruvate kinase isoforme M2, LDH : lactate
déshydrogénase, HIF1 : hypoxia inducible factor 1, MYC : oncoprotéine MYC, 1A HDAC :
class I1A histone déacétylase, FOXO : forkhead box : GSK3 : glycogéne synthase kinase 3,
Foxkl : Forkhead Box K1, 4EBP1 : eukaryotic translation initiation factor 4E binding protein
1, PDH : pyruvate déshydrogénase, TCA : tricarboxylic acid. Illustration tirée de (Magaway et
al., 2019).
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Figure 83 : Etude de I’effet de I’insuline et du domaine kinase de PFKFB2 sur la survie
des photorécepteurs a cones. Un plasmide contrdle codant pour la RFP a été co- électroporé
dans les cones d’embryons de poulet in vitro avec le plasmide PFKFB2KP afin de normaliser le
comptage. Etude statistique faite avec un one-way ANalysis Of VAriance (ANOVA), Test de
Tukey
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deuxieme temps, pour appréhender le lien entre I’insuline et PFKFB2, nous avons testé 1’effet
de la surexpression du domaine kinase de PFKFB2 (PFKFB2XP) par électroporation d’un
plasmide exprimant le domaine kinase sous contr6le du promoteur du cytomeégalovirus (CMV).
Nous avons co-électroporé dans les cones d’embryons de poulet in vitro ce plasmide avec un
plasmide controle codant pour la RFP afin de visualiser les cellules transduites. Nous avons
ensuite normalisé nos résultats par le nombre de cellules RFP positives. Nous observons une
augmentation significative du nombre de cénes vivants, signifiant que le domaine kinase
PFKFB2"P protége les cones. L augmentation de la survie des cOnes via PFKFB2KP est
indépendante de 1’insuline car S*® est exclues de cette construction (Figure 80). Nous avons
constaté une augmentation de I'effet positif de PFKFB2KP en présence d’insuline suggérant que
I'insuline agit sur les cones par d’autres voies indépendantes de PFKFB2. L’insuline augmente
I’expression de GLUT1 (Punzo et al., 2009). Ce dernier mécanisme est a méme d’expliquer ce

que nous observons ici.

16.2. Etude de Pimplication de la voie PI3K/AKT sur D’expression et la
phosphorylation de PFKFB2

Les voies de signalisation de I’insuline ont été largement décrite dans la littérature (De
Meyts, 2000). L’une des principales voies de la signalisation insulinique est celle de la
phosphatidylinositol-3-kinase (PI13K) (Capeau, 2005). L’effet de 1’insuline sur le transport du
glucose, qui représente sans doute 1’un des effets les mieux étudiés de 1’hormone, illustre la
complexité du signal de I’insuline. Celle-ci est capable d’induire la translocation, d’un
compartiment intracellulaire vers la membrane plasmique, de vésicules contenant le
transporteur GLUT4, présentes dans les cellules musculaires et les adipocytes (Figure 36). Ce
processus met en jeu, a coté de la voie P13 kinase, plusieurs autres voies de signalisation. Il
existe une autre voie importante de signalisation par 1’insuline, la voie des mitogen activated
protein-kinases (MAPK), qui est commune a de nombreux facteurs de croissance et permet, in
fine, d’activer I’expression génique et la prolifération cellulaire (Figure 84). Les voies
PIBK/AKT et MAP kinase sont interconnectées entre elles et participent a I’activation 1’une de
I’autre, un crosstalk en Anglais. Des études ont montré que les cones ont une voie de

signalisation PI3K active (Johnson et al., 2005; Rajala, 2010). L’inactivation spécifiquement
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Figure 84 : Principales voies de signalisation de I’insuline : Voie de signalisation de
phosphatidyl- inositol 3 kinase (PI3K) et voie des mitogen activated protein-kinases
(MAPK). GRB2 : Growth factor receptor-bound protein 2, SOS : Son of Sevenless, RAS : Rat
sarcoma virus, RAF : Rapidly Accelerated Fibrosarcoma, MEK : Mitogen-activated protein
kinase kinase, GDP : guanosine diphosphate, GTP : guanosine triphosphate, PI3K :
phosphoinositide 3-kinase, PTEN : Phosphatase And Tensin Homolog, PDK1 : Pyruvate
Dehydrogenase Kinase 1, AKT : serine/threonine protein kinase, TSC1 : Tuberous sclerosis
1, RHEB: Ras homolog enriched in brain, mTORC1 : mammalian target of rapamycin complex
1 (Capeau, 2005).
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Figure 85 : Etude de I’expression et de la phosphorylation de PFKFB2 dans la rétine de
souris [Cone-Cre : Pik3cac¥cd]. A. Etude par western blotting de ’expression de PFKFB2
dans la rétine grace a I’anticorps Assaybiotech, la quantification de 1’expression de PFKFB2
par rapport a ’actine été faite avec un test de student. La valeur p égale a 0,1464 (SEM) est non
significative (ns). B. Etude par western blotting de la phosphorylation de PFKFB2 & la sérine
486 dans la rétine, la quantification de 1’expression de PFKFB2 phosphorylé par rapport a
I’actine été faite avec un test de student. La valeur p égale a 0,5245 (SEM) est non significative

(ns).
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dans les cénes de la sous-unité régulatrice p85a de PI3K (PIK3R1) résulte chez la souris en une
dégénérescence des cones avec I'age, suggérant que la signalisation PI3K est essentielle a la
survie des cones de la rétine (lvanovic et al., 2011). Il en est de méme pour la sous-unité
catalytique p110a de PI3K (PIK3CA) ; la délétion spécifique dans les cones de Pik3ca entraine
la dégénérescence des cones. Ces études montrent que la signalisation PI3K est essentielle pour

la survie des cones (Rajala et al., 2015).

Dans la littérature, la voie issue de la voie de signalisation insuline/PI13K, phosphoryle
la sérine*®® de PFKFB2 chez I’homme et S* chez la souris (Figure 80B) (Bertrand et al.,
1999). Nous avons donc examiné la phosphorylation de PFKFB2 dans la rétine de souris [Cone-
Cre : Pik3r1%¥cd] et [Cone-Cre : Pik3ca¥*“] que nous a transmis Raju Rajala de I’Université
d’Oklahoma (Rajala et al., 2013). Les souris [Cone-Cre : Pik3ca®¥“] ont I’unité catalytique
pl10a de PI3K spécifiquement inactivée dans les cdnes. Mon étude par western blotting de
’expression de PFKFB2 ne révéle aucune différence significative entre les souris Pi3ca*’* et
les souris [Cone-Cre : Pik3ca®™®] (Figure 85A). Il en est de méme pour la phosphorylation de
PFKFB?2 a la serine 486 dans la rétine ; aucune différence significative dans la phosphorylation
de cette protéine n’est observée entre les deux génotypes (Figure 85B). Ces résultats suggerent
que la phosphorylation de PFKFB2 est indépendante de la sous-unité catalytique p110a de
PI3K. J’ai réalisé la méme étude a été réalisée avec une lignée de souris dont 1‘unité régulatrice
p85a de PI3K a été inactivée spécifiquement dans les cones [Cone-Cre : Pik3r1°9cd]. L’ étude
de ’expression de PFKFB2 dans la rétine de ces souris montre une tendance, méme si elle n’est
pas significative, d’augmentation de 1’expression de PFKFB2 (Figure 86A). Le nombre de
rétines fournies par notre collaborateur n’a pas permis de reproduire 1’expérience et de
confirmer cette tendance, statistiguement parlant. En revanche, I’étude de la phosphorylation
de PFKFB2 a la sérine 486 dans la rétine chez ces mémes souris montre une augmentation
significative de la forme phosphorylée Ser*® (Figure 86B). Nous constatons que la délétion de
I’unité régulatrice p85a de PI3K conduit & une augmentation de I'expression de PFKFB2 qui se
traduit par une augmentation de sa forme phosphorylée. Ces résultats sont complétement
inattendus car au regard des difféerentes études menees sur la signalisation de I’insuline et de la
phosphorylation de Ser*®® par la voie de 1’insuline/PI3K/AKT, nous nous attendions
uniquement a une diminution de la phosphorylation de PFKFB2. L'expression et non la
phosphorylation de PFKFB2 est augmentée suite a la délétion de Pik3rl dans les cones. La

phosphorylation de PFKFB2 au résidu sérine 486 par 1’insuline ne requiert donc pas la présence
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Figure 86 : Etude de I’expression et de la phosphorylation de PFKFB2 dans la rétine de
souris [Cone-Cre : Pik3r1°¥cd], A, Etude par western blotting de I’expression de PFKFB2 dans
la rétine grace a 1’anticorps Assaybiotech, la quantification de I’expression de PFKFB2 par
rapport a I’actine été faite avec un test de student. La valeur p égale a 0,3431 (SEM) est non
significative (ns). B. Etude par western blotting de la phosphorylation de PFKFB2 a la sérine
486 dans la rétine, la quantification de I’expression de PFKFB2 phosphorylé par rapport a
’actine été faite avec un test de student. La valeur p égale a 0,0413 (SEM) est significative
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de PI3K. Il est donc concevable, bien que ceci n’ai pas été étudié, que I’insuline contrdle cette
phosphorylation par la voie des MAPK (Figure 84). Une étude montre que l'activité mTOR,
qui est impliquée dans la fonction des cones n'est pas requise pour leur survie chez la souris
(Ma et al., 2015b). Ceci suggere que le soutien trophique des cénes en aval de PI3K est
indépendant de la signalisation mTOR. La signalisation insuline/mTOR pourrait étre
indépendante de PI3K (p85a et p110a) dans les cones et expliquer ainsi 1’absence d’effet sur la
phosphorylation de Ser“® PFKFB2 chez les souris [Cone-Cre : Pik3ca®]. De plus, les sous-
unités regulatrices PIK3R1 et PIK3R2 forment des hétérodimeéres qui sont perturbés par le
traitement a l'insuline (Park et al., 2010). Cette perturbation de I'nétérodimérisation permet aux
monomeres résultants (PIK3R1 ou PIK3R2) d'interagir avec X-box binding protein-1 (XBP1)
et d'augmenter la translocation nucléaire de la forme épissée de XBP1 (sXBP1). Une étude
montre méme qu’en I’absence d’une sous-unité régulatrice, ’autre sous unité régulatrice
(PIK3R1 ou PIK3R2) se lie a sXBP1, ce qui résulte en la translocation de sXBP1 dans le noyau
qui active la transcription a travers la liaison a un élément sur I’ADN (Madhusudhan et al.,
2017). Notre observation inattendue pourrait théoriquement résulter de I'association de PIK3R2
(PI3K p85p), avec XBP1 suivie de sa translocation nucléaire (Park et al., 2010). Comme il
existe un élément de liaison candidat pour XBP1 (GGTCCTGCA) dans le promoteur PFKFB2
(Madhusudhan et al., 2017) (Figure 91A), nous avons transmis notre reporteur luciférase a Raja
Rajala afin qu’il teste son activité par transfection transitoire (Figure 90). L’activité de ce
promoteur est inhibée par la co-transfection de PIK3R1 dans des cellules HEK293 (Figure
87A). Cette inhibition est particulierement significative (p < 0,0001) ce qui semble confirmer
que PIK3R2 (p85p) se lie a I’é1ément que nous avons identifié¢ dans le promoteur de PFKFB2,
bien que I’effet sur I’activité du promoteur, dans ce contexte cellulaire, n’est pas en mesure

d’expliquer notre observation in vivo.

16.3.Etude de Dexpression du récepteur de I’insuline dans D’épithélium
pigmentaire rétinien

Au cours de son travail dans I'équipe en tant que doctorant soutenu par une bourse
Chateaubriand, John Han a montré que le récepteur de l'insuline (INSR) est exprimé par les
cones (Figure 88). Les mécanismes qui sous-tendent la transcytose médiée par le récepteur de
I'insuline, ainsi que l'identité d'un récepteur/transporteur de l'insuline dans la barriére hémato-

encéphalique sont controversés (Goncalves and De Felice, 2021). La rétine interne est
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Figure 87 : Etude de I’activité du promoteur de PFKFB2 en présence de la sous unité p85f
(PIK3R1) de la PI3K. A. Etude de I’activité de promoteur de PFKFB2 par transfection
transitoire dans les cellules HEK-293T avec la sous unité p85p de PI3K. moyenne + SEM (n =
3). * p <0,0001. B. Vérification de I’expression de la GFP et de la GFP-p85p dans les cellules
HEK-293T transfectées. C. Vérification de I’expression par western blotting de la sous unité
p85B dans les cellules HEK-293T transfectées. D. Veérification par immunoprécipitation de

I’expression de la GFP.

230



physiquement séparée de la rétine externe par la membrane limitante externe (Omri et al., 2010)
(Figure 4). L'EPR forme la barriére hémato-rétinienne externe (Figure 14) et transporte le
glucose du sang issu de la choroide vers les photorécepteurs (Swarup et al., 2019). L'insuline
atteint-elle les cones a partir de la barriere hémato-rétinienne interne en traversant la membrane
limitante externe ou l'insuline atteint-elle les cones a partir de la barriére hémato-rétinienne
externe ? Chez I'hnomme, les niveaux d'insuline dans le cerveau diminuent avec le vieillissement,
et il a été démontré que lI'administration intranasale de cette hormone améliore la mémoire
(Benedict et al., 2007). Il s'agit d'une conséquence probable de la réduction du transport de
I’insuline via la circulation sanguine dans le cerveau avec l'dge (Yang et al., 2020). Un
mécanisme similaire peut théoriquement affecter la rétine au cours du vieillissement (Figure
13A).

17. Etude métabolomique du metabolisme du glucose chez les cdnes en
presence de Geralexin

Nous avons mis en évidence précédemment que la Geralexin protégeait les cbnes via la
glycolyse aérobie (Figure 47), tout comme RACVF (Figure 51). L’augmentation de la
concentration du glucose (Figure 53) et la Geralexin augmente 1’expression de Pfkfb2 (Figure
54). Afin de mimer I’effet de RACVF, nous avons étudié avec le concours d’une plateforme
métabolomique (METATOUL a I’INSA de Toulouse), les différents métabolites issus du
métabolisme du glucose des cénes en présence de Geralexin. La métabolomique consiste en la
quantification de I'ensemble des métabolites présents dans un organite, une cellule, un tissu, un
organe. C’est une approche puissante qui mesure simultanément les composés de faibles poids
moléculaires (< 1.5 kDa) dans un échantillon biologique, permettant de caractériser le statut
métabolique d’un systéme biologique & un moment précis, un état stationnaire (steady state en
Anglais). Les plateformes que nous avons contactées ne sont pas en mesure de doser le F26BP,
pas plus la plateforme METATOUL que celle dirigée par notre collaboratrice Stefanie Hauck
a Helmholtz Zentrum de Munich. Cela proviendrait du fait que le F26BP est extrémement
difficile a synthétiser (Philippe Bernard, GreenPharma, communication personnelle), et les
plateformes ne peuvent développer la quantification de F26BP sans ce standard. Il peut étre
quantifié par une méthode enzymatique développée en 1982 par Henri-Gery Hers de
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Figure 88 : Mise en évidence de I’expression du récepteur a I’insuline o dans la partie
basale et apicale de I’épithélium pigmentaire rétinien. MB . membrane basale, MA :
membrane apicale, EPR : épithélium pigmenté rétinien, SE : Segments externes, Sl : segments
externe, Rlo : récepteur a I’insuline .
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I’Université de Louvain (Van Schaftingen et al., 1982) qui est malheureusement décédé en
2008. Nos résultats sont donc basés sur I’effet de Geralexin sur d’autres métabolites de la
glycolyse. Nous avons observé dans les cones traités avec la Geralexin, une diminution de
significative du glucose-6-phosphate (G6P) et du fructose-6-phosphate (F6P). Les autres
métabolites en aval du F6P ne présentent aucuns changements significatifs de leur concentration
lorsque les cones sont en présence de Geralexin (Figure 89). Ces résultats obtenus a 1’état
stationnaire montrent que Geralexin accélére le flux glycolytique en aval du F6P en activant la
réaction FOP — F16BP qui est catalysée par la phosphofructokinase (PFK) (Figure 19).
Geralexin accélere le flux de glycolyse aérobie dans le cones en agissant sur I’expression de
PFKFB?2. Par extension, RACVF agirait a la fois sur I’entrée du glucose dans les cones et sur le
flux glycolytique via PFKFB2 (Figure 90).

18. Etude du promoteur de Pfkfb2

18.1. Etude de I’activité du promoteur de PFKFB2 en fonction de la concentration
en glucose

Comment le glucose peut-il augmenter 1’expression de Pfkfb2 et donc accélérer la
glycolyse aérobie ? Pour répondre a cette question nous nous sommes focalisés sur le promoteur
de Pfkfb2. Comme I’expression de Pfkfb2 est dépendante de la concentration de glucose, nous
avons tout d’abord étudié I’activité du promoteur en réponse a différentes concentrations de
glucose. Pour ce faire, nous avons construit un plasmide avec un géne rapporteur qui code pour
la luciférase, placé sous le contrdle du promoteur du géne humain PFKFB2 (Figure 91A). La
luciférase catalyse la réaction de bioluminescence en oxydant la luciférine en oxyluciférine en
présence d’oxygéne, d’ATP et de Mg?*. Ceci provoque alors I'émission d'un photon dont la
lumiére résultante est jaune-vert. Nous avons co-électroporé dans les cones d’embryons de
poulet in vitro ce plasmide avec un plasmide contr6le codant pour la RFP et nous avons mesuré
I’activité du promoteur par luminescence. Nous avons ensuite normalisé ces résultats avec le
nombre de cellules RFP positives. En augmentant la concentration en glucose dans le milieu
extracellulaire, I’activité du promoteur augmente de fagon significative (Figure 91B). Ces
résultats suggerent que ’activité du promoteur est activée par la concentration en glucose

intracellulaire des cones.
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Figure 89 : Etude métabolomique du métabolisme du glucose chez les cones en présence
de Geralexin. Analyse statistique faite avec un test de student valeur *p = 0,0104 (SEM) et **p
=0,0048 (SEM).
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Figure 90 : Modele d’action de RACVF sur PFKFB2 ainsi que sur le flux de la glycolyse
aérobie. RACVF : Rod derived viability factor, BSG : basigin, HK Il : hexokinase II.
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Figure 91 : Etude de DPactivité du promoteur du géne PFKFB2 en fonction de la
concentration en glucose. A. Schématisation de la construction du plasmide de la luciférase
sous contréle du promoteur de PFKFB2 pour I’étude de 1’activité du promoteur. B. Activité du
promoteur normalisé par les cellules RPF positives. Etude statistique faite avec un test de
student, valeur p < 0,0001 (SEM).
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18.2. Etude de I’activité du promoteur de PFKFB2 muté dans la région Mammalian
conserved Region 2, en fonction de la concentration en glucose

Dans un deuxieme temps, nous avons voulu verifier quel élément dans le promoteur de
Pfkfb2 pourrait étre impliqué dans cette réponse au glucose. Pour cela nous avons muté dans la
séquence du promoteur, une séquence hautement conservée chez 90 espéces de mammiferes
appelé Mammalian Concerved Region 2 CTCCAGGTGAGG (Figure 91A), qui contient des
séquences consensus d’éléments de fixation de facteurs de transcription que nous avons placés
en 5’ du geéne de la luciférase. Nous avons testé 1’activité du promoteur dans les mémes
conditions que précedemment. Les résultats obtenus sont déroutants. En effet, nous observons
une augmentation significative de 1’activité du promoteur de Pfkfb2 (Figure 92B). Bien que
cette séquence soit conservée, il semble qu’elle joue un role négatif sur la stimulation du
promoteur PFKFB2 par le glucose. Afin de comprendre ce résultat nous avons cherché les
différents facteurs de transcription qui sont susceptibles de se fixer sur ces séquences consensus
mutés et qui aurait pu expliquer 1’augmentation de 1’activité du promoteur de PFKFB2. Nous
avons trouvé trois facteurs de transcription candidats : Snail family transcriptional repressor 2
(SNAI2), un facteur de transcription répresseur qui module a la fois la transcription dépendant
d'activateurs de transcription et la transcription basale (Nieto, 2002), Zinc Finger protein 354C
(ZNC351C), un facteur de transcription qui pourrait jouer le réle de répresseur (Oo et al., 2020)
et Transcription factor E3 (TFE3), un facteur de transcription de la famille helix-loop-helix, qui
se lie au motif mu-E3 de I'amplificateur de chaine lourde des immunoglobulines et qui est
exprimé dans de nombreux types cellulaires. La mutation dans la séquence consensus du
promoteur de PFKFB2 ne permettrait pas a ces répresseurs de transcriptions de se fixer et donc
de réduire I’activité de PFKFB2 en présence de glucose. Cet élément pourrait en fait étre
responsable de I’expression restreinte du messager de PFKFB2 (Figue 60). Comme cette
mutagénese n’a pas permis d’identifier la bonne cible, nous avons recherché les facteurs de
transcription pouvant répondre au glucose possédant une séquence consensus de fixation dans
le promoteur PFKFB2.
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Figure 92 : Etude de I’activité du promoteur du gene PFKFB2 muté dans la région 2
conservée chez les mammiféres, en fonction de la concentration en glucose. A.
Comparaison des séquences du promoteur muté dans la région 2 conservée chez les
mammifeéres avec le promoteur non muté de PFKFB2, CTCFL : CCCTC-Binding Factor Like,
BHLHE40 : Basic Helix-Loop-Helix Family Member E40. B. Activité du promoteur muté
normalisée avec les cellules RPF positives. Etude statistique faite avec un one-way ANOVA,
test de Tukey comparaison multiple. *p = 0,0294 (SEM) et ****p < 0,0001(SEM).
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Figure 93 : Etude de Dlactivit¢é du promoteur du géne TNXIP, en fonction de la
concentration en glucose. A. Activité du promoteur muté normalisée avec les cellules RPF
positives. Etude statistique faite avec un one-way ANalysis Of VAriance (ANOVA), Test de
Tukey comparaison multiple. *p = 0,0294 (SEM) et ****p < 0,0001 (SEM).
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18.3. Etude de I’activité du promoteur de PFKFB2 muté dans la région Enhance
Box, en fonction de la concentration en glucose

TNXIP est un inhibiteur de I’entrée du glucose dans la cellule car il provoque
I’internalisation de GLUT1 (Figure 29). Nous avons donc utilisé ce promoteur comme controle
positif dans nos expériences car nous savons que ce promoteur est regulé par le glucose (Minn
et al., 2006). De fagon assez surprenante, nous avons constaté que son activité est relativement
faible en comparaison avec 1’activité du promoteur PFKFB2 mais surtout qu’il ne répond pas
a I’augmentation de la concentration en glucose dans les cultures enrichies en cones (Figure
93). Nous nous sommes interrogés sur ce résultat contradictoire et nous avons recherché quel
facteur de transcription pourrait agir comme répresseur du promoteur TNXIP dans les cones.
L’oncoprotéine MYC est un facteur de transcription qui agit comme régulateur de la glycolyse
aérobie en réduisant I'expression de la protéine TXNIP, en se liant a une région contenant une
Enhancer Box (E-box) du promoteur TXNIP et ceci en compétition avec le facteur de
transcription apparenté, MONDOA (Qu et al., 2018). Chez I'hnomme, les précurseurs des cones
expriment de maniére prédominante N-MYC (MYCN) (Xu et al., 2009). Comme le complexe
MYC:MAX, MONDOA:MLX (Max-like protein X), est un complexe de transcription de la
famille des basic helix-loop-helix and leucine zipper (bHLHZip) et se lie également a des
éléments E-box dans les promoteurs ciblés. Le complexe MONDOA (MLXIP):MLX est un
régulateur positif du promoteur du géne TXNIP (Stoltzman et al., 2008). Sachant que MYC est
un répresseur de la transcription du gene TNXIP et que MONDOA est un activateur en réponse
au glucose, nous avons recherché des séquences d’éléments E-box dans le promoteur de
PFKFB2. Une analyse in silico a révélé que PFKFB2 possede un élément E-box dans son
promoteur (Figure 94A). Nous avons donc muté cette séquence E-box dans le promoteur
PFKFB2 et testé I’activité du promoteur dans les mémes conditions que précédemment (Figure
92B). Les résultats montrent une diminution de I'activité du promoteur muté a la concentration
basale de glucose et de facon tres intéressante, nous observons une absence de réponse du
promoteur a l'augmentation du glucose dans le milieu de culture (Figure 94B). Nous en
concluons que la stimulation de 1’activité du promoteur PFKFB2 par le glucose repose sur un

ou des facteurs de transcription qui se fixent a 1’élément E-box.
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Figure 94 : Etude de activité du promoteur PFKFB2 muté dans la région enhancer box,
en fonction de la concentration en glucose. A. Séquences du promoteur muté dans la région
dans la Ebox de PFKFB2, CTCFL : CCCTC-Binding Factor Like, BHLHE40, Basic Helix-
Loop-Helix Family Member E40. B. Activité du promoteur muté normalisée avec les cellules
RPF positives. Etude statistique faite ANOVA, test de Tukey comparaison multiple. ****p <
0,0001 (SEM).
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Figure 95 : Représentation schématique des domaines structurels des protéines de la
famille MLX et MONDO. GRACE: glucose-response activation conserved element, LID:
low-glucose inhibitory domain, bHLF/ZIP: basic helix-loop-helix and leucine zipper, DCD :
cytoplasmic localization domain. (Richards et al., 2017).
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19. Le facteur de transcription MONDOA

Parmi les facteurs de transcription qui se lient sur cet élément E-box, un facteur qui nous
a semblé particulierement intéressant est le facteur de transcription MONDOA cité plus haut.
En effet, MONDOA, un régulateur du promoteur TNXIP en réponse au glucose appartient a la
sous-famille des bHLHZip qui comprend le Carbohydrate-responsive element-binding protein
o (MLXPL/ChREBPa), un autre facteur de transcription répondant au glucose. MLXPL est
exprimée dans le foie, les tissus adipeux blancs et bruns, les cellules des ilots pancréatiques,
I'intestin gréle et les reins avec un niveau d'expression inférieur dans d'autres tissus, y compris
le muscle squelettique. MONDOA (MLXIP) est un homologue de MLXPL qui est activeé par le
de glucose exprimé de maniére ubiquitaire dans les tissus de mammiferes (Katz et al., 2021).
L'activation transcriptionnelle de I'expression des genes par MONDOA requiére la formation
d'un hétérotétramere avec MLX, une autre protéine bHLH/LZ. Le complexes MONDOA:MLX
jouent un role central dans la réponse transcriptionnelle au glucose intracellulaire . HKII
(HXK2), PFKFB3 et LDHA sont des cibles transcriptionnelles directes du complexe
MONDOA:MLX. Les photorécepteurs expriment HKII, pas HKI (Ait-Ali et al., 2015) (Figure
19). Dans des conditions basales, les hétérodiméres MONDOA:MLX inactifs se localisent a la
surface de membrane mitochondriale externe (Sans et al., 2006). Ce complexe se transloque
ensuite dans le noyau apreés activation par le glucose. MONDOA est une protéine a plusieurs
domaines. Sa région C-terminale, posséde un domaine bHLH/LZ et un domaine de dimérisation
et localisation cytoplasmique (DCD) qui contribue a la dimérisation de la protéine avec MLX
et la liaison a I'ADN. La région N-terminale est principalement impliquée dans la localisation
cellulaire et son activité transcriptionnelle en réponse au glucose (Figure 95). Il contient un
module de détection du glucose ou glucose sensing module (GSM) dont a fonction est
conservée. Le GSM est divisé en un domaine inhibiteur lorsque la concentration du glucose est
faible ou low-glucose inhibitory domain (LID) et un élément conservé d'activation de la
transcription fonctionnel lorsque la concentration du glucose est élevée (GRACE) (Li et al.,
2006). Le domaine GRACE confére une capacité de transactivation a MONDOA, qui peut étre
fortement réprimée par le domaine LID dans des conditions d'hypoglycémie (Richards et al.,
2017). L’activit¢ de I’hexokinase est nécessaire pour I’activation du complexe
MONDOA:MLX (Stoltzman et al., 2008). G6P produit par I’hexokinase se lie de maniére
allostérique a la région hautement conservée dans le domaine GRACE de MONDOA. Un

domaine GRACE a par ailleurs été identifié dans deux enzymes, la glucose phosphate isomérase
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Figure 96 : Etude par western bloting de différents anticorps commerciaux afin
d’identifier un anticorps capable de reconnaitre la forme poulet de MondoA. kDa :
kilodalton ; CP : cones de poulet ; + : HEK293. * bande candidate dans le contrdle positif, pour
les anticorps LifeSpan et Sigma, parmi de nombreuse autres bandes, mais ces bandes ne sont
pas présentes dans les extraits des cultures enrichies en cones.
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(GPI) (Figure 19) et la glutamine-fructose-6-phosphate aminotransférase 1 (GFAT1) (Figure
35) (McFerrin and Atchley, 2012). L’activité transcriptionnelle de MONDOA et de MLXPL
(ChREBPa) est induite par plusieurs métabolites, G6P, mais aussi F26BP, qui est synthétisé
par PFKFB2 (Petrie et al., 2013) (Figure 50A). F26BP pourrait dans notre modele étre une
autorégulation par rétroaction (feedback) de I’induction du promoteur PFKFB2 par G6P.
L'insuline régule I'expression ou l'activité de MONDOA et MLXPL (ChREBPa) (Song et al.,
2019). Plusieurs études ont rapporté une action inhibitrice de I'insuline sur l'activité de
MONDOA suite a I’interaction de mTOR, I'un des effecteurs en aval de la signalisation de
I’insuline (Figure 84) avec MONDOA cytosolique, ce qui empéche son association avec MLX
(Kaadige et al., 2015). De plus, la formation du complexe mMTOR:MONDOA est renforcée par
les ROS, un autre exemple de signalisation métabolique et redox (Figure 42) (Leveillard and
Sahel, 2017).

19.1. Etude de différents anticorps commerciaux pour identifier la forme poulet de
MONDOA

Pour démontrer que MONDOA est le facteur de transcription qui active I’expression de
PFKFB2, nous avons projeté d’étudier dans nos cultures de cones d’embryons de poulet, la
translocation nucléaire de MONDOA aprés stimulation avec RACVF. Pour cela il nous a fallu
trouver un anticorps anti-MONDOA capable de reconnaitre de fagon spécifiqgue MONDOA
chez le poulet. Malheureusement, il n’existe pas beaucoup d’outils techniques tel que des
anticorps spécifiques pour cette espéce et donc d’anticorps commerciaux. Nous avons donc
cherché parmi tous les anticorps commerciaux, ceux qui pourraient étre utilisés. Nous avons
testé quatre anticorps commerciaux ; anticorps anti-MONDOA : LifeSpan ref : LS-C289892,
Sigmaref : HPA023084, ProteinTech ref : 13614-1-AP et Santa Cruz ref : SC-13397 (Table 3)
par western blotting a partir d’un lysat cellulaire de cones d’embryons de poulet. Les résultats
obtenus ne sont pas concluants car pour aucun des anticorps, n’est en mesure de détecter la
protéine MONDOA (UniProt EIBVUZ2, masse 96,75 kDa) dans le lysat cellulaire de cones de
poulet (Figure 96). Avec le contrble positif, la lignée cellulaire HEK293, nous détectons des
bandes candidates pour les anticorps LifeSpan et Sigma, parmi de nombreuses autres bandes,

mais ces bandes ne sont pas présentes dans les extraits des cultures enrichies en cones.
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Figure 97 : Mise en évidence par RT-PCR de MONDOA chez le poulet. A. Mise en évidence
de la séquence entiére de MONDOA de 2 768 pb. B. Mise en évidence des domaines glucose-
response activation conserved element (GRACE) et bHLH : (basic helix-loop-helix and leucine
zipper) dans la séquence de MONDOA chez le poulet. pb : paire de base ; + : Produit de RT
PCR; - : Contrdle sans rétrotranscription.
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19.2. Etude de différents anticorps commerciaux par surexpression de la protéine
MONDOA poulet par transfection transitoire d’un plasmide pcDNA3-
chicken MONDOA

A partir d’ARN de cones d’embryons de poulet nous avons amplifié I’ARN messager
de MONDOA chez le poulet par RT-PCR et séquencé (Figure 97A). Nous avons ensuite vérifié
que cette séquence d’ADN de MONDOA poulet, possédait la séquence qui code pour le module
de sensibilité au glucose GRACE, mais également la séquence qui code pour le domaine
bHLH/LZ qui contribue a la liaison a I'ADN. Avec des amorces appropriés (Table 4), nous
avons mis en évidence la présence des deux domaines (Figure 97B). La séquence de
MONDOA poulet (n° d’accession : XM_040684550) a été ensuite clonée dans un plasmide
pcDNAS3 (Figures 98). L’alignement avec la protéine de référence E1BVU2 indique I’existence
de trois insertions qui correspondent a des variants d’épissage (Figure 99). Nous avons ensuite
surexprimé la protéine MONDOA par transfection transitoire dans des cellules COS-1 et
recherché 1’expression de cette protéine par western blotting (Figure 100A). Les résultats ne
montrent pas d’augmentation du signal pour les deux bandes candidates des anticorps anti-
MONDOA (LifeSpan et Sigma), ni pour aucune des bandes migrant a la taille escomptée
(Figure 100B). Ces résultats démontrent que ces anticorps commerciaux sont ne reconnaissent
pas MONDOA du poulet.

19.3. Etude de différents sérums immuns de lapin immunisés avec les peptides
immunogénes de MONDOA de poulet

Suites a ces différents tests avec les anticorps commerciaux, nous avons opté pour la
production d’un anticorps anti-MONDA du poulet. Nous avons sélectionné deux peptides
immunogenes dans la  partie  N-terminale de la  prottine  MONDOA
(HSGHFMVSSPHSEHPPKKG : 6515-2 et IVIREYHKWRTYFKKRLQK : 6515-4) pour leur
antigénicité et leur hydrophilicité. Les anticorps ont été produits par la société Biotem par
immunisation de quatre lapins (Table 3). Les premiers résultats avec les sera immun ne sont
pas vraiment encourageants. Xiaoyuan Ren, un chercheur postdoctorant de 1’équipe m’a donné
un coup de main pour cette analyse. Les quatre sérums immuns de 28 jours post immunisation,

ne détecte la protéine MONDOA de poulet (Figure 101). Nous allons reproduire cette
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pcDNAZ-MONDOA_Poulet

MLXIP Poulet
atggccgeocgacgtgtteat grggocgacgeagetectgggogeggrgggoccgetgtccocccgeacggageccgat gaggact coteggacaccgacgacggegs
cgettegocgggaggaggocgacgatgcggoccgcgggggsgeageocceggoccoccagatcatooactegggecacticat gototeptegecteacagegage
accctoocaagaaggectacgacttcgacacggtcaacgageagacctgecagacctaccagitcgoggcgecacgagegogrggcagcarcggegogragctcag
catcgacgegteoctcacgaagetettcgagtocatgteoctggectacagtgggaagetagtgtetocaaaatggaaaaattttaaagocttgaaacttcagtgragagataa
aatcegtctcaataacgecatctggagggcatggtacatgeagtacctegagaagegoaagaat coagtgtoccattttgtgactcccct goatgoctet gttgatotagat za
acatcgtcggecagagoccattgeaacagaasgaaagtact grasacgaaggatt gasatagicat cagggaataccacaagtg gagaacatact tcaasaaaaggttac
agaaacataaggatgaagatctgtcaagttt potcaggoatgatgatgtgpttetetggraaaaaagaagatatggeagagaaaccectgtecctatggagsaggocagect
cttggat gcagatatgcttatotctgagttcaccgacacectgttctecacactgtettoteatcagt toggtttectogccaaatcocagagagatagegeacttaggaaat ootga
catgattcaaccaggocttattcctetccagocaaattttgatticatgoacacttt coagecttitcagoatttatt cacacctagt cgttecagtgottatttocottetgtgtetoctot
cagttcagetacaacagacageageagteatictt cteagtetectgtectzecaacgegticactzeccaacacactt ceatet gggaacatcagegatggactgatiget tee
tcagtaccttcacctgteattcctoatgttogeactgaccagtattccageattagaagtoooosatctttcatccagecageagactttoctoctgactcatetetgagt ggocca
cagacttttttoccagtgtttcagacacctttoccactzettcaacctocageacaacageaccagteccogttgocageagtaoctotgaatactagectaagetetocaccate
tgettttgecageaccagaaacccagaagtitggectetgtgaatetacagt tatcact meacagett ctgcaacget gacgeacaatgecoctgecaccaccttcagecagag
ccagaaccttgtcotggcaacacageagocaggageaggagt sccttgtaacctgoctttccagactactgtectgeagggacagecocgaccccaget gragtecaget
gacatttgeactcoccaaaget gttcocctggocagtgctoggacaagocccaaacagicacaaaaaatageatetgctecaaagectgasacagtatocttattgttaaagsa
atgectteatcaccecagetgect ticaggoacagt ceagagetgtgattotaacteccacacctitaaaaagagaggooatt tigacgectgocatgect cagietaatgttasa
attgeaccagetgoaattgecagagetect gocgtgacagagticegeagtaacat tetgptt gotecageacageaggegooaagragocaacaaasceagt ccacggic
tcacacctettcteccactatgtagtecaggatgtoct gotgaaagmagagcaagteccttcocacaatageagticacaagttcocteacctacacctagecgagactgteag
aattctggecagocttctocctgoacctcagageagagecccagtccacagtctoctcagaacagetgetcageaaaact toccactgattctcaaatgoctgcact aagact
caaagaatgaagcgotacticatcagaacagaaacgaagotitaatatcaggatigoct geagtatcctgaacagetigotticagigaactocaagttgat cagocat geaatea
ctctccagaaaacagtagaatatatcgetaaactacageaggaaagaacacagatgeaagaggaaaccaggegecttcggoaagaaatcgaggagctaaacget gocat
catttcttgocaacagegoctecctgetactgatattccagtaacat gocagasgttt gaccacataaggagt atotttgatgagt acgtgagaaataataccetecagaactag
aagttetggatittcageattattattaagecatt gt ttgaatecticaat ggaatggtticgacascaagetitaaagatetgaateaaact geaatagect gotiggateageactg
ttcectecctgttctgasgecaatgptetigageaseettcggeagetaagt giaageaceteagitetotecagatecatcacgect gocagagraagecactgagocagtea
graggacaaatgaacasctggtgagacetaa

Figure 98 : Séquence d’ADN de MONDOA Poulet issue de ’ARN messager, cloné dans le
vecteur pcDNA3. A. Carte du plasmide pcDNA3-MONDOA_Poulet. B. Séquence d’ADN
issue de I’ARN messager de MONDOA qui a été cloné dans le vecteur pcDDNA3.
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Figure 99 : Alignement de séquence entre la séquence protéique issu de ’ARN messager
de MONDOA poulet et la protéine de référence E1BVU2. Les séquences en jaune
correspondent a des variants d’épissage.
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Figure 100 : Etude par western blotting de différents anticorps commerciaux par
surexpression de la protéine MONDOA poulet par transfection transitoire d’un plasmide
pcDNAS3-chicken MONDOA. kDa : kilodalton, - : cellules COS-1 transfectées avec le
plasmide contréle pcDNAS3, + : cellules transfectées avec le plasmide pcDNA3-chicken
MONDOA.
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Figure 101 : Séra immun de lapin immunés avec les peptides immunogénes de MONDOA
poulet. A. Séquences des deux peptides immunogenes de MONDOA poulet. B. Etude par
western blotting de différents séra immun de lapin immunisés avec les peptides immunogénes
de MONDOA de poulet. kDa : kilodalton; - : cellules COS-1 transfectées avec le plasmide
controle pcDNAS3, + : cellules transfectées avec le plasmide pcDNA3-chicken MONDOA.
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Figure 102 : Evaluation des titres sériques par ELISA indirect sur coating peptides libres
pour le lapin # 01004 immunisé avec les deux peptides immunogéenes de MONDOA : 6515-
2 et 6515-02. 6515-02 = HSGHFMVSSPHSEHPPKKG et 6515-4 =
IVIREYHKWRTYFKKRLQK).
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A. TIM23

Humain MEGGG-NTTTKGSGLGGLFGAGGAGY SHADLAGVPLTGMS PLSPYLNLDPKYLVQDTDEF 59
Poulet MEGGGGSGNKTTGGLAGFFGAGGAGY SHADLAGVPLTGMNPLSPYLNVDPRYLVQDTDEF 60

e o LR N s E st Rt SR LR EEENELEEEEEEEEEEEEEEEEER]

Humain ILPTGANKTRGRFELAFFTIGGCCMTGAAFGALNGLRLGLKETQNMAWSKPRNVQILNMV 119
Poulet ILPTGANKTRGRFELAFFTIGGCCMTGAAFGAMNGLRLGLKETQNMAWSKPRNVQILNMV 120

kkkdkdkdhkhkdhdhhbhdbhdbhbdhbhbhtbhdbbdd bbb dhdbdbdbddbhbbbbbdrbbdrbhrddd
B

Humain TROGALWANTLGSLALLYSAFGVVIEKTRGAEDDLNTIAAGTLTGMLYKSTGGVRGIARG 179
Poulet TROGALWANTLGSLALLYSAFGVI IEKTRGAEDDLNTVAAGTMTGMLYKCTGGLRGIARG 180

khkkdkhdhhkdthibkh b d kit hd b b Ak dd kbt ddth b kd A d H Ak kA h FhF. kb hrhd
H H : . H

Humain GIAGLTLTGLYALYNNWEHMKGSIARQSL 208
Poulet GLTGLTLTSLYALYNNWEHMEGSLLQQSL 209

rehhdhdk AhkhkxAddddhddd, HkF

B. TBP

Humain MDONNSLPPYAQGLASPQGAMTPGIPIFSPMMPYGTGLT PQPIQNTNSLSILEEQQRQQQ €0
Poulet MDONNSLPPYAQGLASPQGAMTPGI PIFSPMMPYGTGLT POQPVQSTNSLSILEEQQRQQQ €0

o e e e e e ok e e ke e e ke e e e ke e e e ol e e e e e e e e e ek e ke e w e e ok e ol kel o e e ok e e R e e

Humain Q0000000000000000000000000000000000AVARRAVOOSTSQOATQGTSGOAPQ 120
Poulet QQQ—————————— -~ ARQSSTSQOATQGTSGQTPQ 83

* &k * * *khkhkkkkhk bk ok bk o« k&

Humain LFHSQTLTTAPLPGTTPLY PSEMTPMTPITPATPASESSGIVPQLONIVSTVNLGCKLDL 180
Poulet LEHSQTLTTAPLPGTTPLY PSPMTFMTPITPATPASESSGIVPQLONIVSTVNLGCKLDL 143
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Humain KTIALRARNAEYNPKRFAAVIMRIREPRTTALIFSSGKMVCTGAKSEEQSRLAARKYARV 240
Poulet KTIALRARNAEYNPKRFAAVIMRIREPRTTALI FSSGKMVCTGAKSEEQSRLAARKYARY 203
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Humain VQELGFPAKFLDFKIQNMVGSCDVKFPIRLEGLVLTHOQFSSYEPELFPGLIYRMIKFPRI 300

Poulet VQELGFPRKFLDFKIQNMVGSCDVEFPIRLEGLVLTHQQFSSYEPELFPGLIYRMIKPRI 263
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Humain VLLIFVSGEKVVLTGAKVRAEIYEAFENIYPILKGFRKIT 339
Poulet VLLIFVSGEKVVLTGAKVRAEIYEAFENIYPILKGFRETT 302
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Figure 103 : Alignement de séquence protéiques de TIM23 et TBP humaine et poulet. A.
Alignement de sequence de la protéine humaine mitochondriale TIM23 avec la protéine TIM23
chez le poulet. B. Alignement de séquence de la protéine nucléaire humaine TBP avec la
protéine TBP chez le poulet. L’expansion de la séquence polyglutamine (Q) d’autres génes est
responsable chez I’homme de maladie neurodégénératives graves comme la maladie
d’Huntington (Huang et al., 2019).

256



expérience car le sérum #01104 a 42 jours post immunisation présente bien une réactivité contre
le peptide antigene 6515-02 (Figure 102). Anticipant un échec, nous avons inclus un tag HA a
notre plasmide pcDNA3-chicken MONDOA pour pouvoir tester notre hypothese apres
électroporation des cones de poulet (Millet-Puel et al., 2021).

19.4. Etude de la translocation de MONDOA de la mitochondrie vers le noyau

J’ai mis au point avec Laurence Klipfel, un chercheur postdoctorant de 1I’équipe, la
purification a partir de cultures de cones d’embryons de poulet, des fractions mitochondriales
et nucléaires. Nous avons utilisé deux kits commerciaux afin de séparer ces différents
compartiments des cones : le kit Qproteome mitochondria isolation kit (Qiagen ref : 37612)
pour isoler les mitochondries et le kit Qproteome nuclear protein kit (Qiagen ref 37582) pour
isoler les protéines nucléaires. Afin de valider le protocole par western blotting, nous avons
utilisé des protéines spécifiques a chaque compartiment cellulaire ciblé. Pour la mitochondrie,
nous avons utilisé une protéine mitochondriale : la translocase of the inner membrane 23
(TIM23) située dans la membrane interne de la mitochondrie. Pour les noyaux, nous avons
utilisé une protéine nucléaire qui est la TATA binding protein (TBP), qui est un facteur de
transcription qui se lie spécifiqguement a une séquence d'ADN appelée TATA box, proche du site
d’initiation de la transcription. Ces deux protéines sont conservées entre le poulet et ’homme
(Figure 103). Les premieres mises au point sont encourageantes car nous sommes capables de
séparer les noyaux cellulaires des cones, des autres organites (Figure 104A) car nous détectons
TBP dans la fraction qui correspond aux protéines nucléaires et nous avons détecté TIM23 dans

la fraction qui correspond aux protéines mitochondriales (Figure 104B).

20. Etude mathématique de ’implication de PFKFB2 dans la direction du
flux du glucose entre les photorécepteurs a batonnets et a cones

Nous avons démontré que PFKFB2 est exprimé dans les cones et pas dans les batonnets,
mais quelle est la raison de cette différences d’expression dans les deux types de

photorécepteurs ? Nous avons aussi démontré que RACVF activait le promoteur de PFKFB2 en
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Figure 104 : Mise au point de la séparation des mitochondries et des noyaux de cones
d’embryons de poulet. A. Séparation des protéines nucléaires avec 1’utilisation du kit
Qproteome nuclear protein kit. Mise en évidence des protéines nucléaires par western blot avec
un anticorps anti-TBP (TATA binding protein). B. Séparation des mitochondries avec
I’utilisation du kit Qproteome mitochondria kit. Mise en évidence des protéines nucléaires par
western blotting avec un anticorps anti-TIM23 (translocase of the inner membrane 23). C :
fraction cytoplasmique ; N : fraction nucléaire, M : fraction microsomale, Mito : fraction
mitochondriale.
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derived viability factor, BSG: basigin.
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favorisant 1’entrée du glucose dans les cénes. Nous savons que RACVF active la glycolyse
aerobie dans les cones afin de promouvoir le renouvelement de leurs segments externes (Ait-
Ali et al., 2015). Cependant, étant donné que les segments externes des batonnets et des cones
sont renouvelés quotidiennement et que les batonnets et les cdnes expriment BSG1, le récepteur
de RACVF, a leur surface (Ait-Ali et al., 2015), le modele actuel n'explique pas de maniére
entierement satisfaisante la direction de la signalisation RACVF et du flux métabolique entre
les batonnets et les cones, méme si RACVF n’est exprimé que par les batonnets (Mei et al.,
2016) (Figure 42). Nous n’avons jamais pu mettre en évidence que RACVF avait un effet
protecteur sur les batonnets, méme s’ils expriment le récepteur de ce facteur trophique. Ceci
s’explique en théorie par le fait que dans les modéles de RP que nous avons utilisés, les
batonnets expriment une mutation qui entraine leur mort par apoptose. Cet effet est tres
certainement dominant par rapport a une éventuelle protection via la stimulation du
métabolisme du glucose des batonnets par RACVF (Ait-Ali et al., 2015). Nous nous sommes
donc interrogé sur I’impact de PFKFB2, vu sous le prisme d’un transistor biologique de la
direction de la signalisation RACVF (Figure 105). La raison d’étre de RACVF est-elle de fournir
une boucle autocrine, RACVF/BSGL1, pour les batonnets dont profiteraient les cénes, un modéle
égoiste et opportuniste. Une autre alternative est que RACVF est sécrété par les batonnets
exclusivement pour protéger les cones, un modele altruiste (Leveillard et al., 2015). Pour
répondre a cette question nous avons collaboré avec Erika Camacho, biomathématicienne a
Arizona State University (AZU) (Camacho et al., 2019). Erika Camacho et ses collaborateurs
ont créé un modele mathématique de RACVF selon plusieurs situations : le cas d'un c6ne sain,
d'un cbne avec un faible apport de glucose, et d'un cone privé de RACVF. Les trois processus
clés identifiés sont le métabolisme du F16BP, la production de G3P et la compétition que les
batonnets exercent sur I’approvisionnement en ressources des cOnes. Les deux premiers
processus sont proportionnels a la répartition du flux de carbone entre la glycolyse (Figure 19)
et la voie des pentoses phosphates (Figure 31) ou la voie de Kennedy (Figure 24),
respectivement. Le dernier processus est la compétition des batonnets pour le glucose, ce qui
peut expliquer pourquoi les batonnets fournissent RACVF pour compenser cette compétition.
(Camacho et al., 2019). Afin d’¢lucider le réle de PFKFB2 dans ce modéle, Erika Camacho a
construit un modéle mathématique de PFKFB2, pris en compte comme une kinase (PFKFB2XP)
exprimée uniquement par les cones. Le modele mathématique est basé sur 1’utilisation de
I’équation de Michaelis-Menten qui définit les paramétres d’une réaction enzymatique en
prenant en compte la concentration du substrat, la vitesse maximale (Vmax) de la réaction et la

constante de Michaelis (KM) de I'enzyme. La glycolyse est donc modélisée comme une suite
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Figure 106 : Modéle mathématique de ’implication de PFKFB2 dans la direction du flux
du glucose entre les photorécepteurs a batonnets et a cones. A. Représentation
mathématique simplifié de I’importance de PFKFB2 dans le flux glycolytique. B. Modele
simplifié de I’implication de PFKFB2 dans le flux glycolytique entre les cones et les batonnets.
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d’équations différentielles qu’il est trés difficile de maitriser pour des non-mathématiciens
(Annexe 2). In fine, ce modele indique que le flux du glucose vers les cones est supérieur au
flux du glucose vers les batonnets du fait de I’accélération du flux glycolytique par 1’activité
kinase de PKFFB2 en présence d’insuline (Figure 106A). PFKFB2 est 1’élément clé qui définit
la direction du flux métabolique entre les batonnets et les cones car Vmax®" est supérieur a
VmaxPaomet hoyr la réaction F6P — F26BP (Figure 106B). Ceci indique donc que I’interaction

entre les batonnets et les cones est altruiste.

Nous avons enrichi notre modéle de I’interaction entre les batonnets et les cones (Figure
107) et le manuscrit de ces travaux sera soumis lorsque nous aurons exécuter avec le concours

de mes collegues les derniers travaux (Figures 77, 79 et 100).
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Figure 107 : Modéle de I’interaction entre les batonnets et les cones. RACVF : rod derived
cone vialility factor, RACVFL : RACVF : rod derived cone vialility factor forme longue, BSG1.:
Basigin 1, HKII: héxokinase 11, G6P: glucose 6 phosphate, PFK: phosphofructokinase, F6P :
fructose-6-phosphate, F16BP: fructose 1-6 biphosphate, F26BP: fructose 2-6 biphosphate,
PFKFB2 : 6-phosphofructo-2 kinase/fructose 2-6 biphosphatase 2, KD: domaine kinase, PD :
phosphatase domaine, G3P: glycérol-3-phosphate, DHAP: Dihydroxyacétone phosphate,
G3PHD: Glycérol-3-phosphate déshydrogénase, GAP: glycéraldéhyde 3-phosphate, GAPDH:
glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase, PK: pyruvate kinase, PYR: pyruvate, LDHA:
lactate déshydrogénase A, LACT: lactate, MPC: mitochondrial pyruvate carrier, ATP:
adénosine triphosphate, ERO: espéces réactives de 1’oxygéne, NAPDH: Nicotinamide adénine
dinucléotide Phosphate forme réduite, 6PG: 6-phosphogluconate, Ri5P: Ribose-5-phosphate,
TXNRD : Thiorédoxine réductase, ox : oxydé, red : réduit.
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Figure 108 : Triose phosphate isomérase (TPI). A. Equation différentielle de la production
de ghyceraldeyde-3-phosphate (G3P) par la glycolyse. B. Analyse protéomique quantitative de
la rétine de souris. C. Analyse immunohistochimique de I'expression de TPI dans la rétine de
souris. D. Agrandissement de la région indiquée par une fleche blanche. E. Expression des
ARNmM de Tpi et de Gnat2 dans les rétines de souris sauvage et rdl de PN5 a PN35. F.
Expression de TPI dans une culture enrichie en cones et de fibroblastes embryonnaire de poulet.
CHEF : chicken embryonic fibroblasts, PNA : Peanut Agglutinin, HK : hexokinase, SE :
segments externes, Sl : segments internes, N : noyau, TS : terminaisons synaptiques.

268



DISCUSSION

1. TPI

En examinant la conséquence biologique de ce modele, nous avons découvert un effet
mathématique de l'interaction entre les batonnets et les cones. Le dihydroxyacétone phosphate
(DHAP), produit par la glycolyse, fournit des triglycérides via le glycérol-3-phosphate (G3P),
les précurseurs des phospholipides nécessaires au renouvellement du segment externe (Figure
24). Une partie du fructose-1,6-biphosphate (F16BP), q, est convertie du DHAP en G3P et la
partie restante du F16BP, (1 - q), est reconvertie du DHAP en glyceraldehyde-3-phosphate
(GAP), rejoignant ainsi le flux de la glycolyse. L'aldolase divise une molécule de F16BP & 6
carbones en deux molécules a 3 carbones : GAP et DHAP. Le GAP est entierement converti en
lactate et en CO2 par la glycolyse aérobie (Figure 19) et la phosphorylation oxydative
mitochondriale (Figures 27 et 28), tandis qu'une partie du DHAP est utilisée pour produire du
G3P et, par conséquent, pour le renouvellement du segment externe du cone (Figure 21). Dans
I'équation de la production du G3P (Figure 108A), g est la proportion de DHAP converti en
G3P qui est proportionnel a l'activité de Vmax et Km de la triose phosphate isomérase (TPI). o
De facon frappante, les batonnets de la rétine de la souris n'expriment pas le TPI (Reidel et al.,
2011) comme le montre une analyse protéomique (Figure 108B), confirmée par
immunohistochimie (Figure 108C). Dans cette image, le faible marquage radial pourrait
correspondre a lI'expression du TPI par les cones. L'ARNmM de TPI de souris ne contient pas de
séquence cible miR-182, de sorte que I'absence de son expression dans les batonnets (97% des
photorécepteurs de la couche externe de la rétine, segments externes + segments internes) ne
devrait pas résulter du silencage du geéne. A plus fort grossissement, le faible marquage pointé
par une fleche blanche suggere que la TPI est exprimée par les cones (3% des photorécepteurs
de la couche externe de la rétine), car il co-localise avec le marquage PNA, un marqueur de la
matrice externe entourant les cones (Figure 108D). Cette observation est corroborée par le fait
que I'ARNm de TPI dans la rétine de souris présente un profil d'expression du type cone like
(ou Rolling stones) observé dans le transcriptome rétinien de la souris rd1 (Figure 108E). Nous
observons dans la rétine de souris rd1 une augmentation entre PN14 et PN35 des ARNm de Tpi

et de la transducine o2 (Gnat2), qui est exprimeée spéecifiquement par les cones. Au cours de la

269



. Guceoss Choroide '
EEPR - ] Riine FPR Pem Mzecle Cew Cervem
— & OO
—s| ma-mm
- == ﬁ" é—— .—;
© . ,-\:_ijj Renouvellement Renouvellement 2 BSGI p - oY - =
| () Dpme o )|l +BSG2
0% ( % ) < 5%
TPI Gmm,. - — - o =N
0% > 5P
BATONNET CONE
C. D. .
C#3 B#3 B4 o rhabdomerique
Rhodopsine » il g]
(batonnets) .
Opsine L D'-‘ Segment g ‘ Rhabdomeére
(cones) externe (— \
RICVF> - : |
e o
Gapdi » e S —

Figure 109 : L'origine de la signalisation métabolique des RACVF. A. Modéle de I'avantage
métabolique des batonnets sur les cones dans le renouvellement de leurs segments externes. B.
Expression de BSG1, le récepteur de surface cellulaire de RACVF et de la protéine chaperonne
BSG2 dans la rétine de la lamproie. C. Expression de RACVF et RACVFL par les batonnets et
RACVFL par les cones de la lamproie. D. Coénes ciliés des mammiferes et photorécepteurs
rhabdomeériques des insectes. EPR : épithélium pigmentaire rétinien, TPI : triose phosphate
isomérase, GAPDH : glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase, DHAP : Dihydroxyacétone
phosphate, C : cone, B : batonnet.
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dégenérescences des batonnets (PN14-35), la proportion d’ARNm spécifiques des cones

augmente (Blond and Leveillard, 2019). L'ARNm de TPI est également exprimé par les cones

issus de culture enrichie en cénes produites a partir de la rétine d'embryons de poulet (Millet-
Puel et al., 2021) (Figure 108F). L'expression de TPI par les cbnes et son absence dans les
batonnets ont une implication profonde dans la nature de l'interaction entre les deux types de
photorécepteurs. L’absence de TPI dans les cones signifie que les batonnets ont un avantage
sur les cones concernant l'utilisation de ce métabolite du glucose, le DHAP pour le
renouvellement du segment externe (Leveillard and Sahel, 2017) (Figure 109A).
Mathématiquement, dans une compétition un contre un pour l'utilisation d'une molécule de
glucose issue du sang et transporté a travers le RPE, la proportion de DHAP métabolisée en
G3P est de 50% en I'absence de TPI, q égal 0 (Figure 108A). Pour les cbnes, I'expression de
TPI et son activité enzymatique imposeront g > 0, et par conséquent, la proportion de DHAP

métabolisé en G3P pour les segments externes des cones sera < 50%.

Dans un projet visant a mettre en lumiere l'origine évolutive de la signalisation
métabolique de RACVF, Najate Ait-Ali a étudié l'interaction entre les batonnets et les cones
chez les Agnathes tels que la lamproie (Petromyzon marinus). Chez cette espece, BSG1 est
spécifiqguement exprimé par la rétine (Figure 109B) et RACVF est exprimé spécifiqguement par
les batonnets, tandis que RACVFL est exprimé par les batonnets et les cones (Ait-Ali, 2018)
(Figure 109C), comme chez la souris (Mei et al., 2016). In vitro, RACVF de la lamproie se lie
a BSG1 de la lamproie (3 boucles Ig) mais pas a BSG2 (2 boucles 1g) de la lamproie
(Petromyzon marinus). La lamproie est premiere espéce ou les batonnets émergent au cours de
I'évolution a partir de leurs précurseurs, les cones, (Fain et al., 2010; Morshedian and Fain,
2015, 2017). Ainsi, une signalisation métabolique et redox fonctionnelle du géne NXNL1 entre
les batonnets et les cones peut étre retracée jusqu'a il y a 450 millions d'années, terminus ante
quem I'émergence des premiers batonnets, a partir de leurs ancétres, les cones. Najate a
découvert que I'épissage alternatif produit des protéines de type RACVF chez des animaux plus
anciens comme Hydra vulgaris, mais c'est I'émergence d'un domaine Ig0 fonctionnel de BSG1
qui est a l'origine de la signalisation RACVF au cours de I'évolution (Leveillard and Ait-Ali,
2017). La vision a forte acuité est assurée par les cones, qui sont des photorécepteurs ciliés, ou
par des photorécepteurs rhabdomériques (Veraszto et al., 2018) (Figure 109D). Certaines
especes possedent a la fois des photorécepteurs cilies et rhabdomériques comme la coquille
Saint-Jacques (Patinopecten yessoensis) (Palmer et al., 2017) et I'amphioxus (Branchiostoma

lancealatum) (Pergner and Kozmik, 2017). Ces especes ont une signalisation RACVF.
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fonctionnelle (Ait-Ali, 2018). Tous les génomes d'insectes, comme celui de Drosophila

megalomasters, ne possedent pas de gene NXNL (Chalmel et al., 2007; Funato and Miki, 2007)

Les rhabdomeéres ne se renouvellent pas quotidiennement comme les segments externes
des photorécepteurs ciliés. Drosophila megalomasters n'a pas de photorécepteurs ciliés, elle les
a perdus au cours de I'évolution (Claude Desplan, communication personnelle). Les cénes des
mammifeéres nécessitent plus d'ATP que les batonnets (Ingram et al., 2020). Les batonnets ont
émerges des cones plus ancestraux, résultant en une économie énergétique (Ingram et al., 2016)
qui a pris naissance en méme temps que la diversification de l'utilisation du glucose dans le
processus de céphalisation des poissons sans machoire, les Agnathes (Okawa et al., 2008). La
lamproie possede un nombre égal de batonnets et de cénes de sorte que la compétition du
glucose se fait un contre un et donc que l'existence de la signalisation métaboliqgue RACVF ne
peut étre attribuée a la prédominance des batonnets chez la plupart des espéces de mammiferes
(Peichl, 2005). L'avantage bioénergétique des batonnets sur les cones pourrait conduire a une
situation extréme ou les cones seraient entierement convertis en batonnets au cours de
I'évolution. Mais, compte tenu de I'importance de la vision des couleurs dans la vie d’un animal,
les batonnets ont acquis un mécanisme compensatoire pour préserver la vision des couleurs et

I’acuité visuelle en alimentant les cbnes de maniére altruiste (Perini et al., 2009).

Notre modele de travail est que l'avantage compétitif des batonnets qui n'expriment pas
TPI par rapport aux cénes est compensé par les batonnets qui fournissent un signal (RACVF)
qui accélere I'entrée du glucose (GLUTL) et la glycolyse (PFKFB2) et constitue la raison d'étre
de l'interaction entre les deux classes de photorécepteurs. La signalisation métabolique et redox
de NXNL1 a eté recrutée il y a 450 millions d'années pour l'interaction entre les batonnets et les
cones. Aujourd'hui, les patients atteints de RP perdent la vision centrale en raison de
I'interruption de la signalisation métabolique et redox de NXNL1 entre les batonnets et les cones.
L'administration des deux produits du gene NXNL1 fournira une thérapie indépendante de la
cause génétique de cette maladie cécitante (Clerin et al., 2020). Le travail d’investigation sur
I’implication de TPI dans ce modéle sera réalisé par moi-méme avec Erika Camacho, notre
collaboratrice mathématicienne, qui sera a I'Institut de la Vision pour une année sabbatique
d'aout 2022 a Juillet 2023, en formation expérimentale afin d’appréhender les méthodes

d’obtention de toutes les données qu’elle traite mathématiquement.
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h-RdACVF(1092a) h-PFKFB2KD(248a)
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Figure 110 : Vecteur viral AAV2-CMV/CBAA-RACVF(109%a-OPN1L/MW?L7Kb-
PFKFB2XD@48a3) TR : Inverted Terminal Repeat Sequences, CMV : cytomegalovirus, CBA :
chicken p-actin, OPN1/MW : opsin 1, medium wave sensitive, CoTC : Co-Transcriptional

Cleavage.
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2. Renouvellement des segments externes

RACVF agit sur la cinétique du transporteur de glucose GLUT1 de maniére non
autonome et RACVFL répare les dommages de la S-oxydation des protéines des
photorécepteurs (Figure 33). En d'autres termes, RACVF prévient la perte de fonction des cones
et RACVFL prévient la mort cellulaire des cénes (Figures 40, 42 et 43). Considérant que dans
la RP, les cones non fonctionnels persistent pendant des années, une observation qui est
probablement liée a la concentration locale des cones dans la fovéa des primates, la logique est
de combiner les activités allostériques du RACVF et du domaine kinase du PFKFB2 sur
I'accélération du flux glycolytique dans les cones (Figure 105). Théoriquement, une stimulation
accrue de la glycolyse aérobie par les deux transgenes combinés pourrait restaurer les segments
externes des cones et la vision centrale des patients atteints de RP. Pour tester cette hypothese,
nous avons mise en place une collaboration internationale a laquelle je participe. Nous
produirons un seul vecteur viral combiné : AAV2-CMV/CBA*3-RdCVF(10%a).
OPN1L/MW™_pEKFB2KP@483) (Figure 110) par ultracentrifugation au chlorure de césium
(CsCl). Cette production sera assurée par le laboratoire de Jane Farrar au Trinity College a
Dublin. Le contréle positif aura la méme structure que le vecteur a tester, sauf qu’a la place de
PFKFB2KP, nous mettrons RACVFL(212aa) (Clérin et al., ARVO 2021) (Figue 43). Ce vecteur
de thérapie génique sera évalué dans deux modéles de RP, la souris rd10 et un nouveau modele
de RP autosomique dominante, le cochon nain RHO*"Y* construit avec une subvention de la
fondation maladies rares. La mutation du gene RHO la plus répandue chez les patients atteints
de RP autosomique dominante aux Etats-Unis est la mutation P23H mais en Europe c’est la
mutation P347L qui est la plus prévalente. La perte de visions chez les patients atteints de RP
est plus sévere pour la mutation P347L que pour la mutation P23H (Bonilha et al., 2015). Cette
thérapie conduirait a la restauration de la vision centrale chez de nombreux patients atteints de
RP dont les cdnes non fonctionnels survivent sans segments externes (Busskamp et al., 2010).
Les modeles de RP chez les rongeurs ne sont pas compatibles avec cet objectif car la perte de
fonction des cones est suivie trop rapidement de leur mort. Dans un modele de RP chez le porc
transgénique (RHOP?H), les batonnets dégénérent rapidement et les segments externes des
cones raccourcissent en quelques semaines, mais les corps cellulaires des cones sont maintenus
pendant au moins quatre ans (Ross et al., 2012). Compte tenu de cette observation, nous avons
construit avec Eckhard Wolf de 1’Université Ludwig-Maximilians en Allemagne, un nouveau

modele de RP dominante en éditant le genome du mini-porc de Géttingen. Aprés avoir
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activité transcriptionnelle

Glucose Glucose

mtATP élevé

Figure 111 : Translocation de MONDOA de la membrane mitochondriale vers le noyau
en condition d’acidose. G6P : glucose-6-phosphate, HKII : hexokinase I, mtATP : ATP
mitochondrial (Wilde et al., 2019).
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standardisé les parameétres de dégénérescence des photorécepteurs du cochon nain hétérozygote
RHOP*#"Y* (Tso et al., 1997), nous testerons la combinaison RACVF + PFKB2XP pour leur
capacité a prévenir la perte de fonction des cones dans ce modéle. Nous traiterons ensuite des
cochons nains RHO*"Y* aveugles pour tester la restauration de la vision des cones par la
repousse de leurs segments externes. Un avantage supplémentaire des cochons est que,
contrairement aux rongeurs, ils ont une proportion élevée de cones dans une région appelée
area centralis, ce qui facilitera les analyses biochimiques pour étudier les mécanismes sous-
jacents (Hendrickson and Hicks, 2002).

3. Geralexin

Il est établis par de nombreuses études que les acétogénines neurotoxiques agissent sur
le complexe I de la mitochondrie (Zafra-Polo et al., 1996). La particularité des acétogénines est
la présence d’un noyau lactone, or la structure chimique de Geralexin difféere de par son
hétérocycle lactone ouvert contrairement aux autres acétogénines pour lesquelles il est cyclisé.
Une étude montre que MONDOA requiére le glucose, ainsi que d'autres signaux modulateurs
pour activer la transcription (Figure 95). L'un de ces signaux est l'acidose, qui augmente
I'activite de MONDOA. En milieu acide, la production d’ATP mitochondrial augmente et celui-
ci est ensuite exporté de la mitochondrie vers la matrice mitochondriale. L'hexokinase liée a la
mitochondrie transfére un groupement phosphate de cet ATP au glucose cytoplasmique pour
produire du glucose-6-phosphate (G6P) (Figure 19), qui est un activateur de MONDOA. La
localisation a la membrane mitochondriale externe de MONDOA suggére que ce facteur de
transcription est positionné ainsi pour coordonner la réponse transcriptionnelle adapté aux
sources d'énergie les plus abondantes de la cellule, le glucose cytoplasmique et I’ATP produit
par la mitochondrie (Figure 28). L’hexokinase 2 (HKII) est aussi localisée sur la surface
extérieure de la mitochondrie (Stoltzman et al., 2008). MONDOA utilise G6P produits par
HKII, mais son décrochage de la membrane externe de la mitochondrie a lieu si la mitochondrie
contient beaucoup d’ATP (Wilde et al., 2019) (Figure 111). Nous proposons une hypothése
raisonnable pour expliquer 1I’absence de neurotoxicité de Geralexin. Geralexin agit bien sur la
chaine mitochondriale, mais I’absence de noyau lactone cyclisé entraine non pas un blocage du
flux des électrons dans le complexe I, mais son accélération puisque les acétogénines
interagissent avec ND1 qui régule le flux des électrons qui réduisent I’ubiquinone (Figure 112).

Dans ce cas, la mitochondrie produit plus d’ATP ce qui conduit le décrochage de MONDOA
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Figure 112 : Complexe | de la chaine respiratoire mitochondriale ou NADH
déshydrogénase. La protéine ND1 (NADH-ubiguinone oxydoréductase chain 1) est la sous-
unité de la NADH déshydrogénase qui est située dans la membrane interne de la mitochondrie,
la cible des acétogénines. Le complexe | est le plus grand des cing complexes de la chaine de

transport des électrons.
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qui stimule la glycolyse via son action sur 1’expression de PFKFB2 par les cones. Pour ce qui
concerne le mécanisme d’action de RACVF, il n’est pas inconcevable que I’ATP produit par la
mitochondrie soit aussi impliqué. En effet, nous avons montré que RACVF stimule la
production d’ATP (Figure 113A) (Ait-Ali et al., 2015). Néanmoins, nous avons également
démontré que le blocage de la phosphorylation oxydative n’avait aucun impact sur ’effet
protecteur de RACVF (Figure 113B). Ceci est une contradiction avec le mécanisme proposé.
Dans I’état actuel de nos connaissances, ce paradoxe ne peut étre résolu que par un

approvisionnement en Geralexin qui nous permettra d’aborder les faits expérimentalement.

Pour ce faire nous allons produite Geralexin, avec 1’aide de nos collaborateurs de la
société GreenPharma. A plus long terme, une molécule Geralexin sera synthétisée de novo, une
réalisation majeure pour son transfert vers la clinique. De nombreux rapports sur la synthese de
novo d'acétogénines plaident pour une faisabilité de cette synthese (Li et al., 2008). La structure
de Geralexin a été résolue en utilisant la RMN a 700 MHz et le fractionnement MS. La synthese
de novo de Geralexin est réalisable. L'analyse rétrosynthétique montre deux synthons au sein
de la Geralexin qui peuvent étre synthétisés a I'aide de chimie conventionnelle et reassemblés.
Nous testerons l'activité des molécules synthétisées en utilisant les cultures enrichies en cones

provenant de la rétine d'embryons de poulet (Leveillard et al., 2004; Millet-Puel et al., 2021).

Notre objectif est de développer un traitement pharmacologique de la DMLA. La
thérapie génique est treés appropriée pour les dégénérescences rétiniennes héréditaires, tandis
que les petites molécules peuvent sappliquer parfaitement a la DMLA puisque le traitement
peut étre interrompu s'il n'est pas bénéfique. La DMLA est une maladie a génétique complexe
avec seulement des alleles de susceptibilité, pas de genes a trés forte pénétrance. Comme
Geralexin agit sur un effecteur en aval de RACVF, nous utiliserons la souris rd10 pour valider
le bénéfice de Geralexin pour les cénes (Byrne et al., 2015). Nous avons créé a l'aide de
CRISPR-Cas9 un nouveau modele de DMLA, la souris modéle metabolic age-related macular
degneration (Slc16a8MAPMADY ‘homozygote pour 1'alléle a risque rs77968014G (mutation d’un
site donneur d'épissage) (Fritsche et al., 2016; Klipfel et al., 2021; Leveillard et al., 2019). Il
s'agit d'un modele de déficit du transport du lactate médié par MCT3 chez I'animal homozygote,
puisque les deux copies du géne sont inactivées. Léa Thiébault, étudiante en thése dans notre
équipe a montré que MCT3 n'est plus exprimé par I'épithélium pigmenté rétinien chez ce
mutant. Emmanuelle Clérin, ingénieur de recherche de notre équipe, a réalisé un suivi
longitudinal de la fonction des batonnets et des cones de la souris Slc16a8MAPMAD nar

électrorétinographie (ERG) scotopique et photopique. Elle a aussi réalisé une analyse de
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Figure 113 : Effet de RACVF sur la glycolyse aérobie et la phosphorylation oxydative. A.
Concentration d'ATP dans des extraits de culture enrichies en cdnes en présence de milieux
conditionnés de cellules transfectées COS-1. Test de Student, p < 0,001 (SD) (Ait-Ali et al.,
2015). B. Effet de l'inhibiteur du transporteur de pyruvate mitochondrial, UK5099, sur la survie
des cultures enrichies en cones, médiée par le RACVF. Etude statistique faite avec un one-way
ANalysis Of VAriance (ANOVA), Test de Tukey comparaison multiple, * p =0,0123 (SD), **
p =0,0013 (SD), * p = 0,0438 (SD) (Ait-Ali et al., 2015).
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I’épaisseur de la couche externe (97% de batonnets) de la rétine par tomographie en cohérence
optique (OCT en Anglais) et de 1’acuité visuelle avec un test qui repose sur la fonction des
cones enregistrée par le réflexe optocinétique. La souris Slc16a8MAP'MAD présente une
surcharge en lactate dans I’EPR et la rétine qui provoque une perte de fonction et une
dégénérescence des batonnets et des cones. La souris hétérozygote Slc16a8MAP™* qui est un
modele plus approprié de la situation clinique, présente le méme phénotype a une amplitude
réduite. Geralexin sera donc administré aux souris hétérozygotes Slc16a8MA"* pour tester in

Vivo la protection des cones par résolution de 1’efflux du lactate (Figure 40).

281



282






284



MATERIELS ET METHODES

1. QPCR pour analyser I’expression de génes chez la souris

Pour analyser 1’expression de genes dans la rétine de souris, nous devons récupérer les
yeux de souris par énucléation. Dans du PBS, les yeux sont dissectés de fagon a récupérer que
la rétine. Les Rétine sont congelés immédiatement apres dissection afin de préserver un
maximum les ARNs. Les ARNs des rétines sont extrait avec un kit RNeasy minikit (Qiagen) et
traités avec de la DNASE | (Invitrogen, ref: ENO0521) avant rétrotranscription. La
rétrotranscription a été faite avec le kit SuperScript II d’Invitrogen (18064014) en suivant le
protocole utilisant des amorces aléatoires appelées également « randoms primers » (Promega
ref : C1181). Nous avons mesuré le niveau de 1’expression des génes en utilisant des amorces
spécifiques (Table 4) et en utilisant la technique de PCR en temps réel utilisant du SyberGreen

(4367659). Le matériel utilisé pour cette analyse est un 7500 Fast Real Time PCR system.

2. QPCR pour analyser I’expression normalisée de génes dans les cones
d’embryons de poulet

Pour analyser I’expression de génes, dans les cones d’embryons de poulet in vitro, nous
avons récupeérés les cellules a J+4 post ensemencement et congelé immédiatement les cellules
afin de préserver les ARNs. Les ARNSs des cones ont été extrait avec un kit RNeasy minikit
(Qiagen) et traités avec de la DNASE | (Invitrogen, ref : EN0521) avant rétrotranscription. La
rétrotranscription a été faite avec le kit SuperScript Il (Invitrogen, ref : 18064014) en suivant le
protocole utilisant des amorces aléatoires appelées également « randoms primers » (Promega,
ref : C1181). Nous avons mesuré le niveau de 1’expression des génes en utilisant des amorces
spécifiques (Table 4) et en utilisant la technique de PCR en temps réel utilisant du SyberGreen
(Invitrogen, ref : 4367659). Le matériel utilisé pour cette analyse est un 7500 Fast Real Time

PCR system.
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3. Culture de cones d’embryons de poulet

Cette technique a €té décrite et publié sur JOVE (Millet-Puel et al., 2021) mais en
résumé, les ceufs utilisés pour cette culture sont issus de poulets de la souche 667 Label Rouge
de I’¢levage Morizeau dans I’Eure et Loire (28). Ces ceufs embryonnés sont produits de manicre
naturelle aprés ponte et maintenus jusqu'a leur utilisation a I’ Institut de la Vision a Paris a 17°C
(zéro biologique). Les ceufs sont incubés pour 24 heures a 20°C puis 136 heures a 37°C avec
réversion intermittente de 1’inclinaison des ceufs dans une couveuse. Apres 6 jours "2
d’incubation, les embryons de poulet sont au stade 29. L’embryon est délicatement extrait de
I’ceuf grace a une pince courbe, puis transféré dans une boite de Pétri contenant du PBS
préalablement chauffé a 37°C. Pour pouvoir observer correctement le stade de I’embryon, il est
nécessaire d’enlever I’enveloppe qui I’entoure. Il est trés important que I’embryon soit au stade
29, et non au stade 28 ou bien 30. Aprés avoir sélectionné les deux embryons au stade 29, ceux-
ci sont décapités et énucléés grace a une pince courbe, et les quatre yeux sont transférés dans
du milieu CO2-indépendant (Invitrogen, ref : 18045054). L’ceil est positionné cornée face
cachée, le nerf optique face a I’expérimentateur. A 1’aide de deux pinces droites, un trou au
niveau du nerf optique est percé puis une branche de chaque pince est insérée entre la rétine et
I’épithélium pigmentaire. Il faut tirer sur chaque pince et faire tourner I'eeil au fur et 4 mesure
afin de décoller I’épithélium de la rétine. Lorsque 1I’épithélium est éliminé, la cornée est retirée,
puis le cristallin et le vitré. Il faut s’assurer qu’il ne reste plus que la rétine, et retirer les
éventuelles traces de vitré et d’épithélium restant. Les rétines sont transférées dans du milieu
Ringer pH 7,2, puis découpées trés finement a 1’aide de deux pinces droites. Les fragments
rétiniens sont lavés deux fois dans du milieu Ringer avant d’étre digérés avec de la trypsine
0,25% pendant 20 minutes au bain marie a 37°C en agitant au bout de 10 minutes, et en vérifiant
la dissociation des rétines. Aprés 20 minutes, la digestion est stoppée a 1’aide du milieu M199
(Invitrogen, ref : 31150022) + 10% de SVF. Puis 0,025 mg de DNase | (Sigma ref : D4263)
pour 2 rétines est ajouté a la suspension cellulaire afin de digérer I’ADN qui interfére avec la
mise en culture. A 1’aide d’une pipette Pasteur rodée, les amas cellulaires et ’ADN sont
dissociés par aspiration et refoulement successif. Puis la suspension cellulaire rétinienne est
lavée deux fois avec du milieu CDM afin d’éliminer le sérum ainsi que la DNase 1. Le culot
cellulaire est ensuite repris dans du milieu CDM et les cellules sont comptées. La concentration
cellulaire est déterminée par comptage sur cellule de Malassez apres coloration des cellules

mortes avec le bleu de Trypan, seules les cellules vivantes sont comptabilisées. 1l faut ensuite
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Figure 114 : Electroporation de globes oculaires d’embryons de poulet afin de
surexprimer un gene. A. Photo du montage d’électroporation (Vergara et al., 2015). B.
Scheéma explicatif du montage d’¢électroporation.
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répartir les échantillons a tester sur deux plaques 96 puits noires a fond transparent (Corning,
ref : 3603), préalablement traitées pendant 2 heures a 37°C avec de la poly-L-Lysine a 32,25
pg/cm? afin d’augmenter 1’adhérence des cellules, puis rincées par deux fois avec du milieu
M199. Les plaques sont ensemencées avec la suspension cellulaire de maniére a ce que la
concentration cellulaire soit de 1 x 105 cellules/cm? dans une plaque, et 2 x 105 cellules/cm?
dans la deuxiéme plaque pour un volume de 50 pl de suspension cellulaire par puits. Les plaques
sont incubées pendant 7 jours a 37°C + 5% de CO2.

4. Electroporation de globes oculaires d’embryons de poulet afin de
surexprimer un gene

Cette technique a été mise au point a I’Université John Hopkins a Baltimore et publié¢ en 2015
(Vergara et al., 2015). Le protocole est similaire aux cultures de cones d’embryons de poulet
sauf que durant le processus de dissociation nous allons introduire un plasmide dans les cellules
par électroporation. Pour I'anode, utiliser une électrode a pointe d'or épaisse. Nettoyer avec de
I'éthanol a 70%. Fabriquer une cathode a partir d'un filament métallique de 2,5 mm de cété et
de 4,5 mm de large. A l'aide d'une pince, plier le filament en forme de 'U’ carré de 3 mm de
long a la base et de 2 mm de haut sur un c6té, l'autre c6té étant la longueur restante du filament.
A l'aide d'une pince, plongez I'électrode dans de I'éthanol & 96 %. Fixez ensuite un fil électrique
avec une petite pince crocodile sur le bras le plus long de I'électrode. Préparez la chambre
d'électroporation en découpant le couvercle d'un tube de microcentrifugation stérile de 1,5 ml
et en le fixant, cOté plat vers le bas. Régler les parameétres de I'électroporateur pour délivrer 5
impulsions de 15 volts, d'une durée de 50 msec et d'un intervalle de 950 msec. Placer I'électrode
négative en forme de 'U' dans la chambre d'électroporation contenant 120 pl de solution
plasmidique. Procéder ensuite a 1’extraction de I’embryon de la coquille comme décrit plus
haut. Placer les yeux dans du CO2 indépendant (Invitrogen, ref :18045054) et procéder a la
dissection comme expliqué plus haut. Lorsque I’EPR a été retiré et que I’ceil a toujours sa forme
ronde gréce au vitrée encore présent, placer A l'aide de pinces de Dumont le globe oculaire dans
la solution plasmidique, partie postérieure de la rétine vers le bas de I'électrode et la lentille vers
le haut (Figure 114A et B). La solution plasmidique comprend le plasmide a électroporer ainsi
qu'un plasmide pCAG-RFP qui nous permettra au moment de 1’analyse des cellules

électroporées, de normaliser par rapport au nombre reel de cellules électroporées. Placez
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I'anode de fagon a ce qu'elle touche la partie antérieure de 1'ceil, a c6té du cristallin, et a I'aide
de la pédale de I'électroporateur, délivrez les impulsions électriques. Transférer la cupule
rétinienne électroporée dans une nouvelle boite de Pétri avec Ringer et répéter la procédure
d'électroporation avec chacun des globes oculaires restants. Jusqu'a 6 globes oculaires peuvent
étre électroporeés avec la méme solution plasmidique sans diminution significative de I'efficacité
de la transfection. Lorsque tous les globes ont été électroporés, procéder a la suite de la
dissection comme expliqué plus haut. Les cellules électroporées sont ensemencées a 3 x 10°

cellules/cmz2.

5. Etude par Western Blot de I’expression de PFKFB2 dans différents
tissues

Pour I’analyse en western blot de 1’expression de PFKFB2 dans les différents tissus; le
ceeur, le cerveau et la rétine, 3 souris C57bl6J ont été sacrifiés par élongation et les différents
organes ont été prélevés et soniqués dans du tampon de lyse contenant 10mM Tris HCI, pH 8.0,
150mM NaCl, 1mM EDTA, 1% NP40, 1% sodium deoxycholate en présence de cocktail
d’inhibiteur de protéase (Sigma, ref : P2714,) et d’inhibiteur de phosphatases (Calbiochem, ref :
524627), 3 fois pendant 10 secondes sur glace, puis centrifugés pendant 5 minutes a 13000g a
4°C. Le surnageant de lyse a été prélevé et la concentration en protéines a été dosé grace a un
kit de dosage Bradford (Sigma, ref : B6916). 40ug de protéines totales ont été déposé sur un
gel SDS 4-12% (Invitrogen, ref : NP0322BOX) et les protéines sont séparés selon leur taille
sur le gel. Les protéines sont alors transférées sur une membrane en nitrocellulose gréace au
systeme semi humide TransBlot, en 7 min. Aprés avoir saturé la membrane dans du lait a 5%,
la membrane est incubée avec un anticorps anti-lapin polyclonal dirigé contre la protéine
PFKFB2 (AssayBiotech ref B0761, 1/500°™) sur la nuit & 4°C. La membrane est lavée trois
fois avec du PBS Tween 0.05% avant d’étre incubée 1 heure avec un anticorps secondaire
dirigés contre les 1gG de lapin couplé a une peroxydase (Jackson Immuno Research, ref : 111-
035-003). Les protéines PFKFB2 sont révélées avec un substrat Hydrogen peroxide
oxidoreductase (HRP) chimio-luminescent et chimio-fluorescent a base d'acridane

(ThermoFisher Scientific ref :32134) et d'un film radiographique.
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6. Préparation du matériel biologique pour Immunohistochimie et
hybridation in situ

Les animaux sont sacrifiés par élongation. Les yeux sont prélevés puis fixés dans du
Paraformaldehyde (PAF) 4%, sur la nuit a température ambiante. Les yeux subissent ensuite
un bain dans du saccharose 10 % PBS pendant 3 heures a température ambiante, puis un bain
dans du saccharose 20% PBS pendant 24 heures. Les yeux sont ensuite inclus dans de I'Optimal
Cutting Temperature (OCT) en prenant soin d'orienter 1'ceil de fagcon a ce que celui-ci ait la
cornée perpendiculaire a un des c6tés du support d'inclusion. Des coupes de dix ou douze
micrometres sont obtenues grace a l'utilisation d'un cryostat, en prenant soin de commencer la
coupe de 1'ceil coté cornée. Les coupes transversales des yeux sont ensuite déposées sur des

lames en verre type pour immunohistochimie et congelées a -80°C.

7. Immunohistochimie PFKFB2

Pour I’¢tude de la localisation de la protéine PFKFB2 nous avons utilisé des coupes
d’yeux de souris C27bl6N agées de 7 semaines d’une épaisseur de 12 microns. Les lames
contenant les coupes sont décongelées et les coupes sont réhydratées dans du PBS avant de
subir une étape de blocage avec sérum de cheval normal (NHS) a 3%, du triton a 0.1% pendant
1h30 & température ambiante. Elles sont ensuite incubées avec un anticorps polyclonal de lapin
PFKFB2 (Assaybiotech ref : ab-483, au 1/50°™) sur la nuit & 4°C. Les lames sont rincées avec
du PBS et incubées avec un anticorps secondaire dirigés contre les IgG de lapin et biotinylé
(Vector BA-1100, 1/500°™) pendant 1 heure a température ambiante. Le signal est ensuite
amplifié¢ en incubant les coupes avec de la Streptavidine couplé avec de I’ Alexa 488 (Invitrogen
$32354, 1/500°™). Dans un second temps les lames sont ensuite incubées avec une Lectine
Peanut Aglutinin (PNA) couplé a I’Alexa 594 (Invitrogen ref : L32459, au 1/50°™). Les lames
sont montées avec du Fluoromount (ThermoFischer ref: 00-4958-02) et observé avec un

microscope confocal.

293



294



8. Electrorétinogramme

Des électrorétinogrammes ont été réalisés a I'age de 12 et 16 mois. Brievement, des
souris ont été maintenues a l'obscurité pendant la nuit et anesthésiées avec un melange de
Kétamine 1000 (80 mg/kg, Axience, France) et de xylazine (8 mg/kg, Rompun 2%, Bayer
HealthCare). Les pupilles ont été dilatées avec du tropicamide (Mydriaticum 0,5%, Thea) et de
la phényléphrine (Neosynephrine 5%, CSP). La cornée a été anesthésiée par application locale
de chlorhydrate d'oxybuprocaine (Théa). Les paupieres supérieures et inférieures ont été
rétractées pour garder les yeux ouverts et bombés. Une petite électrode a boucle en fil d'or en
contact avec la cornée a travers une couche de Lubrithal (Dechra Veterinary Products,
Danemark) a été utilisée pour enregistrer les réeponses rétiniennes aux stimuli lumineux. Des
électrodes-aiguilles placées sur la téte et le dos des animaux ont été utilisees comme électrodes
de référence et de masse, respectivement. La température corporelle a été maintenue a ~37°C
avec un coussin chauffant. Le stimulus lumineux a été fourni par une Led blanche dans un
stimulateur Ganzfeld (ColorDome Lab Cradle, Diagnosys LLC). Quatre niveaux d'intensité de
stimulus (0,003, 0,3, 3 et 10 cds/m2) ont été utilisés pour I'enregistrement ERG scotopique.
Chacune des réponses présentées a été moyennée sur cing stimulations flash. Les ERG a cone
photopique ont été enregistrés dans une lumiere de fond supprimant les batonnets de 20 cd/m2,
apres une période d'adaptation de cing minutes. Un niveau d'intensité de stimulus de 10 cd.s/m2
a été utilisé pour les ERG adaptés a la lumiére. Chaque réponse ERG photopique a cone
présentée a été moyennée sur dix flashs consécutifs. Des ERG de scintillement ont été
enregistrés a 10 et 20 Hz. Les réponses ont été amplifiées et filtrées (filtres de coupure 1 Hz-
bas et 300 Hz-haute) avec un amplificateur DC-/AC a un canal. L'analyse de I'ERG a été
effectuée par le logiciel Espion V6 et complémenté par E.R.G (ERG. Report.Generator). Ce
logiciel extrait les données enregistrées dans la base de données des analyses ERG (espion V6))
suivant les filtres donnés par l'utilisateur. Les signaux sont ensuite traités a l'aide d'une
Transformée en ondelettes discréte (Discrete Wavelet Transform) afin d'éliminer les signaux

parasites. Enfin l'utilisateur peut sélectionner plusieurs tracés pour obtenir un tracé moyen.
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9. Test de viabilité des cultures de cones d’embryons de poulet

Ce test de viabilité intervient apres 7 jours de culture des cones d’embryons de poulet.
Il consiste a marquer les cellules vivantes avec de la calcéine (Invitrogen, ref : C1430) et les
cellules mortes avec I’homodimeére d’éthidium (Invitrogen, ref : E1169). La calcéine qui est un
marqueur cellulaire fluorescent vert qui passe la membrane cellulaire. Dans les cellules cette
molécule est hydrolysée par des estérases endogénes et devient fluorescente. Si la cellule est
vivante ce fluorophore émets a 520 nm apres avoir été excité a 485 nm. Les cellules vivantes
sont imperméables aux grosses molécules comme 1’homodimére d’éthidium, mais quand les
cellules sont endommagées cette imperméabilité est perdue et cette molécule entre dans la
cellule et va se lier a I’ADN. La liaison ADN-Homodimére d’éthidium provoque 1’émission
d’une fluorescence rouge a 635 nm apres une excitation a 520 nm. Dans chaque puits contenant
les cultures enrichies en cones de poulet, on ajoute 2,7 uM de calcéine et 0,3 mM d’homodimere
d’éthidium, puis on laisse incuber pendant 1 heure a température ambiante et a I’abri de la
lumiére. L’évaluation de la viabilité cellulaire s’établit grice une platine de comptage
automatisée composée d’un microscope inversé (Nikon TE 2000) équipé d’une lampe au
mercure avec deux filtres d’excitation a 485 et 520 nm, deux filtres d’émission a 520 et 635
nm, un objectif (x10), une platine motorisée contrélée par un processeur (Multicontrol 2000,
Martzauzer) et une caméra charge-coupled device (CCD, Coolsnap). Cette platine de comptage
a été mise au point au laboratoire et est pilotée par le logiciel Metamorph. Elle permet d’acquérir
en fluorescence les images des cellules vivantes et des cellules mortes simultanément dans
chaque puits de la plaque 96 puits. A la fin de I'acquisition, le logiciel génére des données
brutes, qu’il faut ensuite analyser sur le logiciel d’analyse Metamorph Offline. Celui-ci établit
une taille moyenne A des cellules dans tous les puits des contrdles négatifs et va ensuite
appliquer ces données aux autres puits afin de modifier la taille des cellules et ainsi éviter par
exemple que des doublets cellulaires (regroupement de deux cellules) soient comptabilisés
comme des simplets (cellules isolées). La formule empiriqguement déterminée est: A X
29/20,74.
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10. Construction de sondes pour I’hybridation in Situ (ISH)

Deux types de sondes ont été construites, la premiére correspondant a un contréle positif
chez les cbnes qui correspond a un ARN antisens du géne Gnat2. Ce géne code pour la sous
unité alpha de la transducine spécifiguement dans les cones. La deuxieme sonde est la sonde
qui va reconnaitre ’ARNm de Pfkfb2. Les amorces dessinées pour amplifier les sondes par
réaction de polymérisation en chaine (PCR) sont :

T7_mPFKFB2_F3 : GCGTAATACGACTCATAGGGGTGGCCTATGGTTGCAAAGT
SP6_mPFKFB2_R3 : GCTATTTAGGTGACATAGCTCCTGCAGTTACAGCCACA
T7_mGNAT2_F1: GCGTAATACGACTCATAGGGGCTGACAAGGAAGCCAAGAC
SP6_mGNAT2_R1: GCTATTTAGGTGACATAGAAAGAGCCCACAGTCCTTGA

A partir de ces amorces et de I’ADN correspondant a chaque plasmide, une réaction PCR est
effectuée qui comprend : 1x de tampon ; 50 MM MgSO4, 10 mM dNTPs ; 10 uM d’amorce
sens ; 10 uM d’amorce anti-sens et 1 unité d’enzyme dans un volume final de 50 pl. Le produit

est amplifié a partir de la séquence d’ADN matriciel selon les cycles suivants :
Dénaturation : 94°C pendant 20 secondes
Hybridation : 60°C pendant 20 secondes 35 cycles
Polymérisation : 68°C pendant 20 secondes

Le produit de PCR (insert) est purifié par un kit QIAEX II (Qiagen ref : 20021), puis I’addition
d’une queue Poly A est effectuée pour optimiser le clonage de la séquence dans le vecteur
d’expression d’ADN PGEM-T Easy (Promega ref : A1360). Ceci a été réalisé en incubant
pendant 30 minutes a 70°C 20 pl du produit de PCR dans un tampon de composition suivante
: 1x tampon Taq ; 0,2 mM d’ATP ; 1,5 mM de MgCI2 ; 15 Unité¢ de Taq polymérase
recombinante (Invitrogen ref : 10342020). Ces produits de PCR additionnés de la queue Poly
A, sont alors clonés dans un vecteur PGEM-T Easy. Ce vecteur plasmidique contient les sites
d’initiation de la transcription de I’ARN polymérase SP6 issue du bactériophage SP6 et la T7
ARN polymérase du bactériophage T7, c’est un vecteur d’expression d’ADN. Les produits de
PCR sont sous-clonés dans le vecteur en utilisant 3 Unités de T4 DNA ligase. Cette réaction de
ligation est incubée a 4°C sur la nuit. Des bactéries ultra compétentes XL-10 Gold (Stratagene
ref : 200314) sont transformées avec les plasmides contenant les différentes conditions afin de

procéder a I’amplification clonale du plasmide recombinant grace a la culture de ces bactéries
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dans du milieu Luria Bertani Broth (LB broth) additionné d’ampicilline (100 pg/ml).
L’extraction plasmidique est faite grace au kit Qiagen Plasmid plus Maxi de chez Qiagen. Les
plasmides ainsi obtenus ont alors été linéarisés & 4°C sur la nuit selon deux modes : soit
linéarisés avec I’enzyme de restriction Ndel pour les sondes anti-sens ou bien une linéarisation
avec 1’enzyme Ncol pour les sondes sens. La transcription de chaque plasmide linéarisé en
ARN, est réalisée en prenant soin d’introduire un nucléotide marqué avec la digoxygenine : le
UTP-11-Dig (Roche) qui sera incorporé lors de la synthése de I’ARN, en place de ’'UTP dans
la réaction suivante : (5x Tampon de transcription ; 10 mM NTP ; 10 mM UTP-11-Dig; 0,5 M
DTT ; 20 Unités d’inhibiteur de RNAse ; 41 Unités d’ARN polymérase T7 ou SP6 ; 1 g de
plasmide linéarisé. La transcription s’effectue pendant 2 heures a 37°C pour I’ARN polymérase

T7 et a 40°C pour la d’ARN polymérase SP6. Les sondes sont stockées a -80°C.

11. Hybridation In Situ

Lorsque les coupes sont décongelées et séchées a température ambiante pendant 30 minutes et
post fixées avec du PAF 4% pendant 10 minutes. On procéde a la dénaturation de la sonde
diluée au 1/50éme dans du tampon d’hybridation de composition suivante : 0,195 M NaCl; 5
mM Tris-HCI; 1 mM Tris-Base; 5 mM NaH2POg4, H20; 5 mM NaHPOg4, 12 H20; 5 mM EDTA
pH 8,0; 10% Dextran Sulphate ; 1Img/ml ARN de transfert; 1x de solution de Denhardt; 50%
de formamide déionisée, durant 15 minutes a 65°C. La sonde dénaturée est ensuite déposée sur
le tissu a hybrider et incubée la nuit a 65°C. Aprés I’hybridation, on procéde a deux lavages de
30 minutes chacun a 65°C avec la solution de lavage des sondes [50% de formamide, 1x de
tampon Saline sodium citrate (SSC) ; 0,01% Tween-20] et deux lavages de 30 minutes chacun
a température ambiante avec une solution Tween acide maléique (MATB) de composition
suivante : 0,1M d’acide maléique ; 0,15 M de NaCl ; 0,05% Tween-20, ajuster le pH 7,5 avec
du NaOH. Par la suite, les sites non spécifiques sont bloqués avec de la solution de blocage
(MABT contenant 2% de Blocking Reagent (Roche) et 20% de sérum de chevre inactivé)
pendant 1 heure a température ambiante. Les nucléotides marqués avec la digoxygénine sont
alors révélés avec un anticorps anti-Dig (Roche) couplé a la phosphatase alcaline, dilué au
1/2000°™ dans le tampon MABT pendant la nuit & 4°C. Cinq lavages successifs de 20 minutes
chacun avec du tampon MABT sont alors nécessaires pour éliminer tous les anticorps non fixes.
On procede ensuite a deux lavages de 10 minutes chacun avec du tampon de détection NTMT
(NaCl 100 mM ; Tris-HCI 100 mM ; MgCl., 6 H,O 50 mM ; Tween-20 0,1%). Les sondes
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hybridées sont alors révélées avec le nitroblue tetrazolium chloride (NBT, Roche) a 0,35 mg/ml

et du Bromo chloro indolyl phosphate toluidine (BICP, Roche) qui est le substrat de la
phosphatase alcaline, a 0,175 mg/ml a température ambiante. La coloration est vérifiée apres
quelques heures et stoppée avec du PBS contenant du Tween-20 0,05% ; 0,5 M EDTA. Les
lames sont montées avec du milieu de montage Fluoromount (ThermoFischer ref : 00-4958-
02). Les lames sont observées a 1’aide d’un microscope LEICA DM 6000 et les images sont
acquissent avec le logiciel Metavue.

12. Marquage p-Galactosidase

Pour la coloration enzymatique a la B-galactosidase, des souris C57BI6J et PFKFB2cd/cd agées
de deux mois ont été perfusées par perfusion transcardiaque avec 4 % de paraformaldéhyde.
Les yeux ont été prélevés et fixés par immersion dans du paraformaldéhyde a 4% pendant 2 h
suivi d'une incubation dans du saccharose a 30 % pendant une nuit. Les yeux sont ensuite inclus
dans de I'Optimal Cutting Temperature (OCT) en prenant soin d'orienter I'ceil de fagon a ce que
celui-ci ait la cornée perpendiculaire a un des cotés du support d'inclusion. Des coupes de dix
ou douze micrometres sont obtenues grace a l'utilisation d'un cryostat, en prenant soin de
commencer la coupe de 1'eeil coté cornée. Pour la détection de la B-galactosidase, les coupes
sont rincées dans une solution de PBS 1X et incubées pendant 24 heures dans une solution de
coloration (0,1 M ferricyanure, 0,1 M ferrocyanure, 1 M MgClz, 20 mg/ml 5-bromo-4 -chloro-
3-indolyl-B-D-galactopyranoside dans du PBS 1x 0,1% Tween®) a 37°C dans un incubateur
humidifié. Apres lavage dans du PBS, les coupes ont ét¢ montées dans du Fluoromount™
Aqueous Mounting Medium (ThermoFischer ref : 00-4958-02). Les lames ont été scannées a

résolution cellulaire avec un Nanozoomer (Hamamatsu).

13. Préparation des cellules rétiniennes pour le tri des batonnets et des
cones par FACS

Le souris C57BI/6J sont sacrifiés par élongation des cervicales. Les yeux sont enucléés et placés

dans du PBS préalablement chauffé a 37°C. Les rétines sont extraites, a raison de 2 rétines par
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tube et placées dans 1 ml de la trypsine 0.25% par tube pendant 30 minutes a 37°C. L’action de
la trypsine est stoppée avec ’ajout de 1 ml de DMEM + 10 % de SVF par tube ainsi que de
0,025 mg de DNase (Sigma Ref : D4263). Les cellules sont dissociées par aspiration et
refoulement grace a une pipette avec un embout fin type p1000, puis centrifugées a température
ambiante pendant 5 minutes a 1000 g. Les surnageant est extrait du tube et les cellules sont re-
suspendus dans du PBS préalablement refroidi a 4°C. Les cellules sont & nouveau centrifugées
pendant 5 min & température ambiante pendant 5 minutes a 1000 g. Les cellules ne sont pas
comptées car nous partons du postulat qu’aprés dissociation et a partir de 2 rétines nous
obtenons 2 millions de cellules. A cette étapes les cellules sont fixées pendant 30 minutes dans
du PAF 2% & 4°C. Les cellules sont rincées a deux reprises dans du PBS1X puis rincées une
derniere fois dans du PBS + 1 % de SVF. Les cellules sont ensuite bloquées dans du PBS
contenant 0,4% d'albumine de sérum bovin (BSA), 1% de sérum de veau feetal (SVF) et 1
mg/ml de Saponine pendant 30 minutes a température ambiante. L’incubation des cellules avec
les anticorps primaires se fait durant 1 heure a température ambiante dans du tampon de
blocage. L’anticorps anti-arrestine mCAR obtenu grace a une collaboration, est dilué au
1/2000°™ afin de visualiser les cones, Le sérum non immun (NGS) (Millipore ref : NSO1L) qui
sert de contrdle sera dilué au 1/6000°™, I’anticorps anti-rhodopsine (Rho4D2, Abcam ref :
98887) qui sert a visualiser les batonnets, est dilué au 1/200°™, et 1’anticorps anti IgG1 isotype,
qui sert de contrdle (Cell Signaling ref : 01-2012) sera dilué au 1/200°™, Les cellules sont
ensuite lavées trois fois dans la solution de blocage avant d’étre incubées avec ’anticorps
secondaire. Les cellules ayant été marqués avec 1’anticorps anti-rhodopsine sont marquées avec
un anticorps secondaire anti-lapin couplé a 1’Alexa 488 (Invitrogen ref : A21206) dilué au
1/200°™ et les cellules ayant été marqués avec 1’anticorps anti-arrestine sont marquées avec un

anticorps anti-souris couplé a 1’Alexa 647 (Invitrogen ref : A31573) dilué au 1/200°™,

14. PCR

Pour amplifier et mettre en évidence MLXIP chez le poulet par réaction de polymérase en
chaine, nous avons utilisé une TAQ polymérase (TaKaRa ref : RO01C). A partir de ’ADNCc
issu de cones d’embryons de poulet, une réaction PCR est effectuée qui comprend : 1x de
tampon, 0.2 mM dNTPs ; 0.6 uM d’amorce sens (Table 4) ; 0.6 uM d’amorce antisens et 5

unité d’enzyme dans un volume final de 50 ul. Le produit est amplifié selon les cycles suivants:
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Dénaturation : 98°C pendant 10 secondes
Hybridation : 48-57°C (en fonction des amorces) pendant 30 secondes 30cycles
Polymérisation : 72°C pendant 1 minutes

Les produits de PCR sont ensuite déposés sur un gel d’agarose a 1.5% afin de vérifier la bonne

amplification du fragment d’ADN.

15. Extraction des métabolites secondaires de cones d’embryons de
poulet pour analyse métabolomique.

Ce protocole d’extraction de métabolites a partir de cellules adhérentes a été fourni par la
plateforme de métabolomique METATOUL. Pour chaque condition de culture, il faut filtrer
Iml de milieu extracellulaire a I’aide d’une seringue et d’un filtre seringue stérile et récupérer
le filtrat dans un tube Eppendorf puis placer les échantillons & -80°C jusqu’a 1’envoi de tous les
échantillons. Les cellules sont ensuite rincées avec un volume de PBS, qui a été préalablement
placé & 4°C, équivalant a 3 fois le volume de culture. Le PBS est éliminé par aspiration et le
métabolisme des cellules dit aussi quenching est blogué en plongeant rapidement les boites de
culture dans I’azote liquide. Les boites de culture sont sorties de 1’azote liquide et un volume
de 5ml d’un mélange d’acétone / méthanol / eau ultra-pure (4 :4 :2 volume/volume), placé
préalablement a -20°C pendant plusieurs heures auparavant, est ajouté par boite de culture.
120uL du standard individuel interne (IDMS) fourni par la plateforme METATOUL est ajouté
au mélange acétone/méthanol/eau. Les cellules sont ensuite décollées par grattage dans le
solvant froid, puis transférées dans un tube annoté. Le mélange cellules/solvant est vortexé et
placé au minimum 20 minutes a -20°C. Les échantillons sont placés ensuite a -80°C jusqu’a

I’envoi de ces derniers.

16. Electrophorése 2 Dimensions

Les souris sont sacrifiées par élongation et les yeux sont énucléés et placer dans du PBS. La
rétine est séparée du reste de 1’ceil et placé dans un tube Eppendorf et congelé immédiatement
afin de préserver toutes les protéines. Les rétines sont ensuite dissociées dans du tampon de lyse
contenant : 50 mM Tris-HCI (pH 7.5), 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 1% Triton X-100, 1m M
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PMSF, 0.14 mM TLCK en présence d’un cocktail de protéase inhibiteurs (P2714, Sigma) et
soniqueées 3 fois pendant 10 secondes sur glace, puis centrifugés pendant 5 minutes a 130009 a
4°C. Le surnageant de lyse a été préleveé et placé dans un nouveau tube et immédiatement placé
a -80°C. Les protéines ont eté précipitées avec le kit Perfect-Focus (G-Biosciences) et remises
en suspension dans un tampon contenant 7 M urée, 2 M thiourée, 1% CHAPS, 10% isobutanol,
0,5% Triton X-100, 0,5% SB 3-10 et 40 mM DTT. La concentration en protéines totales de
I'échantillon a été établie a lI'aide du Quick Start Bradford Protein Assay (Bio-Rad) en utilisant
I'albumine de sérum bovin comme étalon. L'échantillon a été meélangé avec un tampon de
réhydratation de la bandelette contenant 7 M d'urée, 2 M de thiourée, 1% de CHAPS, 10%
d'isobutanol, 0,5% de Triton X-100, 0,5% de SB 3-10, 40mM de DTT et 0,735% de tampon
IPG 3-11 NL (concentration finale du tampon IPG de 0,5% apres mélange avec I'échantillon)
pour un volume total de 125 pL. Une bande séche Immobiline de 7 cm a pH 3-10 (GE
Healthcare) a été incubée pendant la nuit dans le mélange pour une réhydratation compléte. La
focalisation isoélectrique a ensuite été réalisée a 21°C pour un total de 16 000 Vh en utilisant
le systeme IPGphor Ettan Il (GE Healthcare). Apres la migration, les bandes ont été incubées
2 heures dans 30 L de tampon contenant 7 M urée, 2 M thiourée, 1% CHAPS, 10% isobutanol,
0,5% Triton X-100, 0,5% SB 3-10, 40 mM DTT, et 0,5% IPG tampon 3-11 NL. La focalisation
isoélectrique a éte effectuée a nouveau a 21°C pour un total de 14 000 V/h. La bande a été
équilibrée par deux incubations dans un tampon contenant du SDS (urée 6 M, Tris 75 mM pH
8,8, glycérol 26% et SDS 2%), la premiére avec du DTT 65 mM pour la réduction et la seconde
avec de l'iodoacétamide 135 mM pour l'alkylation. La bande a été chargée sur un gel de
polyacrylamide SDS (10 %) pour étre séparée en fonction du poids moléculaire a I'aide d'une
cellule d'électrophorese Invitrogen.

17. Mesure de ’activité de promoteurs

Les cellules électroporées avec les différentes constructions de promoteurs ainsi que le
plasmide contréle pCAG-RFP, vont dans un premier temps subir une acquisition des cellules
RPF positive grace a une platine de comptage automatisée composée d’un microscope inversé
(Nikon TE 2000) équipé d’une lampe au mercure avec deux filtres d’excitation a 485 et 520
nm, deux filtres d’émission a 520 et 635 nm, un objectif (x10), une platine motorisée controlée
par un processeur (Multicontrol 2000, Martzauzer) et une caméra « charge-coupled device »

(CCD, Coolsnap). Cette platine de comptage a été mise au point au laboratoire et est pilotée par
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le logiciel Metamorph. Une fois cette acquisition terminée, la luminescence va étre mesuré en
utilisant un kit Dual-Luciferase® Reporter Assay System (promega, ref : E1910) grace a un
luminométre TECAN Infinite M1000. La luminescence sera ensuite normalisée avec les

cellules RPP positive.
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TABLES

n° ?N‘:;JI}CJIT SV?/tJ/(I?(lIIJ]I:S Access Prot Protéine
1 0.4 7335 Q8VvBVS Guanylate cyclase activator B
2 1.2 373.4 Q8K0D8 Rhodopsin
3 53 3112 BAC31885 Phosphodiesterase 6B. cGMP. rod receptor. beta
polypeptide
4 05 2793 AAH22793 Guanine nucleotide bin_ding protein. Alpha
transducing 1
1.1 167.3 Q8CCV5 Estrogen related receptor. beta
Potassium inwardly-rectifying channel, subfamily
) ol L QI J, member 14 (KIR2.4)
7 34 142.0 BAC31885 Phosphodiesterase 6B. cGMP. rod receptor. beta
polypeptide
8 20.0 114.4 QIGLP1 Coagulation factor precursor (Activated protein C
cofactor)
9 1.0 105.5 EST
10 0.8 75.8 P34057 Recoverin
11 1.1 68.9 P29974 Cyclic nucleotide gated channel. cGMP
12 2.9 66.9 Q8BGR1 Hypothetical protein
13 4.3 49.9 EST
14 1.0 494 Q9IM62 Polyposis locus protein i;like 1 (TB2 protein-like
15 0.9 43.8 P091741 Phosphodiesterase 6G. cGMP-specific. Rod.
gamma
16 0.8 43.6 Q9QW08 Phosducin
17 11 424 P15499 Peripherin (Retinal degeneration slow protein)
18 1.0 39.9 Q8BYK4 Retinol dehydrogenase 12
19 0.8 37.1 Q8K0D8 Rhodopsin
20 1.0 32.9 Q9CTHS8 Uridine kinase-like 1
21 1.8 315 P29788 Vitronectin
22 0.8 30.7 Q8BKT7 Fms interacting protein
23 4.8 29.8 Q9H9U3 Hypothetical protein FLJ12547
24 1.0 27.6 Q8BIS8 Weakly similar to N-actylglucosaminyltransferase
25 29 26.6 Q9JIH5 6-phosphofru_cto-2-kinase/fructose-2-6-
biphosphatase 2
26 0.0 244 P08228 Superoxyde dismutase Cu-Zn
27 13.2 23.4 Q9IWV5 Solute carrier family 17 (vesicular glutamate
transpoter)
28 1.3 22.6 Q8JZT8 Mitochondrial Ca2+ dependent solute protein
29 0.7 22.3 EST
30 0.9 218 Q8N4LS8 LOC149473
31 1.2 21.6 Q9EPQ?2 RA1975
32 1.2 214 Q8BIS8 Weakly similar to N-actylglucosaminyltransferase
33 13 123 Q8KOD1 Potassium voltage gated c_hannel. Shab-related
subfamily
34 1.6 21.2 Q8VI03 GH regulated TBC protein
35 1.0 19.0 Q9HO0J1 Hypothetical protein

Table 2 : Liste des 35 premiers génes répertoriés dans le cluster ‘Africain’. Le géne Pfkfb2
qui code pour une enzyme du métabolisme apparait en position 25 sur 499 génes et apparait a
la suite des génes des photorécepteurs qui portent des mutations de la RP.
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Nom Fournisseur Référence Héte Espéce Dilution
. . . H;S;R; Western blotting au
B-Actine Sigma A1978 Souris monoclonal P B 1/5000¢me
Avrrestin Cheryl Craft mCAR Souris monoclonal S FACS au 1/2000°me
GFP Roche 11814460001 Souris monoclonal / Weﬂi;;&'gétﬂ? gau
1gG biotinylé Vector BA-1100 Cheval L Immun(i%ztgécmrllmle a
Igcéloﬁ(:;){pe Cell Signaling G3Al Souris monoclonal S FACS au 1/200°me
MONDOA Sigma Aldrich HPA023084 Lapin polyclonal H Westelfplgggtmtgng a
Santa Cruz . . Western blotting au
MONDOA Biotechnology SC-13397 Lapin polyclonal H;S;R 1/100¢me
LifeSpan . Western blotting au
MONDOA Biosciences LS-C289892 Lapin polyclonal H 1/2000:m
MONDOA Proteintech 13614-1-AP Lapin polyclonal s WeStelr/r‘Sg:)(gfnte'”g au
. Lapin # 00999 Western blotting au
MONDOA Biotem (6515-2 et 6515-4) Serum Immun Pou 1/5000¢me
MONDOA Biotem Lapin # 01004 Serum Immun Pou Western blotting au
(6515-2 et 6515-4) 1/5000
MONDOA Biotem Lapin # 01007 Serum Immun Pou Western bloéttmleng au
(6515-2 et 6515-4) 1/5000
. Lapin # 01007 i
MONDOA biotem apin # 0100 Serum Immun Pou Western bloéttm'?g a
(6515-2 et 6515-4) 1/5000
Western blotting au
PFKFB2 Assaybiotech B0761 Lapin polyclonal H L/500°e
4 pin poly Immunohistochimie au
1/508me
PFKFB2 Bethyl A304-286A Lapin polyclonal H:S We“i;gobggétfn'e”g au
Phospho PPKFB2 Cell Signaling DAR1IW Lapin polyclonal H;S;R Western blotting au
Ser483 N
1/1000°me
Santa Cruz . . Western blotting au
PI3K p85a Biotechnology SC-12929 Lapin polyclonal H; S 1/500¢me
PNA Invitrogen 132459 Peanut / 'mm””(’lh/';gé’n‘i?'m'e au
. . A H; S; R; B; :
Rabbit Alexa 488 Invitrogen A21206 Ane Pou: Ch- FACS au 1/200°m¢
Recepteu(; Insuline Novus biologicals NBP2-67726 Lapin polyclonal H;S; R |mmUn0]|_’]/l;é(3rg£’llmle au
Rhodoinglg clone Abcam ab98887 Souris Monoclonal |-I|3SP'§( FACS au 1/2008me
Rhodopsin Millipore MB5316 Souris Monoclonal H;S;R Westelr/nlg:)c;;t:ng au
Ser“”},{}‘gﬂr‘;)mm”” Millipore NSO03L Souris / FACS au 1/6000%m
Streptavidine Alexa . Immunohistochimie au
488 Invitrogen 532354 / / 1/500¢me
BD Transduction . ) Western blotting au
TIM23 P 611222 Souris H; R 1/5000:me
TATA binding . . . el Western blotting au
protein (TBP) Novus biologicals NB500-700 Souris H;S;R 1/10008m

Table 3 : Liste des anticorps utilisés dans les résultats. H ; Humain, S : souris, R : rat, B :

bovin, P : porc, X : Xenope, Pou : poulet, Ch : chévre, L : lapin.
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Nom Séquence Espece

Actine F GTGGCATCCATGAAACTACAT Souris

Actine R GGCATAGAGGTCTTTACGG Souris

Gnat2 Cinétique QPCR F CAGGAAGTTGTGGAAGGA Souris
Gnat2 C'”eé'q“e QPCR GTAGTAAGATGCCGAGTCA Souris
R —_— CGGGCCACTTCATGGTGTC Poulet
MONDOA R GCTGTTCTGAGGAGACTGTGG Poulet
MONDOA GRACE F CGGGCCACTTCATGGTGTC Poulet
MONDOA GRACE R TCCATAGGGACAGGGGTTTCT Poulet
MONDOA bHLH F TGCCATGCCTCAGTCTAATGTT Poulet
MONDOA bHLH F AGTGGCAAGTTTTCCTGAGCA Poulet
Pfkfb2 v1 PCR F AACCTGACTTATTGGGGGCA ST
Pfkfb2 v1 PCR R TCATGTTCCAGAGTGGCCTG Souris
Pfkfb2 v2 PCR F ATTCAAGACTCCTCCTTCCACG Souris
Pfkfb2 v2 PCR R GATTTGAGGCGTGGGGTTTA Souris
T TTCCAGGCAACAATGCCAC Souris
Pikib2 V5 PCR R GCAGTCTTCTGGGGAAAATGT Souris
PSR CIICTTS CTTTGCCGGCTGTGAAATGG Souris

QPCRF

Pfkfb2 v1 Cinétique .
OPCR R GTCACGGGCTACAGGAAAGT Souris

Pfkfb2 v5 Cinétique .
OPCR F CTTCATTGGTCCAGCGTGC Souris

Pfkfb2 v5 Cinétique .
OPCR R GCGTGGGGTTTATAGCTGCT Souris

Ptkfb2 Kinase domaine F AGCCCGGGGTAAGACTTATG Souris
Ptkfb2 Kinase domaine R ATCTTCCAGTGCCACCAGAG Souris
Rho Cinétique QPCR F ATGTTCCTGCTCATCGTGCT Souris
Rho Cinétique QPCR R ATGTAGTTGAGGGGTGTG Souris
VISININE F CATGTACGACCTGGATGGTGATGGG Poulet
VISININE R ACTGAAGATCTTGTCTACCCGAT Poulet
Table 4 : Liste des amorces utilisés dans les résultats
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