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Résumé

Le glaucome est une neuropathie optique cécitante associée a une €lévation de la pression intraoculaire
(PIO). Le trabéculum, situé dans l'angle iridocornéen, constitue la voie principale de drainage de
I'humeur aqueuse hors de I’ceil et joue un rdle crucial dans le maintien de I'homéostasie de la P1IO. Une

dysfonction du trabéculum entraine une résistance accrue et une ¢élévation de la PIO dans le glaucome.

A mesure que le domaine de la recherche sur le glaucome évolue, avec des avancées dans les méthodes
d'exploration telles que les approches -omiques, il devient de plus en plus nécessaire de trouver des
modeles alternatifs a l'expérimentation animale pour tester les cibles thérapeutiques potentielles

identifiées par ces méthodes.

Cette these se concentre sur 1'é¢tude de la dysfonction du trabéculum et de la rétine et I'exploration de
nouvelles approches thérapeutiques a 'aide d’une part de modéeles issus de cultures primaires en deux
dimensions (2D) et trois dimensions (3D) du trabéculum humain et d’autres part de modeles d’explants
de trabéculums et de rétine. Nous avons ainsi, sur les mod¢les 2D et 3D de trabéculum, examiné les
effets du latanoprost et d'un inhibiteur de la Rho-kinase en présence du transforming growth factor béta-
2 (TGF-B2), principale cytokine impliquée dans la pathogenése du glaucome, et démontré 'efficacité du
latanoprost dans la réduction de I'accumulation de la matrice extracellulaire (MEC) induite par le TGF-

2 et celle de I'inhibiteur de la Rho-kinase sur la réorganisation de la MEC et du cytosquelette.

Puis grace a la technique des explants de trabéculums humains permettant de préserver l'architecture
complexe du trabéculum, nous avons caractérisé par séquengage complet de I’ARN les changements
transcriptomiques induits par le TGF-B2 et le Tumor necrosis factor alpha (TNF-a). Ainsi, nous avons
mis en évidence I’importance de 1’équilibre entre ces deux cytokines dans I’homéostasie du trabéculum
et envisagé de nouvelles cibles thérapeutiques potentielles. Pour étendre la compréhension de la
physiopathologie du glaucome au niveau de la rétine, et évaluer des thérapies neuroprotectrices et anti-
inflammatoires, nous avons utilis¢ un modele d'explants rétiniens de rat apres axotomie. Ce modéle
maintient une architecture semblable a celle in vivo, avec des interactions cellulaires intactes.
L’efficacité de cellules souches mésenchymateuses ainsi que celle d’inhibiteurs de la Rho-kinase ont pu

étre évaluées.

Ces modeles ex vivo innovants offrent des perspectives d’exploration précieuses sur la physiopathologie
du glaucome, permettant une analyse compléte de I'organisation matricielle, des interactions cellulaires
et des altérations moléculaires. Ils constituent des alternatives convaincantes a I'expérimentation animale,
comblant le fossé entre les études in vitro et in vivo. En ¢établissant une plateforme robuste et
cliniquement pertinente, cette recherche contribue de manicre significative a la quéte de nouvelles
approches thérapeutiques dans le glaucome tout en promouvant des pratiques de recherche éthiques et

en réduisant la dépendance a 1'égard des modeles animaux.



Abstract

Glaucoma is a blinding optic neuropathy associated with an elevation of intraocular pressure (IOP). The
trabecular meshwork (TM), located in the iridocorneal angle, constitutes the primary drainage pathway
for aqueous humor outflow from the eye and plays a crucial role in maintaining IOP homeostasis. TM

dysfunction leads to increased resistance and elevated IOP in glaucoma.

As the field of glaucoma research progresses, with advancements in investigative methods such as -
omics approaches, there is an increasing need to find alternative models to animal experimentation to

test potential therapeutic targets identified by these methods.

This thesis focuses on studying TM and retinal dysfunction and exploring novel therapeutic approaches
using both two-dimensional (2D) and three-dimensional (3D) primary human TM culture models and
TM and retinal explants. We have thus examined the effects of latanoprost and a Rho-kinase inhibitor
on 2D and 3D trabecular models in the presence of transforming growth factor beta-2 (TGF-B2), the
principal cytokine involved in glaucoma pathogenesis, and demonstrated the efficacy of latanoprost in
reducing TGF-B2-induced extracellular matrix (ECM) accumulation and the Rho-kinase inhibitor on

ECM and cytoskeletal remodeling.

Furthermore, using human TM explant technique to preserve the complex trabecular architecture, we
characterized the transcriptomic changes induced by TGF-f2 and Tumor necrosis factor alpha (TNF-a)
through complete RNA sequencing. Thus, we highlighted the importance of the balance between these

two cytokines in TM homeostasis and envisaged new potential therapeutic targets.

To extend the understanding of glaucoma pathophysiology at the retinal level and evaluate
neuroprotective and anti-inflammatory therapies, we used a rat retinal explant model after axotomy. This
model maintains architecture similar to in vivo, with intact cellular interactions. The efficacy of

mesenchymal stem cells as well as Rho-kinase inhibitors could be evaluated.

These innovative ex vivo models offer valuable insights into glaucoma pathophysiology, allowing
comprehensive analysis of ECM organization, cellular interactions, and molecular alterations. They
present compelling alternatives to animal experimentation, bridging the gap between in vitro and in vivo
studies. By establishing a robust and clinically relevant platform, this research significantly contributes
to the search for new therapeutic approaches in glaucoma while promoting ethical research practices

and reducing reliance on animal models.
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Avant-propos et objectifs de la theése

Le glaucome est une neuropathie optique cécitante qui affecte environ 70 millions de personnes a travers
le monde [1]. Son principal facteur de risque est ’augmentation de la pression intraoculaire (PIO) [2].
La pression intraoculaire (PIO) est déterminée par I'équilibre entre la production et le drainage de
I'humeur aqueuse a l'intérieur de I'eeil. L'humeur aqueuse, produite par les corps ciliaires, est évacuée
principalement par deux voies : la voie trabéculaire et la voie uvéosclérale. Le trabéculum, au niveau de
I’angle iridocornéen, constitue la principale voie de drainage et le lieu de régulation de la résistance a
I’évacuation de I’humeur aqueuse hors de I’ceil [3] et son dysfonctionnement est a 1’origine de
1’¢lévation de la PIO (figure 1). Dans le glaucome, la résistance a 1’évacuation de ’humeur aqueuse au
niveau du trabéculum est augmentée. Des études ont montré que cette augmentation de la résistance
¢tait liée @ un mécanisme mixte associant une dégénérescence des cellules trabéculaires formant ce
maillage et une accumulation de matrice extracellulaire (MEC) [4,5]. Des changements ont été aussi
décrits au niveau des cellules trabéculaires qui acquierent des caractéristiques contractiles [5,6]. Mais
les mécanismes précis de la pathophysiologie de la dysfonction trabéculaire a I’origine du glaucome

restent encore insuffisamment connus.

Cornée

Trabéculum \

Canal de Schlemm

Circulation
générale

Cristallin

Corps ciliaire

Figure 1 : Représentation schématique de la circulation de ’humeur aqueuse dans le segment antérieur de I’eeil
en jaune est représentée la voie d’évacuation trabéculaire, et en vert, la voie d’évacuation uvéosclérale. (Source : Nahhale Y et
al. Construction of Glaucoma Disease Ontology, 2021)

L’avénement des outils d'exploration dites "-omiques", tels que la génomique, la protéomique ou la
métabolomique, a révolutionné notre capacité a identifier de nouvelles cibles thérapeutiques potentielles
[7-10]. En utilisant ces approches, nous pouvons analyser de maniére exhaustive les profils moléculaires

et fonctionnels du trabéculum, permettant ainsi l'identification de marqueurs spécifiques et de voies de

14



signalisation altérées dans le contexte du glaucome ainsi que I’identification de potentielles cibles
thérapeutiques. Celles-ci devront étre cependant validées sur des modéles adaptés pour ouvrir de

nouvelles perspectives pour le traitement du glaucome.

Par ailleurs, 1'évolution sociétale et la réglementation en matiere d’expérimentation animale, notamment
la régle des trois R (remplacer, réduire, raffiner) nous pousse a réévaluer nos méthodes de recherche et
a réduire autant que possible notre dépendance a l'expérimentation animale [11]. Bien que les mod¢les
animaux aient ¢t¢ des outils indispensables pour la recherche dans le domaine du glaucome, leur
transposition directe aux étres humains comporte des limites inhérentes. Ainsi, nous sommes encourageés
a développer activement des méthodes alternatives qui évitent ou minimisent l'utilisation d'animaux de

laboratoire.

L’objectif de cette these est donc triple :

e Développer de nouveaux modeles 3D de trabéculum et de neurorétine normaux et pathologiques afin
d’offrir une plateforme expérimentale plus représentative de la réalité histologique et physiologique

humaine.

e Approfondir la compréhension de la physiopathologie de la maladie glaucomateuse a la fois sur la

dysfonction trabéculaire et sur la souffrance des cellules ganglionnaire.

e Evaluer des stratégies thérapeutiques ciblées sur nos modéles.

Dans la premicre partie, nous présenterons, d’une part, la maladie glaucomateuse d’un point de vue
clinique, son diagnostic, la surveillance ainsi que les options thérapeutiques, et d’autre part, les
principales voies de recherches dans la physiopathologie, les biomarqueurs et le traitement de cette

neuropathie optique.

Nous décrirons plus spécifiquement le trabéculum, sa structure, sa fonction ainsi que ses implications
cliniques dans la pathologie glaucomateuse et en tant que tissu cible de thérapeutiques. Une partie de
cette présentation a fait I’objet d’un article de revue de la littérature publi¢e en 2020 dans le Journal

Frangais d’Ophtalmologie (article 1)[12].

Nous détaillerons aussi les différents modeles in vitro de trabéculum disponibles en alternatives aux
expérimentations animales afin de placer notre modele dans le paysage de la recherche actuelle. Cet état
des lieux a été récemment publi¢ dans la revue scientifique internationale Current Eye Research (article

2)[13].

Notre travail de recherche a, dans un premier temps, utilisé des cultures primaires de cellules

trabéculaires humaines (HTMC) obtenues a partir de cellules trabéculaires isolées de collerettes

15




cornéosclérales obtenues apres retrait du greffon cornéen au cours d’une chirurgie pour greffe de cornée.
Nous avons ainsi voulu étudier I’effet des deux seules thérapeutiques anti-glaucomateuses qui modifient
I’évacuation de ’HA au niveau trabéculaire : un ROCK-inhibiteur et un analogue des prostaglandines
(latanoprost) sur des HTMC remaniées par du transforming growth factor-beta 2 (TGF-2) en culture
« classique » en 2D puis en culture 3D dans du Matrigel™. La culture cellulaire en 3D permet de recréer
les conditions du microenvironnement rencontrées in vivo. L’objectif de la culture en 3D était de fournir
aux cellules un environnement leur permettant d’interagir entre elles, ce qui nous a permis d’obtenir une
organisation des cellules trabéculaires proche de la physiologie avec une organisation en mailles que
nous ne retrouvions pas en 2D. Nous avons ainsi pu montrer sur ces deux modeles que le latanoprost
avait une action sur I’accumulation de MEC induite par le TGF-B2 et que le ROCK inhibiteur (ROCK-
1), en plus d’avoir une action sur la MEC, avait également une action sur le cytosquelette entrainant une
réversibilité du remodelage induit par le TGF-B2. Cette étude a fait I’objet d’une publication dans le

Journal of Clinical Medicine en 2022 (article 3)[14].

Afin d’aller plus loin dans notre objectif et d’étre au plus prés de 1’architecture trabéculaire in vivo, nous
avons ensuite utilisé la technique des explants. Celle-ci permet aux HTMC de subir le moins de
manipulation possible et de les laisser dans leur matrice d’origine avec son architecture complexe qui
peut étre étudiée en particulier, en microscopie confocale. Une analyse en RNA-Seq a permis de
caractériser de fagcon extensive les modulations transcriptomiques induite par le TGF-B2, de les
comparer a un modele utilisant des cellules trabéculaires humaines dissociées exposées au méme agent
et d’identifier de potentielles cibles thérapeutiques [15]. L’article qui découle de ce travail est soumis a

la revue internationale Experimental Eye Research (article 4).

Nous disposons donc d’un mod¢le de trabéculum humain ex vivo permettant une analyse a triple niveau,
sur I’organisation de la matrice et celle des cellules ainsi qu’au niveau moléculaire. Il ouvre un champ
de recherche trés large allant de 1’étude de phénoménes toxiques, au criblage de molécules
thérapeutiques. Ainsi, nous avons tout d’abord étudi¢é sur ce modele I’effet de la cytokine
proinflammatoire Tumor necrosis factor alpha (TNF-a), connue pour contrebalancer les effets du TGF-
2. Nous avons pu mesurer leurs effets contradictoires sur 1’organisation de la matrice, sur les cytokines
relarguées par les cellules, et sur la modulation de la transcription des génes impliqués dans la fibrose,

l'inflammation, I'apoptose et la réponse au stress oxydant.

En paralléle de ce modéle d’explants trabéculaires humains, nous avons utilisé un modele d’explants
rétiniens de rat, afin d’évaluer des stratégies thérapeutiques de neuroprotection et d’immunomodulation.
Ce modéle est présenté dans ’article 5 publié en 2022 dans le Journal of Neuroinflammation [16]. Dans
la suite d’un précédent travail de I’équipe (Roubeix, 2015), nous avons utilis¢ les cellules souches
mésenchymateuses et démontré leur pouvoir neuroprotecteur mais aussi mis en évidence un cedéme de

I’explant et le développement d’une membrane a leur surface, ce qui corrobore les cas de membrane
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¢épirétinienne décrits en pratique clinique chez des patients ayant recu ce traitement expérimental. Nous

présenterons les résultats préliminaires de I’effet neuroprotecteur des ROCK-i sur ce modele.

En conclusion, notre thése est consacrée au développement de modéles 3D, qu'ils soient créés de novo
par culture cellulaire ou ex vivo en utilisant des explants. Cette approche vise a approfondir la
compréhension des facteurs inflammatoires et profibrotiques dans la physiopathologie du glaucome,
tant au niveau de I'évacuation de I'humeur aqueuse par le trabéculum que de la souffrance des cellules

ganglionnaires rétiniennes et nous permet d’évaluer des stratégies thérapeutiques ciblées.
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Présentation de la pathologie glaucomateuse

Le glaucome est une maladie dégénérative du nerf optique qui affecte environ 70 millions de personnes
a travers le monde [1]. Il se caractérise par des lésions progressives du nerf optique, généralement
associées a une augmentation de la pression intraoculaire [17]. Son principal facteur de risque est
I’augmentation de la pression intraoculaire (PIO) [17], elle-méme consécutive & une maladie du
trabéculum. Le trabéculum, au niveau de I’angle iridocornéen, constitue la principale voie de drainage
de 'humeur aqueuse (HA) hors de I’eeil. C’est une structure tridimensionnelle fenétrée composée
cellules trabéculaires au sein de multicouches de MEC [3]. Le trabéculum contréle la PIO en régulant
I’évacuation de I’HA de la chambre antérieure de I’ceil vers le canal de Schlemm (CS) qui lui est adjacent,
jusqu’aux canaux collecteurs des veines aqueuses puis vers le systéme veineux. Son dysfonctionnement
est a ’origine de 1’¢lévation de la PIO. Nous fournissons ici un état des lieux de la connaissance de cette

structure complexe qui joue un role clé dans la physiopathologie du glaucome.

Glaucome

Diagnostic clinique et surveillance

Le glaucome est une pathologie oculaire chronique qui constitue la deuxiéme cause de cécité irréversible
dans le monde [1]. Cette pathologie reste longtemps asymptomatique puisque la dégradation du champ
visuel est d’abord périphérique avant d’occasionner une baisse de vision. En effet, la perte de la fonction
visuelle est la conséquence de la mort des cellules ganglionnaires de la rétine périphérique, qui se
propage ensuite vers le centre de la rétine. Le diagnostic clinique du glaucome repose sur une

combinaison d'éléments cliniques et d'examens complémentaires.

L'anamnése et les antécédents médicaux jouent un rdle essentiel dans le processus diagnostique. Les
informations recueillies incluent les symptomes oculaires présents, les antécédents familiaux de

glaucome, ainsi que les facteurs de risques (tableau 1) [18].

Tableau 1: principaux facteurs de risque de glaucome. RR : risque relatif

Hypertonie oculaire >21mmHg RR 12,9
>30 mmHg RR 39

Age RR 2.1 par décennie

Ethnie Prévalence du glaucome: mélanoderme 4,2% ;
caucasien 2,1% ; asiatique 1,4%

Antécédents familiaux au premier degré RR 2,9

Myopie RR 1,6-3,3

Pression artérielle diastolique base <40 mmHg RR 2,1
<30 mmHg RR 6,2
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La mesure de la pression intraoculaire, principal facteur de risque de glaucome, est une étape cruciale
dans le diagnostic du glaucome. Un tonometre est utilisé pour évaluer la pression a l'intérieur de I'ceil.
Bien qu'une pression intraoculaire ¢levée soit souvent associée au glaucome, il convient de noter qu'un
certain nombre de patients atteints de glaucome peuvent présenter une pression intraoculaire normale
(glaucome a pression normale). La mesure de la PIO doit étre accompagnée de celle de 1’épaisseur
cornéenne centrale (pachymétrie) puisqu’une pachymétrie fine est a I’origine d’une sous-estimation de

la PIO réelle, et inversement.

L'examen du nerf optique au fond d’ceil revét une importance primordiale dans le diagnostic du
glaucome. Il permet d'évaluer I'apparence du nerf optique et de détecter d'éventuelles altérations ou
anomalies caractéristiques du glaucome, telles que I'excavation du disque optique, des encoches dans
I’anneau neurorétinien ou encore des hémorragies péripapillaires. Il est désormais complété en routine
par I’examen en tomographie par cohérence optique (OCT) du nerf optique en particulier de la couche
de fibres nerveuses rétiniennes (RNFL). L'OCT permet également de mesurer 1'épaisseur de la couche
de cellules ganglionnaires (GCC), affectées par le glaucome. Une diminution de I'épaisseur de la RNFL
ou de la GCC peut étre un signe précoce de glaucome. L'OCT est également utilis¢ pour surveiller la
progression du glaucome au fil du temps. Les examens réguliers par OCT permettent de détecter les
changements de 1'épaisseur de la RNFL et des cellules ganglionnaires, permettant ainsi une évaluation

précise de la progression de la maladie.

Il est aussi primordial d’examiner 1’angle iridocornéen a I’aide d’un verre de gonioscopie afin analyser
son degré d’ouverture et évaluer un potentiel encombrement du trabéculum. Nous reviendrons plus en

détail sur cette structure essentielle dans la suite de cette introduction.

En complément de ces examens cliniques, des tests de champs visuels automatisés sont utilisés pour
¢valuer les dommages causés au champ visuel. Ces tests permettent de détecter les altérations
fonctionnelles précoces liées au glaucome, méme en 'absence de symptdmes perceptibles par le patient.
Ils sont aussi indispensables au suivi de cette pathologie et doivent étre répétés au moins deux fois par
an pour s’assurer de ’efficacité¢ des thérapeutiques qui doivent permettre d’obtenir une stabilité des

€xamens.
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Figure 2: Les cinq examens essentiels dans le diagnostic du glaucome et les principales caractéristiques recherchées.

Prise en charge thérapeutique

Le glaucome a I’heure actuelle est traité exclusivement en contrdlant son facteur de risque principal, la
PIO [17,19,20]. Tous les traitements actuels du glaucome, qu’ils soient médicaux, par laser ou
chirurgicaux ont pour but de diminuer la PIO au-dessous du seuil de destruction des cellules
ganglionnaires rétiniennes (CGR). Cette PIO cible est variable d’une personne a I’autre et ne peut étre
mesurée qu’a posteriori lorsque les preuves de la stabilisation des atteintes sont obtenues, sur les plans
structurel (imagerie en OCT) et fonctionnel (champ visuel). Aucun traitement ne permet actuellement
d’améliorer les atteintes liées au glaucome déja survenues d’ou I’importance d’un dépistage et d’un

diagnostic précoce de cette maladie qui reste longtemps asymptomatique.

Les traitements médicaux, principalement topiques, agissent soit en augmentant 1’évacuation de ’'HA
(collyres de dérivés de prostaglandine PGF2a (ex. latanoprost, travoprost), inhibiteur des rho-kinases
(ROCK-1)) ; soit en diminuant la sécrétion d’HA (collyres bétabloquants (ex. timolol) ou d’inhibiteurs
de ’anhydrase carbonique (ex. brinzolamide ou acétazolamide) ou les deux a la fois avec des collyres
d’agonistes des récepteurs a-adrénergiques (ex. brimonidine). Ces traitements peuvent étre associ€s

pour augmenter leur efficacité.

La trabéculoplastie au laser est une alternative ou un complément au traitement médical, elle agit aussi

au facilitant I’écoulement de I’humeur aqueuse par photocoagulation sélective du trabéculum [21].
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La prise en charge chirurgicale est variée. Elle peut étre efficace en augmentant I’évacuation de ’'HA
par voie sous-conjonctivale : chirurgie filtrante (trabéculectomie, sclérectomie profonde non perforante),
valve, Xen ™, Preserflo ™ (fistulisation sous-conjonctivale de I’'HA) ; par voie trabéculaire (stent
trabéculaire), ou par voie uvéo-sclérale (iStent Supra™). Le cyclo-affaiblissement au laser diode ou par
ultrasons réduit la pression intraoculaire en détruisant les corps ciliaires responsables de la production
d’HA dans I'eil. Il est généralement réservé aux cas de glaucome réfractaire, en raison des risques
associés tels que I'hypotonie majeure, voire I’atrophie du globe (phtyse). Cette maladie nécessite un

traitement a vie et une surveillance pluriannuelle.

Principaux axes de recherche dans le glaucome

La physiopathologie

La compréhension des mécanismes biologiques et moléculaires impliqués dans le
développement et la progression du glaucome reste a ce jour un terrain de recherche. En effet, la
physiopathologie et les mécanismes sous-jacents de la dégénérescence du CGR sont encore largement
incompris. Cela comprend l'exploration de facteurs génétiques, d'anomalies de la circulation sanguine,
d'inflammation, de stress oxydant, la dysfonction mitochondriale et d'autres processus cellulaires

perturbés.
Les biomarqueurs

Les biomarqueurs jouent un rdle crucial dans la détection précoce, le suivi de la progression et
I'évaluation de I'efficacité des traitements du glaucome. La PIO, les champs visuels automatisés et 'OCT
du nerf optique et des cellules ganglionnaires sont déja reconnus comme étant des indicateurs importants
de progression. De nombreuses études se concentrent sur 1'identification et la validation de nouveaux
biomarqueurs qui peuvent fournir des indications précoces de la maladie, prédire la progression et
¢valuer la réponse au traitement, couvrant ainsi des domaines tels que 'analyse d'imagerie, la génétique
et les marqueurs métaboliques. L'identification de biomarqueurs fiables facilitera le dépistage précoce
et permettra une prise en charge plus personnalisée des patients atteints de glaucome [23]. De plus,
l'intelligence artificielle offre également une perspective prometteuse pour la détection de la progression
du glaucome, notamment par le biais de I'analyse des rétinographies, de l'imagerie (angio-)OCT, ou des

champs visuels.

D’autre part, I’évolution du champ visuel est considérée comme le critére d'évaluation de
référence pour les essais cliniques dans le glaucome, mais la PIO est souvent utilisée comme critére de
substitution. Dans le glaucome, les médicaments actuellement disponibles ont été approuvés en fonction
de leur capacité a réduire la PIO. Certaines découvertes récentes indiquent cependant qu'au méme niveau

de réduction de la PIO, tous les médicaments n'ont pas le méme effet sur la progression du champ visuel.
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Pour les essais de neuroprotection dans le glaucome, de nouveaux paramétres de substitution sont
nécessaires, qui peuvent inclure des parametres fonctionnels ou structurels ou une combinaison des deux.
Des biomarqueurs fonctionnels et structurels pourraient ainsi étre une alternative intéressante comme

critére de jugement principal dans les essais cliniques dans le domaine du glaucome.

A ce jour, de nombreuses recherches ont concentré leur attention sur l'identification de nouveaux
marqueurs moléculaires caractéristiques de la manifestation et de la progression du glaucome. Parmi
ceux-ci, plusieurs métabolites et protéines ont été étudiés dans différents fluides biologiques, tels que le
film lacrymal, le vitré, I'eau, le sérum et le plasma, car ils sont potentiellement impliqués dans les voies
moléculaires et cellulaires causant des dommages aux cellules neuronales chez les personnes souffrant

de glaucome [22,23].
Le traitement

Actuellement, la recherche dans le domaine du glaucome s’investit surtout dans une démarche
de neuroprotection indépendante de la PIO [24]. En effet les traitements actuels visant a ralentir la
progression de la maladie en diminuant la PIO ne sont pas toujours efficaces, notamment en cas de
glaucome a pression normale. De plus, s’ils ralentissent ou bloquent sa progression, ils ne permettent

pas une amélioration des atteintes de cette maladie.
Ces approches sont les suivantes :

La neuroprotection : elle vise a prévenir ou ralentir la dégénérescence des CGR en modifiant les CGR
elles-mémes ainsi que le microenvironnement des neurones pour favoriser la survie et la fonction des
neurones. Les recherches se concentrent sur l'identification de substances ou de médicaments qui
peuvent protéger les cellules nerveuses contre les dommages et la mort cellulaire. Certaines stratégies

indépendantes de la PIO comprennent :

- L’usage des antioxydants : les antioxydants peuvent neutraliser les radicaux libres et réduire le
stress oxydant, qui contribuent a la mort des cellules nerveuses. Des études examinent I'effet
des antioxydants tels que la vitamine C, la vitamine E, les flavonoides et les caroténoides sur la
protection du nerf optique [25,26]. D’autre part, I’inhibition ciblée des enzymes NOX pourrait
permettre la régulation des especes réactives de 1’oxygéene et des signaux redox [27].

- Le développement des facteurs de croissance nerveuse : les facteurs de croissance neuronale,
tels que le FGF, le GDNF, le BDNF et le CNTF, peuvent favoriser la survie des cellules
nerveuses et favoriser leur régénération [28].

- Lutilisation d’agents anti-apoptotiques : l'apoptose, ou mort cellulaire programmeée, joue un
role dans la dégénérescence du nerf optique. Les études sont en cours pour évaluer des agents
qui peuvent inhiber les processus apoptotiques, tels que les inhibiteurs de caspases et les

protéines anti-apoptotiques telles que la ghréline, la somatostatine ou la mélatonine [29-31].
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Les stratégies anti-inflammatoires : l'inflammation chronique a été impliquée dans la progression du
glaucome [32]. Les études visent a comprendre les mécanismes inflammatoires sous-jacents et a
développer des traitements anti-inflammatoires pour atténuer les dommages au nerf optique. Elles
incluent des inhibiteurs de cytokines impliquées dans la réponse inflammatoire tels que les anti-TNF-a
et les inhibiteurs de I'lL-6 [33]. Elles incluent également les agents immunomodulateurs, modulant
I’inflammation neuronale, tels que les neurostéroides, (stéroides neuroprotecteurs synthétisés de fagcon

endogene dans le cerveau) [34,35].

Les thérapies géniques et cellulaires : ces thérapies sont des approches émergentes pour le traitement du
glaucome. L'eil est un organe intéressant a cibler par la thérapie génique en raison de son accessibilité
et de son privilege immunitaire. Plusieurs essais de thérapie génique sont en cours pour chercher a
prévenir la progression des maladies neurodégénératives et protéger a la fois les CGR et les axones. Ces
genes peuvent étre impliqués dans la protection cellulaire, la régénération ou la modulation de la réponse
inflammatoire [36,37]. Différentes stratégies sont explorées, telles que 'utilisation de vecteurs viraux
pour délivrer les génes, ou encore la modulation de l'expression génique pour réduire l'inflammation ou
favoriser la régénération cellulaire. En thérapie cellulaire, les cellules souches et les cellules
progénitrices sont étudiées pour leur potentiel a régénérer les cellules nerveuses du nerf optique
endommagé. Des essais cliniques évaluent I'efficacité et la sécurité de I'administration de cellules

souches ou de cellules progénitrices dans le glaucome [16].

L’utilisation des nanoparticules a délivrance ciblée : Les nanoparticules sont utilisées pour délivrer des
médicaments ou des genes de maniére ciblée dans les cellules du nerf optique. Ces approches pourraient

ermettre d'augmenter l'efficacité des traitements tout en minimisant les effets indésirables [38,39].
p g

Trabéculum : structure et fonction

Le trabéculum joue donc un role important dans le maintien et le fonctionnement de la voie d'écoulement
aqueuse, dans la suite de cette introduction nous allons détailler sa structure, sa fonction, ses implications
cliniques et thérapeutiques ainsi que les axes de recherches fondamentales s’intéressant a cette structure

clé.
Anatomie

Embryologiquement, le trabéculum dérive d’une origine mixte mésodermique et d’une vague de cellules

mésenchymateuses issues de la créte neurale entre la 15°™ et la 20°™ semaine de développement [40,41].
y pp

C’est une structure en tamis qui joue un role de filtre entre la chambre antérieure et le canal de Schlemm

(CS), canal circulaire qui collecte ’HA et I’évacue vers les émonctoires extraoculaires (figure 3a)[42].
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Le trabéculum, qui passe en pont au-dessus du sulcus scléral, isolant ainsi le CS dans la goutti¢re sclérale,
s’inseére en avant a la cornée périphérique- au niveau de ligne de Schwalbe- tandis qu’en arriére, les

lamelles trabéculaires sont connectées a la jonction entre le corps ciliaire, 1'iris et I’éperon scléral.

On distingue deux parties fonctionnellement différentes: le trabéculum antérieur, ou non filtrant, qui

n’est pas au contact du CS, et le trabéculum postérieur, ou filtrant, qui est au contact du CS [43].

Le trabéculum antérieur est une zone de transition entre I’anneau de Schwalbe et le trabéculum
postérieur. Il est formé de 4 a 5 lamelles trabéculaires recouvertes de cellules trabéculaires. Au niveau
de la zone de transition entre le trabéculum non filtrant et le trabéculum filtrant, on décrit en microscopie
¢lectronique des espaces organisés en petits canaux dont la signification est mal connue et qui pourraient
servir au transport des fluides ou a I’accueil de cellules accessoires nécessaires a la régénération

cellulaire.

Le trabéculum postérieur est dit filtrant car il est en contact avec le CS. Il représente le filtre trabéculaire
proprement dit. Il comprend trois régions anatomiquement distinctes qui sont, de dedans en dehors: le
trabéculum uvéal, le trabéculum cornéoscléral, et le trabéculum juxtacanalaire — ou trabéculum

cribriforme- qui est en contact en dehors avec le CS [44,45] (figure 3b).

- Le trabéculum uvéal est en contact direct avec ’HA. Il s’organise en 2 a 4 couches de fins
cordages ou lamelles qui s’entrecroisent de I’anneau de Schwalbe vers I’extrémité de 1’éperon
scléral, la bande ciliaire et la racine de I’iris. Ces lamelles sont composées de couches
concentriques (fibres de collagéne, fibres d’¢lastine, substance fondamentale) et sont
recouvertes de cellules trabéculaires reposant sur une membrane basale, la face apicale des
cellules étant recouverte de glycosaminoglycanes. L’entrecroisement des piliers ménage des
orifices permettant I’écoulement de I’HA.

- Letrabéculum cornéoscléral, qui représente la majeure partie du trabéculum, est lui formé d’une
superposition de lamelles conjonctives percées d’orifices, qui s’étendent et vont en nombre
croissant de I’anneau de Schwalbe (de 3 a 4) a I’éperon scléral (une quinzaine). Ces lamelles
ont la méme ultrastructure que celles du trabéculum uvéal et sont recouvertes d’une
monocouche de cellules trabéculaires unies entre elles par des desmosomes et des jonctions
communicantes. Les espaces interlamellaires deviennent plus étroits a proximité du trabéculum
juxtacanalaire mais ne constituent pas un obstacle a I’écoulement de I’'HA.

- Le trabéculum juxtacanalaire, qui est la portion la plus externe du trabéculum filtrant postérieur,
est histologiquement différent des deux autres parties du trabéculum. Il est formé d'un tissu
conjonctif lache, sans stratification, et de 2 a 5 couches de cellules trabéculaires dispersées au
sein de la MEC dense et disposées en réseau grace a leurs expansions cytoplasmiques [3]. Sa
partie externe correspond a 1’endothélium du mur interne du CS [46]. Cet endothélium est

d’épaisseur irréguliere du fait de la taille des noyaux cellulaires, de la présence de vacuoles
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géantes intracytoplasmiques et d’expansions cytoplasmiques en doigts de gant faisant saillie
dans la lumicre du canal. Les cellules endothéliales, séparées d’espaces de 15 a 20 nm, sont
jointes par différents complexes jonctionnels. Des pores et vacuoles de 0,5 a 2 um de diameétre

réalisent des ouvertures dans la paroi interne du canal de Schlemm [47].

La porosité¢ du trabéculum filtrant postérieur diminue de dedans en dehors [6], mais en conditions

physiologiques, le trabéculum uvéal et cornéoscléral n’opposent pas de résistance a 1’¢élimination de
I’HA.

En terme d'innervation, le trabéculum regoit des fibres postganglionnaires provenant des ganglions
ptérygopalatins (parasympathique) et cervicaux supérieurs (sympathique) [48,49]. Le systéme nerveux
autonome, comprenant les divisions sympathique et parasympathique, joue un réle dans la régulation de
la pression intraoculaire (PIO) en influant sur la dynamique de l'écoulement de I'humeur aqueuse a
travers le trabéculum. Les mécanismes précis par lesquels cette innervation impacte la fonction de cette
structure sont complexes et impliquent la modulation des réponses contractiles et de relaxation qui est

encore mal compris [49,50].
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Figure 3: Anatomie du trabéculum

a. Représentation schématique de la circulation de I’HA détaillant les différentes structures histologiques impliquées (Source :
Rapport SFO 2014 : Glaucome primitif & angle ouvert J-P Renard) b. Schéma de 1’organisation histologique des différentes
structures du trabéculum.

Cellules trabéculaires

Les cellules trabéculaires sont des cellules particulieres alliant les propriétés de cellules endothéliales,
de myofibroblastes et de macrophages (figure 4). Elles sont responsables de la régulation de la résistance
a I’écoulement de ’'HA. Les propriétés des cellules trabéculaires différent selon leur localisation au sein

du trabéculum et sont résumées dans le tableau 2.

a. b.

Figure 4 : Photographies au microscope a fluorescence de deux aspects de cellules trabéculaires humaines in vitro.
a. morphologie étoilée b. Morphologie fusiforme (X200).
Le cytosquelette d’actine est marqué avec la phalloidine (rouge) et le noyau au DAPI (bleu)

Tableau 2: Phénotypes et propriétés des cellules trabéculaires.

Phénotype Localisation Comportement Responsabilité
cellulaire
Endothélial Portion cornéosclérale | Endothélium Maintien de la perméabilité
et uvéale — .
Neutralisation des espéces
Forme ronde a ovale, réactives de 1I’oxygene
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large corps Macrophage Filtre biologique/
cellulaire phagocytose

Médiation immunitaire

Fibroblastique Juxtacanalaire Fibroblaste Renouvellement de la MEC/
Réparation tissulaire

. Cellule musculaire lisse | Contractilité
Forme allongée

Mécanotransduction

Fonctionnant comme les cellules d’un endothélium dans la portion cornéosclérale et uvéale, les cellules
trabéculaires produisent de grandes quantités de substances antithrombotiques, telles que les héparanes
sulfates et I’activateur du plasminogene tissulaire (tPA) [51]. De méme que les cellules endothéliales,
les cellules trabéculaires de la portion interne semblent participer a la médiation de 1’inflammation.
L’hypothése que ces cellules joueraient un role dans la présentation de 1’antigene a été proposée dans
les années 1990 lorsque des complexes majeurs d’histocompatibilités (CMH) de classe I et II ont été
détectés sur des coupes congelées de trabéculum et sur des cellules trabéculaires en culture [52-55].
Plus récemment des études ont montré que ces cellules pouvaient sécréter un certain nombre de facteurs,
tels que des enzymes et des cytokines qui modulent les fonctions des cellules trabéculaires et de la MEC.
Shifera et al. ont rapporté que des cellules trabéculaires humaines en culture sécrétent des quantités
importantes de cytokines chimiotactiques CXCL8/IL-8, CXCL6/GCP-2 et CCL2/MCP1 en l'absence de
toute stimulation [56]. La sécrétion de ces chimiokines augmentait sous l'effet des cytokines pro-
inflammatoires TNF-a et IL-1p. IIs ont également pu montrer que des monocytes, vraisemblablement
sous I’influence de ces signaux chimiotactiques, circulaient a travers le trabéculum [57]. Les cellules
trabéculaires ont aussi une activité semblable a celle des macrophages pour éliminer les débris cellulaires

présents dans I'HA [58,59].

Conformément a leur role de controle de la résistance a 1’élimination de ’HA, les cellules trabéculaires
de la région juxtacanalaire possédent a la fois des propriétés fibroblastiques et contractiles. Leur
phénotype est assez différent avec une morphologie en forme de fuseau. Elles sécrétent un certain
nombre de protéines de la MEC (collagénes, fibronectine, élastine, fibrillines et protéoglycanes) et leurs
enzymes de dégradation (métalloprotéases de la matrice (MMP-1, -2, -3, -9, -12, et -14)), afin de soutenir
le remodelage continu de la MEC [60]. Elles sont contractiles, exprimant 1'actine musculaire lisse et la
myosine qui sont importantes dans la mécano-transduction [3]. La contraction des cellules trabéculaires
augmente la facilité d'écoulement de I'humeur aqueuse. La noradrénaline semble faciliter 1'écoulement
par le trabéculum, mais le role du systéme nerveux autonome dans le contrdle direct de la résistance du

trabéculum est encore peu clair [49].
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Plusieurs auteurs ont émis 1’hypothése que la région non filtrante du trabéculum, proche de la ligne de
Schwalbe, servirait de niche pour les cellules souches (ou progénitrices) capables de se diviser et de

recoloniser le réseau trabéculaire aprés une lésion [61,62].

La matrice extracellulaire (MEC)

La MEC est faite de composants fibrillaires et d’une substance fondamentale amorphe composée de
collagéne de type IV, de hyaluronate, de glycosaminoglycanes et de protéoglycane [63]. Dans le
trabéculum uvéal et cornéoscléral, des lamelles de tissu conjonctif sont recouvertes par des cellules
trabéculaires. Dans la région juxtacanalaire, les cellules résident relativement librement et sont intégrées
dans la MEC (figure 5) [64]. Le tissu juxtacanalaire est constitué de fibres de collageénes irréguliérement
orientées au sein de la matrice, et d’un réseau de fibres €lastiques, le plexus cribriforme, qui s’étend
entre le trabéculum cornéoscléral et la paroi interne du CS, de fagon tangentielle a I’endothélium a celle-
ci. Les fibres ¢élastiques du plexus cribriforme sont constituées d’¢lastine, de décorine et de collagéne de
type VI[65]. Elles sont recouvertes d’une gaine de composants microfibrillaires contenant du collagéne
de type VI, de la laminine et de la fibronectine responsable de I’adhérence des cellules a leurs substrats

[66].

Figure 5 : Photographie au microscope a fluorescence de cellules trabéculaires humaines au sein de leur matrice
extracellulaire
marquée avec un anticorps anti-fibronectine (vert) et les noyaux sont colorés au DAPI (bleu) (grossissement x100).

Evacuation de ’HA et régulation de la PIO
L’HA est évacuée hors de I'eil par deux voies : la voie principale, trabéculaire, dite aussi
conventionnelle (40-96% du drainage [67,68]) et la voie secondaire dite uvéosclérale. Au niveau de la

voie d'écoulement trabéculaire, le trabéculum controle la PIO en régulant I’évacuation de ’'HA de la

chambre antérieure vers le CS qui lui est adjacent, jusqu’aux canaux collecteurs des veines aqueuses
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puis vers le systéme veineux (Figure 1). On peut l'imaginer comme un filtre biologique autonettoyant
dont le maillage peut étre plus ou moins serré en fonction de différents facteurs de régulation. Chez
I’homme, 75% de la résistance a la sortie de I’HA se font au niveau du trabéculum, en particulier au

niveau de sa partie juxtacanalaire, et 25% au niveau du CS [69].

La résistance est sous l'influence de deux systémes contractiles, celui de la partie antérieure du
muscle ciliaire via des extensions des tendons du muscle ciliaire qui traversent le trabéculum cribriforme
et qui s’inserent sur le mur du CS [70] et celui dii aux cellules contractiles de type myofibroblastique du
trabéculum. Ainsi, la résistance est réduite par la contraction du muscle ciliaire ou par la relaxation des
cellules trabéculaires. Le corps ciliaire est innervé par le systéme nerveux autonome sympathique et
parasympathique[6]. Il est bien établi que la contraction du muscle ciliaire entraine un changement
conformationnel immédiat du réseau trabéculaire et possiblement une dilatation du canal de Schlemm
conduisant a une diminution de la résistance a 1'écoulement par cette voie. De plus, des études
morphologiques ont démontré une innervation cholinergique et adrénergique du trabéculum lui-méme
et de la région de I'éperon scléral dans les yeux de divers mammiferes, y compris les humains [48]. Des
¢tudes sur des cellules trabéculaires en culture et dans des segments antérieurs perfusés ont démontré
qu'elles sont contractiles et que leur relaxation augmente la facilit¢ d'écoulement de 'humeur aqueuse.
La régulation de la résistance se ferait en réponse a une détection cellulaire d’étirement ou de
déformation dans la région juxtacanalaire du trabéculum sous I’effet des changements de PIO [71]. Les
cellules trabéculaires de cette région sécrétent en méme temps les protéines de la MEC et des enzymes
de dégradation afin de soutenir le remodelage de la MEC. Sous la dépendance de récepteurs cellulaires
a la tension, des ajustements de la résistance ont donc lieu par modification du turnover de la MEC :
sécrétion et/ou activation de protéinases, clivage de la matrice, digestion des fragments et biosynthése

de ses composants [5].

Les cellules trabéculaires posseédent aussi des propriétés d'adaptation comme des mécanismes
d’adhésion de cellule a cellule, des interactions cellule-matrice, une contractilité cellulaire liée a son
cytosquelette d’actine, et I'expression de canaux hydriques pour faciliter les changements rapides du

volume cellulaire [71].

La dégénérescence trabéculaire dans le glaucome
Le glaucome primitif a angle ouvert

Dans le glaucome primitif a angle ouvert (GPAO), la résistance a 1’évacuation de I’HA au niveau du
trabéculum est anormalement élevée [4]. Des études ont montré que cette augmentation de la résistance
¢tait lice a un mécanisme de rigidification du trabéculum associant une sénescence et une apoptose des

cellules trabéculaires au remodelage de la MEC [3,4,6,40,72]. Ces changements sont similaires aux
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altérations du trabéculum liées a I’age mais semblent s’accélérer dans le glaucome [73]. Ainsi, Tektas et
al. ont décrit une augmentation significative de 1’épaisseur de la gaine des fibres €lastiques par rapport
a des trabéculums normaux de sujets du méme age. Celles-ci apparaissent en coupes transversales
comme des « plaques » extracellulaires et ont donc été nommeées « plaques dérivées de la gaine » [4].
Cette augmentation est due aux fibrilles et aux autres composants de la MEC qui adhereraient aux gaines
des fibres ¢lastiques et a leurs connexions avec I'endothélium de la paroi interne. Dans les yeux atteints
de GPAO, il y a également une perte marquée de cellules trabéculaires qui entraine par endroits la fusion

et I'épaississement des lamelles trabéculaires [4].

Une étude en microscopie confocale de Hamard et a/. a ainsi montré une diminution trés significative
de la densité cellulaire au sein de la membrane trabéculaire externe retirée au décours de sclérectomies
profondes non perforantes (SPNP) chez des sujets glaucomateux par rapport aux témoins (figure 6).
Cette perte cellulaire intéressait aussi bien le trabéculum juxtacanalaire qu’une partie du trabéculum

cornéoscléral adjacent [74].

Figure 6 : Photographies en microscopie confocale d’un trabéculum normal (a) et d’un trabéculum glaucomateux (b).
Les noyaux sont colorés en rouge avec du iodure de propidium, I’autofluorescence de 1’élastine apparait en vert permettant de
visualiser la MEC. a. les cellules du trabéculum cribriforme ont un aspect dendritique et sont fortement fluorescentes apres
marquage avec un anticorps anti-vimentine. b. raréfaction majeure des cellules trabéculaires (rouge) et forte augmentation de
la MEC (fibres vertes autofluorescentes) dans le trabéculum cornéoscléral.

Tamm et al. ont aussi décrit des changements au niveau des cellules du tissu conjonctif juxtacanalaire
qui acquierent des caractéristiques contractiles (5, 6). On observe ainsi une augmentation et une
réorganisation de leur cytosquelette actinique et de la MEC aboutissant a un raidissement du mur interne

du CS [75].

Sous I’influence du TGF-f2, on assisterait ¢galement a des modifications cellulaires du trabéculum lui-
méme. Le TGF-P2 semble ainsi jouer un role significatif dans la genése du GPAO. C’est une cytokine
profibrotique connue pour étre en plus grande concentration dans I’HA des patients atteints de glaucome

[76]. Le trabéculum est une source endogene de TGF-B2 [77,78]. Tripathi et al. ont pu montrer que le
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TGF-B2 augmentait la PIO en induisant la synthéese par les cellules trabéculaires de certains composants
matriciels moins facilement dégradables par les métalloprotéinases tels que le collageéne de type 1V, la
fibronectine, la laminine et 1’¢élastine [79-81]. Ces effets sont médiés par I’induction de cascades de
signalisation du TGF-B2 conventionnelles (voies des Smad) ainsi que non-conventionnelles (voies des
MAP kinases, et des Rho GTPases) [78] (figure 6). Les voies de signalisation conventionnelles Smad
comprennent des protéines de signalisation omniprésentes avec de nombreux effecteurs en aval
impliqués entre autres dans la cicatrisation des plaies cornéennes ou le maintien du privilége immunitaire
oculaire. L’isoforme Smad 3 est plus systématiquement liée a I’expression de médiateurs impliqués dans
I’hypertonie oculaire. Ceci implique qu’une inhibition ciblée de Smad3 serait une cible intéressante pour
une thérapie contre le glaucome [78]. Une autre piste serait celle d’une modulation de Smad 7, un

inhibiteur de Smad qui fonctionne comme un antagoniste intracellulaire de la signalisation du TGF-p.

Le TGF-B2 augmenterait aussi la rigidité cellulaire par la formation de Cross-linked Actin Networks
(CLANS) via la voie Rho-GTPase (figure 8) [77]. Les CLANS sont des réarrangements du cytosquelette
modifiant la forme et la rigidité des cellules et donc leur capacité a répondre a des signaux extérieurs.
Les cellules des voies d’écoulement trabéculaires seraient donc stimulées par le TGF-B2 pour acquérir
un phénotype plus rigide, impliquant a la fois une augmentation du cytosquelette d’actine et de la MEC

fibrillaire environnante.

Figure 7 : Photographie au microscope a fluorescence des Cross-linked Actin Networks (CLANs) au sein de cellules
trabéculaires humaines.

Réarrangement du cytosquelette avec interconnexion de fibres d’actine entrainant une modification de la forme et de
la rigidité des cellules. Le cytosquelette d’actine est marqué avec un anticorps anti alpha-smooth muscle actin (vert) et
le noyau au DAPI (bleu)(X20).
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Les Bone morphogentic proteins (BMP) sont une famille de facteurs de croissance impliqués dans la
régulation de la MEC et donc dans la régulation de la résistance a I’évacuation de I’HA. Les voies de
signalisation BMP et TGF-B opposent leurs roles antifibrotiques et profibrotiques. Les BMP peuvent
ainsi dégrader les dépdts de matrice induits par le TGF-B2 [82]. Il a été montré que les antagonistes des
BMP, gremlin et noggin étaient plus exprimés dans les cellules trabéculaires glaucomateuses et
provoquaient une augmentation de la PIO dans des segments antérieurs perfusés [83—85]. Gremlin
bloquerait aussi la répression de BMP4 sur la synthese de fibronectine induite par le TGF-p [84,86]. La
dérégulation de ce facteur, probablement sous I’effet de mutations ou de polymorphismes génétiquement

induits pourrait donc expliquer la surexpression du TGF dans le glaucome primitif.
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Figure 8 : Schéma représentant les voies de signalisation du TGF-p2 dans les cellules trabéculaires.

Le ligand TGF-2 se lie aux récepteurs de type 11 du TGF-p (TGF-BRII) et phosphoryle le récepteur de type I du TGF-f (TGF-
BRI), activant ainsi diverses cascades de signalisation intracellulaire. Les voies intracellulaires activées par le TGF-B2
comprennent la voie canonique SMAD?2/3 et les voies non canoniques du TGF-f. La voie de signalisation canonique est utilisée
a la fois par le TGF-B2 et les BMPs. En ce qui concerne le TGF-2, l'activation du récepteur déclenche une signalisation en
aval par l'intermédiaire des protéines Smad 2/3, suivie de I'hétérodimérisation avec Smad4 et de la translocation du complexe
vers le noyau ou il induit la transcription de genes cibles spécifiques. La liaison des ligands BMP au complexe récepteur BMP
entraine la phosphorylation de Smad1, Smad5 ou Smad8 qui se lient avec Smad4, ce qui entraine la translocation du complexe
dans le noyau pour activer des genes cibles spécifiques. Gremlin inhiberait la capacité de BMP4 a réprimer la synthése de
matrice extracellulaire (MEC) induite par le TGF-f.

Dans les voies non canoniques, les récepteurs activés du TGF-p utilisent des kinases MAP, notamment les kinases régulées par
les signaux extracellulaires (ERK), les kinases des protéines activées par les mitogénes p38 (p38MAPK) ou les kinases de la
protéine c-Jun N-terminale (JNK), pour activer les génes cibles. Ceux-ci peuvent réguler 1’organisation du cytosquelette des
cellules (alpha-SMA, CLANS), et la synthese de protéines de la MEC et de facteurs profibrotiques.

Le stress oxydant pourrait ¢galement jouer un rdle important dans la physiopathologie du glaucome.
Une méta-analyse publiée en 2016 a ainsi rapporté que les marqueurs de stress oxydant étaient

surexprimés dans le sérum et I’HA des patients glaucomateux [87]. La production d’espéces réactives
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de l'oxygeéne (ERO) dans le trabéculum est a la fois d’origines endogeéne (générées par les
mitochondries) et exogéne. Elle peut augmenter sous 1’effet de I’age, de I’inflammation, de I’exposition
aux radiations lumineuses, infrarouges ou ultraviolettes, ou de certains toxiques. Une perturbation de
1’équilibre pro-oxydant / antioxydant dans ’HA provoque une augmentation de la production d’ERO a
I’origine d’une altération du trabéculum [88]. Les ERO endommagent les protéines, les lipides et les
molécules d’ADN ; ces processus sont associés au vieillissement cellulaire, a I’inflammation chronique,
a ’apoptose et a la mort cellulaire libérant des radicaux libres a 1’origine d’un cercle vicieux. Au niveau
du trabéculum on assiste a un arrét de la croissance des cellules, a une altération de la perméabilité des
cellules, a des réarrangements du cytosquelette des cellules trabéculaires affectant leur fonction et les
interactions de celles-ci avec la MEC et a une accumulation de la MEC [88,89]. 1l a été ainsi montré que
le TGF-B2 provoquait une augmentation du stress oxydant dans les cellules trabéculaires humaines. Le
prétraitement des cellules trabéculaires avec des antioxydants ciblés sur les mitochondries (XJB-5-131
(10 uM) ou MitoQ (10 nM)) atténuait les changements médiés par le TGF-B2 dans Dl’activité
transcriptionnelle dépendante de Smad, y compris des réductions marquées des fibres de stress et de

I’expression des collagenes [90].

Le glaucome par fermeture de I’angle

Dans le glaucome par fermeture de I’angle, le mécanisme d’élévation de la PIO est expliqué par
I’apposition de I’iris sur le trabéculum, ce qui bloque I’évacuation de ’HA. Cependant, dans certains
cas, méme apres la levée du blocage trabéculaire, la PIO reste élevée. En gonioscopie, des synéchies

antérieures périphériques ou des amas de pigments peuvent étre observés au niveau trabéculaire.

Une étude histologique de Hamanaka et al. sur des échantillons de trabéculums de patients opérés de
trabéculectomie dans un contexte d’angle iridocornéen fermé a permis de révéler des dommages au
niveau du CS et du trabéculum postérieur [91]. En effet, le contact persistant du trabéculum avec l'iris
ou les synéchies antérieures périphériques en bloquant 1’évacuation de I’HA provoquait une atteinte du
CS et son occlusion. Au niveau de la partie postérieure du trabéculum, il a également été observé une
perte en cellules trabéculaires, une altération de leur fonction mitochondriale avec un élargissement et
une fusion des faisceaux trabéculaires [91,92]. Ces mécanismes permettent d’expliquer 1’élévation
persistante de la PIO méme lorsque ’angle a été rouvert chez un patient ayant un glaucome chronique

par fermeture de I’angle.

Le glaucome induit par les corticoides

La principale découverte dans le glaucome cortico-induit est une accumulation de collagene de type IV

et de fibronectine dans la portion externe du trabéculum [93]. On trouve également une augmentation
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d’un matériel mixte associant des replis de membrane basale arrangés en empreinte digitale et de dépdts
de fines fibrilles non-identifiées arrangées en bandes dans la région sous-endothéliale du CS [4]. Les
glucocorticoides comme la dexaméthasone (DEX) sont connus pour modifier 1’architecture du
trabéculum en augmentant la rigidité des cellules trabéculaires. La matrice déposée par les cellules
trabéculaires sous ’effet de la DEX serait environ 4 fois plus rigide, plus organisée et présenterait une
expression ¢levée des protéines de la MEC généralement impliquées dans le glaucome (décorine,
myociline et fibrilline) [94,95]. Des études biochimiques et génétiques ont suggéré qu’une augmentation
au niveau du trabéculum de I'expression de la myociline, encore appelée protéine de réponse trabéculaire
aux glucocorticoides (TIGR), pourrait jouer un rdle dans le développement du glaucome cortico-induit
[96,97]. Il est intéressant de noter que I’expression de ce géne induite par une exposition aux corticoides
aurait un effet pro-apoptotique [98,99]. Par conséquent, la capacité phagocytaire de la population
cellulaire restante dans le trabéculum serait insuffisante pour un nettoyage efficace de I'HA, augmentant
ainsi la résistance a 1’évacuation de I’HA. Dans ce cas également, existerait donc un mécanisme mixte,
a la fois mécanique et dégénératif pouvant expliquer que la PIO ne se normalise pas systématiquement

a I’arrét des corticoides en cas de glaucome cortico-induit.

Le glaucome pigmentaire

Le syndrome de dispersion pigmentaire (SDP) résulterait d’un contact mécanique entre les fibres
zonulaires du cristallin et la partie postérieure de 1'iris, responsable d’un relargage de pigments iriens
dans I'ceil [100]. Chez les patients qui présentent un SDP, I’encombrement progressif du trabéculum par
les pigments iriens peut entrainer un dysfonctionnement de ce dernier et une élévation de la P1O. Ainsi,

entre 25 et 50% des patients avec un SDP risqueraient de développer une hypertonie oculaire [101].

Dans cette maladie, on constate au niveau du trabéculum une perte des cellules trabéculaires, plus
importante que dans le GPAO, et probablement liée a la toxicité de la surcharge en granules de pigments
[4]. L'exposition des cellules trabéculaires aux pigments entrainerait aussi une réduction des capacités
de phagocytose et de migration cellulaires, ainsi qu'une augmentation de la formation de fibres de stress
et de la contraction cellulaire [102,103]. Du fait de son role dans la régulation du mouvement et de la
forme des cellules, la voie de signalisation Rho-ROCK joue un réle central dans la formation et la
contraction des fibres de stress, 'adhésion cellulaire, la migration, la phagocytose et I'apoptose. Dans un
modele porcin de glaucome pigmentaire, 1’utilisation d’'un ROCK-inhibiteur diminuait ainsi la PIO et

augmentait la phagocytose [104,105].

Le glaucome pseudoexfoliatif
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Le syndrome pseudoexfoliatif correspond a des dépots de matériel exfoliatif sur certains organes comme
le coeur, les vaisseaux, les poumons ou les méninges mais aussi dans le segment antérieur de ’ceil. Cette
fibrillopathie dégénérative généralisée est multifactorielle. Ses facteurs de risque sont génétiques et
environnementaux (age, exposition aux ultraviolets) [106]. Le glaucome pseudoexfoliatif résulte de
l'accumulation de matériel fibrillaire extracellulaire et de pigments dans le maillage trabéculaire et le
CS conduisant a une augmentation de la PIO. Des analyses immunohistochimiques et en spectrométrie
de masse ont révélé que ce matériel pseudoexfoliatif était un complexe protéique hautement glycosylé
extrémement résistant a la dégradation. Ce complexe protéique regroupe des protéines de la membrane
basale, des fibres ¢lastiques, du TGF-B, des métalloprotéinases, des protéines chaperonnes, des protéines

du complément, de la lysyl-oxydase de type 1 (LOXL1) et de I'apolipoprotéine E (ApoE) [107].

Le glaucome secondaire aux uvéites

Chez les patients atteints d’uvéites, [’hypertonie constatée peut étre due a I’uvéite elle-méme ou étre un
effet secondaire de la corticothérapie locale. En effet, selon les études 45% a 62% des patients atteints
d’uvéites sont répondeurs aux corticoides [108]. Il a ét¢ démontré que des niveaux élevés de protéines
trabéculaires réduisaient I'écoulement trabéculaire. Les cellules inflammatoires, les radicaux libres, les
enzymes sont également susceptibles de contribuer a ’¢lévation de la PIO [109]. Les principales
¢tiologies des uvéites hypertensives sont I’hétérochromie de Fuchs, I’herpés, le syndrome de Posner—
Schlossman et I’arthrite juvénile idiopathique. Tektas et al. ont analys¢ le trabéculum de patients atteints
de glaucome uvéitique recueilli aprés trabéculectomie [110]. Ils ont constaté qu’il y avait une
augmentation de la MEC au niveau de trabéculum cribriforme et un épaississement des lamelles
trabéculaires contribuant vraisemblablement aux ¢lévations de la PIO. Chez les patients atteints de
cyclite hétérochromique de Fuchs, la plupart des faisceaux trabéculaires étaient épaissis par un matériel
fibrillaire déposé entre les cellules trabéculaires et les membranes basales. Sous I'endothélium de la paroi
interne, il y avait une augmentation des "plaques" morphologiquement comparables a celles observées
chez les patients atteints de GPAO. Le trabéculum de patients atteints d’arthrite juvénile idiopathique
montrait également des accumulations de "plaques" sur la paroi interne et un épaississement des
faisceaux trabéculaires, mais ce dernier €tait dii a un épaississement de la membrane basale elle-méme
avec des inclusions de collagene. Le trabéculum en cas d’herpés montrait des replis de membrane basale
entre les lamelles trabéculaires. La région sous-endothéliale révélait aussi une augmentation de plaques
et de matériel fibrillaire. Par ailleurs, une fermeture secondaire de 1’angle iridocornéen au cours d’une
uvéite peut survenir par différents mécanismes: synéchies postérieures avec blocage pupillaire,
synéchies antérieures périphériques, rotation vers I’avant du corps ciliaire [111]. Pres de 11% des
patients développent des synéchies antérieures périphériques (SAP) secondaires a I’inflammation [108].

Les facteurs de risques de développer des SAP sont un angle iridocornéen étroit, 1'usage des
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mydriatiques et la présence de synéchies postéricures. Le mécanisme sous-jacent serait une
accumulation de cellules inflammatoires et de débris au niveau de 1’angle iridocornéen entrainant la

formation de ponts entre la périphérie de I’iris et la sclere, aboutissant a la constitution de synéchies.

La toxicité trabéculaire des traitements antiglaucomateux

Le glaucome étant une pathologie chronique, il est important de prendre en compte les conséquences de
l'exposition aux collyres et a leurs conservateurs qui sont administrés au long cours chez les patients, en
particulier, le chlorure de benzalkonium (BAC), qui est le conservateur le plus couramment utilis¢ dans
les collyres antiglaucomateux multidoses, et qui a montré des effets toxiques, pro-oxydants et pro-
inflammatoires au niveau de la surface oculaire mais aussi a I’intérieur de 1’ceil et notamment au niveau
du trabéculum [112]. En effet, Brignole-Baudouin ef al. ont démontré, chez le lapin, grace a ’imagerie
en spectrométriec de masse que le BAC pouvait pénétrer dans le trabéculum aprés des instillations
oculaires répétées [113]. Baudouin ef al. ont aussi montré que le BAC induisait une apoptose, un stress
oxydant et l'expression de la chimiokine fractalkine. En outre, le BAC participe au clivage de SDF1
(CXCL12) en une forme tronquée SDF-1(5-67); SDF1 a des effets protecteurs via son récepteur
classique de type GPCR, le CXCR4 et sa forme tronquée serait responsable de mort cellulaire par

I’intermédiaire d’un autre GPCR, le CXCR3.

Dans la méme équipe, un effet pro-apoptotique du BAC avec une inhibition de Bcl2 a été également

démontré sur des cellules trabéculaires humaines en culture [114—-116].

Le BAC induit aussi un effet pro-inflammatoire avec une augmentation de I’expression des cytokines
pro-inflammatoires interleukine-6 (IL-6) et IL-8 (CXCLS) dans un modele de trabéculum en trois
dimensions [117]. Ces travaux suggerent donc que le BAC aggrave toutes les caractéristiques de la
dégénérescence trabéculaire décrites dans le glaucome : apoptose des cellules trabéculaires, stress

oxydant et induction de chimiokines inflammatoires.

Le trabéculum comme cible thérapeutique

La seule stratégie thérapeutique démontrée visant a ralentir la progression de la neuropathie
2 peutiq prog P

glaucomateuse consiste aujourd’hui a réduire la PIO [2,20,118]. Elle s'appuie sur des moyens médicaux,

physiques comme les lasers, ou chirurgicaux. Le trabéculum, comme lieu principal de résistance a

I”¢limination de I’HA, est donc largement impliqué dans les traitements du glaucome.

Stratégie médicamenteuse
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Méme si la dégénérescence trabéculaire semble étre a I’origine de la maladie glaucomateuse, rares sont
les traitements qui ont une action directement trabéculaire. Parmi les traitements médicaux du glaucome,
les analogues des prostaglandines sont les traitements les plus utilisés, les plus efficaces et les mieux
tolérés. Le mécanisme de I’action hypotonisante des prostaglandines est encore aujourd’hui
imparfaitement compris. Il serait principalement di a une augmentation de 1’évacuation de I’HA par la
voie uvéosclérale. Mais des résultats plus récents suggereraient une action directe des prostaglandines
sur le trabéculum avec un remodelage de la MEC trabéculaire [60,68,119]. Kalouche et al. ont ainsi
montré que le latanoprost, un analogue de la prostaglandine F2a, diminuait I'accumulation de collagéne
de la MEC trabéculaire mais favorisait un phénotype contractile de ses cellules. En revanche, le
butaprost, un agoniste des récepteurs prostanoides EP2 atténuait a la fois la contraction des cellules
trabéculaires et le dépdt de collagene, inhibant ainsi la transition myofibroblastique des cellules [120].

Le concept de traitements agissant directement sur le cytosquelette trabéculaire a ainsi vu le jour.

Les inhibiteurs des Rho-kinases (ROCK-i) constituent un exemple particuli¢rement intéressant
puisqu’ils ciblent justement la voie profibrotique en cause dans la modification de la MEC trabéculaire.
La voie de signalisation Rho/ROCK joue en effet un role important dans la modulation du cytosquelette
des cellules et de la syntheése de la MEC [121]. La famille Rho comprend de petites protéines liant la
guanosine triphosphate (GTP), qui régulent la forme, la motilité, la prolifération et 1'apoptose des
cellules dans tout le corps. Comme le montre le schéma de la figure 9, apres la fixation du TGF-p2 a
son récepteur, Rho-GTP active ses molécules effectrices (Rho-kinase ROCK1 et 2). Les ROCK inhibent
ainsi la phosphatase des chaines légeres de la myosine en phosphorylant la sous-unité de liaison a la
myosine, induisant ainsi des modifications du cytosquelette d'actine. Les ROCK activent les kinases
LIM via la phosphorylation, ce qui stabilise 'actine filamenteuse et réduit la migration cellulaire.
L’activation de cette voie entraine une augmentation de la résistance a I’évacuation d’HA alors que son
inhibition diminue la PIO [104,122]. Les ROCK-i représentent une nouvelle stratégie thérapeutique dans
le glaucome ciblant la voie de TGF-B en cause dans la modification de la MEC [123]. Un ROCK-i, le
Ripasudil a été approuvé par les autorités de santé japonaises pour le traitement du glaucome ou de
I’hypertonie oculaire, en seconde intention apres les antiglaucomateux de référence. La premicre étude
publiée sur ’efficacité du Ripasudil montrait une efficacité modérée sur la PIO qui passe de 15,1 + 4,6
mmHg avant traitement a 13,3 = 3,0 mmHg a 24 mois (p<0,05) [124]. Une autre molécule de la méme
famille, le Nétarsudil 0,02% (Rhopressa®, Aerie Pharmaceuticals, Inc., USA) a recu 1’autorisation de la
FDA en décembre 2017 pour la baisse de la PIO chez les patients atteints de GPAO [125] et fin 2019
une AMM européenne. Dans trois essais de phase III de patients avec une PIO élevée, 1'efficacité
hypotensive oculaire du Nétarsudil 0,02% instillé une fois par jour répondait aux critéres de non-
infériorité par rapport au timolol 0,5% instillé deux fois par jour, produit de référence accepté par la
FDA [126]. On peut toutefois déplorer des effets indésirables fréquents : blépharite, hyperhémie

conjonctivale, hémorragies sous-conjonctivales, des opacités cornéennes de type cornea verticillata
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[124,127,128]. L’association d’un ROCK-i a une prostaglandine a été proposée et semble obtenir des
résultats synergiques sur la baisse de la PIO avec des réductions de la PIO de 30% ou plus observées
chez 59 a 65% des sujets traités par 1’association de nétarsudil et latanoprost, contre 29 a 37% des sujets

traités par latanoprost seul et 21 a 29% des sujets traités par nétarsudil seul (p<0.0001) [129,130].
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Figure 9 : Voie de signalisation des Rho-kinases.

Le récepteur du TGF B activé (TRF- B RI-II) lie la guanosine triphosphate (GTP) & la protéine Rho. Rho-GTP active ses
molécules effectrices, les ROCK (Rho-kinases ROCK1 et 2). Les ROCK inhibent la phosphatase des chaines légeres de la
myosine (MLCP). La phosphorylation de la sous-unité de liaison a la myosine, induit la contraction des fibres d’actine. Les
ROCK activent aussi les kinases LIM qui phosphorylent la cofiline ce qui stabilise l'actine.

Traitement au Laser

La trabéculoplastie sélective au laser (SLT), décrite par Latina et Park en 1995 [131], est réalisée avec
un laser Nd : YAG a impulsions courtes doublé en fréquence (Q-switch). Elle a ét¢ qualifiée de «
sélective » pour son ciblage des cellules trabéculaires pigmentées tout en laissant le réseau trabéculaire
intact. L’augmentation de 1’évacuation de I’HA hors de I’ceeil aprés une SLT peut étre expliquée par
plusieurs mécanismes, notamment la rétraction mécanique du maillage trabéculaire uvéoscléral et du
CS, les mécanismes cellulaires qui stimulent la division cellulaire, et les mécanismes biochimiques qui
alterent les cytokines et stimulent les propriétés macrophagiques des cellules trabéculaires [132]. Une
¢tude histologique sur des yeux ayant recu un SLT ne montrait ainsi que des dommages mécaniques
minimes [133]. L'effet d'abaissement de la PIO par le SLT pourrait donc s'expliquer avant tout par des

changements biochimiques et cellulaires, plutdt que par des effets mécaniques [21].

38



Traitement chirurgical

Etant donné que I’élévation de la PIO se produit a la suite d'une altération de I'écoulement de I'HA, les
traitements chirurgicaux du glaucome visent a améliorer le drainage par les voies d'écoulement
physiologiques existantes ou a détourner I’HA vers de nouvelles voies non physiologiques (telles que le

drainage sous-conjonctival).

Chirurgies filtrantes

En France, les chirurgies du glaucome les plus pratiquées sont la trabéculectomie [ 134] et la sclérectomie
profonde non perforante (SPNP) [135]. Ce sont deux chirurgies filtrantes dont le principe est d’abaisser
la PIO en créant une voie d’évacuation de I’HA a partir de la chambre antérieure de I’ceil jusqu’a un
espace sous-conjonctival nouvellement formé : la bulle de filtration (BF) en court-circuitant tout ou
partie du trabéculum. La trabéculectomie consiste au retrait en bloc de toute I’épaisseur du trabéculum.
Elle permet une baisse de la PIO d’environ 46 a 51% a 2 ans selon les études [136—138]. La technique
de SPNP a ét¢ mise au point pour minimiser les complications de la trabéculectomie. Elle consiste au
retrait sélectif de la membrane trabéculaire externe (trabéculum juxtacanalaire et mur interne du CS) au
niveau de laquelle se situe la majeure partie de I’¢lévation de la résistance a I’écoulement de I’HA.
Cillino et al. [138] ont comparé¢ la baisse de la PIO apres trabéculectomie ou SPNP, et retrouvaient une
diminution de 51 % pour la trabéculectomie et de 42,5% pour la SPNP. Les taux de complications telles
que I’hypotonie (38,1 % vs 0%) et I’hypothalamie (33,3% vs 5,2%) étaient significativement moindres
dans le groupe SPNP.

MIGS trabéculaires

Ces derniéres années, les options de prise en charge chirurgicale du glaucome se sont multipli¢es, en
particulier avec 1’apparition des MIGS ou chirurgies mini-invasives du glaucome. Avec ces techniques,
I’objectif de baisse de la P1O est plus modeste qu’avec une chirurgie filtrante classique mais avec moins
de risque de complications et une récupération visuelle plus rapide. IIs sont le plus souvent associés a
une chirurgie de la cataracte. Les MIGS utilisent différentes voies afin de favoriser I’écoulement de ’'HA

: trabéculaire, suprachoroidienne ou sous-conjonctivale.

Les dispositifs trabéculaires ont pour objectif de rétablir la voie naturelle d’écoulement de I’HA de la
chambre antérieure vers le CS. Ces procédures sont basées sur le fait que la portion juxtacanalaire est le
site de la plus grande résistance a I'écoulement de ’HA chez la plupart des patients atteints de glaucome

a angle ouvert. Les MIGS trabéculaires augmentent 1’évacuation trabéculaire par un ou plusieurs des
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quatre mécanismes suivants : 1. Bypass du trabéculum et mise en communication directe de la chambre
antérieur et du CS par stent ; 2. Maintien de la lumiére du CS ; 3. Dilatation des canaux collecteurs ; 4.

Ouverture chirurgicale de la paroi interne du canal [139].

L’iStent® et I’iStent Inject (Glaukos Corp., San Clemente, CA) sont des stents trabéculaires qui agissent
en shuntant localement le trabéculum pour aboutir dans le CS [140,141]. Une limite de cette approche
réside dans le fait que le stent n’est pas nécessairement positionné prés d'un des 25 a 30 canaux
collecteurs du CS. De plus, certains canaux collecteurs peuvent &tre plus actifs que d'autres. L’Hydrus
Microstent® (Iventis Inc., Irvine, CA) est un stent de 8mm de long qui est implanté dans la portion
nasale du CS. Il agit en ouvrant le trabéculum mais aussi en 1’étirant. Il maintient aussi la lumiére du CS
ouverte [142]. L’Excimer Laser Trabeculotomy® (ELT) permet de réaliser des ouvertures dans toute
I’épaisseur du trabéculum et du mur interne du CS afin de diminuer la résistance trabéculaire [139]. Le
Kahook Dual Blade® (New World Medical Inc, Cucamonga, CA) consiste a inciser le trabéculum et le
mur interne du CS pour ouvrir 90° de trabéculum [143]. Le Trabectome® (NeoMedix Corp., Tustin,
CA) est une pi¢ce a main qui permet de réaliser une trabéculotomie circonférentielle électrochirurgicale
de 60 a 120° du trabéculum et de la paroi interne du CS [139]. La canaloplastie ab interno a pour but de
dilater le CS en injectant du produit viscoélastique par le biais d’un micro-cathéter introduit ab interno
par goniotomie. Il crée aussi des microperforation dans le trabéculum qui pourraient augmenter sa
perméabilité [144]. La Gonioscopy-assisted Transluminal Trabeculotomy (GALT) prévoit d’insérer dans
le CS le méme cathéter illuminé utilisé pour la canaloplastie ab interno mais, une fois complété le tour
du CS sur 360°, les deux extrémités du cathéter sont externalisées pour réaliser un trabéculotomie
compléte ab interno [145]. Le succes de ces MIGS trabéculaires peut également étre limité par des
cicatrices postopératoires sur le site du CS. Enfin, ces procédures réduisent la résistance juxtacanalaire
mais ne réduisent pas les sites distaux plus résistants a I'écoulement, comme une pression veineuse
épisclérale élevée, qui peut étre plus importante chez certains patients. Le résultat postopératoire de la
PIO aprés ces procédures ne diminuera pas en dessous de la pression veineuse épisclérale. C’est la raison
pour laquelle I’efficacité des techniques trabéculaires est généralement moindre que les techniques de

filtration sous-conjonctivales qui créent une voie non physiologique pour 1'écoulement de I’HA [146].

Perspectives

Nouvelles techniques d’exploration

En pratique clinique, ’examen du trabéculum repose sur la gonioscopie. Le trabéculum a un aspect
translucide et est souvent d'aspect gris terne ou brun (figure 10a). La partie antérieure du réseau
trabéculaire est généralement moins pigmentée et est considérée comme la partie non filtrante du réseau.

La partie postérieure est plus importante en taille et recouvre le CS. Le réseau trabéculaire est pigmenté
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et peut accumuler des pigments avec 1’dge et lors de maladies oculaires spécifiques telles que la
dispersion pigmentaire et le syndrome pseudoexfoliatif. Les traumatismes, les uvéites et la chirurgie, y
compris les lasers (iridotomie en particulier) sont également des causes de dépots de pigments dans
I'angle. La gonioscopie clinique permet de se rendre compte du degré d'ouverture de l'angle, de la
quantit¢ de pigmentation, et des caractéristiques anatomiques telles que les processus iriens. De
nouvelles techniques d’exploration clinique du trabéculum se développent pour imager plus précisément
cette structure clé. En effet, une meilleure résolution de I’ordre du micron aiderait & comprendre les
changements provoqués par le vieillissement sur le trabéculum et permettrait d'évaluer les médicaments
antiglaucomateux ciblant le trabéculum afin d'améliorer 1'évaluation des résultats et les causes d’échec
des chirurgies classiques ou mini-invasives du glaucome (MIGS). La tomographie par cohérence
optique (OCT) du segment antérieur fournit certains détails mais ne représente qu’une approche encore
grossiére du trabéculum et du CS (figure 10b). L'OCT couplé a la gonioscopie offre une résolution
supérieure a la goniophotographie et permet aussi une meilleure exploration en profondeur [147,148].
Ainsi King et al. ont mis au point un systéme d’imagerie haute résolution basée sur un systéme d’optique
adaptative a balayage laser ophtalmoscopique (AOSLO), congu a l'origine pour l'imagerie rétinienne et
couplé a une lentille gonioscopique. Celui-ci fournit une imagerie du trabéculum a 1’échelle du micron
in vivo chez 'homme. Les images obtenues montrent les faisceaux et les cellules endothéliales du
trabéculum (figure 10c) [149]. Le développement de cette technique pourrait permettre des mesures
directes a I’échelle micrométrique in vivo des changements qui se produisent dans le maillage

trabéculaire humain au cours du glaucome ainsi qu’apres intervention thérapeutique.
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Figure 10 : Imagerie de I’angle iridocornéen

a. Goniophotographie de I’angle iridocornéen. La partie antérieure du réseau trabéculaire (TM ant.) est généralement moins
pigmentée, la partie postérieure (TM post.) est plus importante en taille et recouvre le canal de Schlemm. Les structures ne sont
visibles que comme des bandes délimitées par la pigmentation et aucune structure anatomique fine n'est évidente. LS : ligne de
Schwalbe ; ES : éperon scléral ; BC : bande ciliaire. b. Visualisation de ’angle iridocornéen en OCT swept source de segment
antérieur. CS : canal de Schlemm; ES : éperon scléral. c. Gonioscopie clinique et en optique adaptative d’apres King et al .[150].
(A) Image au biomicroscope montrant la ligne de Schwalbe (SL), le trabéculum antérieur (Ant. TM) et postérieur (Post. TM),
et le corps ciliaire (CBB). (B) Image en optique adaptative de la méme région chez le méme participant (C) Image acquise de
la méme région que (B), avec la magnification maximale du systéme d'imagerie AOG, mise au point sur le trabéculum
postérieur. Ici, nous pouvons distinguer a la fois les faisceaux uvéaux (fleches vertes) et les faisceaux cornéoscléraux plus
profonds (fléches blanches). Barre d'échelle, 50 pm

Stratégie de protection du trabéculum

Le stress oxydant induit des dommages sur le trabéculum et intervient dans les mécanismes
physiopathologiques a Dorigine du glaucome [88]. La régulation de la balance redox
(oxydation/réduction) constitue donc une piste thérapeutique comme protection du trabéculum et pour
prévenir le glaucome [90,150]. Kalouche et al. ont montré que l'activation des récepteurs prostanoides
E de sous-type 2 (EP2) protégeait de l'apoptose induite par le stress du réticulum endoplasmique par le
biais d’une régulation négative de p53 [151]. Une autre piste thérapeutique a été suggérée par Denoyer
et al. [116] : le blocage de I’interaction entre la forme tronquée de CXCL12/SDF1, SDF1(5-67), sous
I’effet de métalloprotéinases, notamment, avec le CXCR3 a l’origine d’une apoptose des cellules

trabéculaires. Le traitement par un antagoniste de CXCR3 dans un mod¢le de rat présentant une
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hypertonie oculaire réduisait la PIO. L’inhibition de cette voie pourrait constituer une approche

thérapeutique innovante pour restaurer la fonction trabéculaire chez les patients atteints de GPAO.

Thérapie cellulaire

La diminution du nombre de cellules trabéculaires liée a I'dge et a la maladie, l'apoptose et la sénescence
accélérées, sont associées a une résistance accrue a I'écoulement de ’HA et donc a une augmentation de
la PIO [72]. En effet, les cellules trabéculaires grace a leurs propriétés de phagocytose ont la capacité
d'éliminer les débris obstruant potentiellement le filtre trabéculaire, tandis qu’elles ont un rdle dans la
synthése et la dégradation des ¢léments constitutifs de la MEC [3]. La réduction de la densité cellulaire
trabéculaire affecte donc le renouvellement de la MEC et provoque 1'accumulation de débris, d'ou une
augmentation de la résistance a 1'écoulement dans les yeux glaucomateux. Théoriquement, la
recolonisation du trabéculum a partir de cellules souches pourrait compenser la perte en cellules des
yeux glaucomateux et permettre au trabéculum de retrouver sa fonctionnalité, réduisant ainsi la PIO

[61,152,153].

Les thérapies cellulaires a partir de cellules souches pour la régénération du trabéculum fournissent des
perspectives prometteuses de traitements. Les cellules souches trabéculaires sont localisées au niveau
de la région d'insertion du trabéculum sur I’anneau de Schwalbe [154]. Elles peuvent étre isolées par tri
cellulaire, culture de clones ou de sphéres. Les cellules souches trabéculaires sont multipotentes avec la
capacité de coloniser la région trabéculaire et de se différencier en cellules trabéculaires in vivo. D'autres
types de cellules souches, comme les cellules souches dérivées des adipocytes, les cellules souches
mésenchymateuses et les cellules souches pluripotentes induites ont été découverts pour la
différenciation et la régénération des cellules trabéculaires [62]. Roubeix et al. ont montré que, chez le
rat, I'injection en chambre antérieure de cellules souches mésenchymateuses isolées de la moelle osseuse
de fémurs, diminuait la PIO dans un modéle d’hypertonie oculaire par cautérisation des veines
épisclérales, et démontrait un effet protecteur sur le trabéculum. On observait en effet une augmentation
de la survie des cellules trabéculaires avec une activation de la voie anti-apoptotique AKT, une relaxation

des cellules trabéculaires ainsi qu’une inhibition du phénotype profibrotique induit par le TGF-2 [155].

Une autre piste thérapeutique est celle du guidage des cellules souches pluripotentes induites (iPSC).
Ding et al. ont ainsi réussi a obtenir des cellules iPSC avec un phénotype proche de celui des cellules
trabéculaires humaines apres les avoir mises en coculture avec des cellules trabéculaires humaines [156].
La transplantation de ces cellules dans des segments antérieurs humains perfusés ou dans des mod¢les
animaux stimulaient la prolifération des cellules trabéculaires endogeénes [157] et restaurait I’évacuation
de I’'HA et donc abaissait la PIO [158]. Ce type de thérapie a base d’iPSC est une stratégie prometteuse

pour réguler la PIO chez des patients atteints de glaucome [159].
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Modeles disponibles pour la recherche sur le trabéculum

Le dysfonctionnement du trabéculum est la cause de 1'¢lévation de la PIO et représente le primum
movens du GPAO mais les mécanismes précis a 1'origine ne sont pas encore clairs. Le développement
de modéles robustes de trabéculums physiologiques et pathologiques est nécessaire pour étudier les
différents mécanismes a l'origine de cette dérégulation mais aussi pour développer et tester des
traitements ciblant le trabéculum lui-méme qui sont actuellement rares. Plusieurs types de modeles
expérimentaux ont €été décrits avec leurs avantages et leurs inconvénients, des modeles animaux ou

segments antérieurs en culture de perfusion aux modeles de culture cellulaire.
In vivo

Des modeles de glaucome existent chez la souris, le rat, le chien, le chat et les primates [160]. Chacun
présente ses propres défis, notamment en termes de disponibilité des ressources génétiques et de
difficulté¢ de manipulation génétique, de considérations éthiques, de coflit et d'entretien. Le primate est
l'animal dont l'anatomie du trabéculum se rapproche le plus de celle de I'humain, mais 1’utilisation de
primates est limitée en raison de leur prix ¢élevé, de I'inaccessibilité des souches transgéniques et des
préoccupations éthiques. La plupart des études précliniques dans le domaine du glaucome utilisent des
souris, car leur anatomie des voies d'écoulement est comparable a celle des humains. Elle est décrite
comme suit : trabéculum, tissu juxtacanalaire, canal de Schlemm, canaux collecteurs et veines
épisclérales. Cependant, la principale différence anatomique est que la structure du trabéculum humain
est constituée de 9 a 18 faisceaux trabéculaires, tandis que dans le trabéculum de la souris, il n'y a que
2 a 5 couches de lamelles, ce qui diminue la résistance générée par le trabéculum par rapport a celle de
I'humain. Ces différences de structure du trabéculum animal ainsi que de régulation de 1'excrétion de
I'humeur aqueuse constituent une limitation sérieuse a l'utilisation de modeles animaux. Les résultats
obtenus avec des modeles animaux ne sont donc pas toujours transposables a 'homme, bien que la
majorité des médicaments hypotenseurs de la PIO dans le glaucome humain soient également efficaces
sur les yeux des souris. De plus, le manque de coopération des animaux et donc l'utilisation d'anesthésie
pour effectuer les expérimentations affectent les résultats. Les valeurs de la PIO varient en fonction de
I’espece animale, de la méthode de sédation et de mesure. En général, une contention excessive, un
positionnement inadéquat ou un manque d'expérience dans l'utilisation de 1'équipement peuvent

augmenter la PI1O. Enfin, ils sont remis en question d'un point de vue éthique.

Pour étudier la physiopathologie du trabéculum ou ses modifications sous I'effet des traitements, tous
les modeles qui augmentent artificiellement la PIO en bloquant ou en sclérosant les voies d'écoulement
ne sont pas appropriés, par exemple en utilisant la photocoagulation au laser, la cautérisation des veines
¢épisclérales, I'injection de microbilles ou d'acide hyaluronique dans la chambre antérieure ou l'injection

de solution saline hypertonique dans les veines épisclérales, car ils ne reproduisent pas le processus
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naturel des Iésions glaucomateuses de la voie d'écoulement de 'humeur aqueuse [161]. En effet, il
convient de distinguer entre les modeles animaux d'hypertonie oculaire utilisés pour étudier la perte des

cellules ganglionnaires rétiniennes et ceux spécifiquement développés pour I'étude du trabéculum.

Récemment, une recommandation consensuelle pour les modéeles murins d'étude de 1'écoulement de
I'humeur aqueuse a été publiée en 2022 afin d'établir des pratiques standard dans ce domaine [162]. Les
modeles génétiques sont les plus utiles, car ils permettent de provoquer une hypertension oculaire grace
a la transduction du trabéculum avec des geénes liés au glaucome (par exemple, MYOC, TGF2, GREMI,
CTGF, DKK1, SFRP1, CD44, Cre). Pour répondre aux attentes de cette recommandation consensuelle,

les modéeles animaux utilisés pour étudier la physiologie de I'écoulement doivent [162] :

e avoir un angle iridocornéen ouvert

e présenter une diminution de la facilité d'écoulement

e présenter une ¢lévation de la PIO

¢ inclure des descriptions morphologiques des voies d'écoulement conventionnelles (trabéculum,
canal de Schlemm, canaux collecteurs et régions intrasclérales et épisclérales), de préférence
par microscopie ¢lectronique, afin de pouvoir analyser l'organisation de la MEC

e et une évaluation du nombre de cellules du trabéculum.

La souris MyocY437H, responsable d'un glaucome juvénile, est la plus connue et la plus utilisée. Elle
présente une €lévation de la PIO dés I’age de 3 mois et une dégénérescence progressive du CGR et du
nerf optique [163]. Les souris génétiquement modifiées expriment des niveaux élevés de myociline
mutante dans le trabéculum et la sclére, ce qui entraine une diminution de la facilité d'écoulement de
I'humeur aqueuse et une augmentation secondaire de la PIO. Des changements morphologiques peuvent
étre observés dans le trabéculum : diminution des espaces intertrabéculaires et perte progressive des
cellules trabéculaires. Cependant, le niveau de la PIO peut varier en fonction de 1'origine génétique de

la souche de souris sélectionnée pour induire la mutation MYOCY437H.

La souris DBA/2]J est également largement utilisée, elle présente des mutations dans les génes Tyrplb
et GpnmbR 150X responsables d’un glaucome par dispersion de pigment. L apparition des premicres

anomalies oculaires a lieu entre trois et quatre mois et 1’¢lévation de la PIO est présente a six mois.

In vitro

Les modeles animaux sont utilisés depuis longtemps malgré leurs nombreuses limites. En effet,
l'utilisation d'animaux dans la recherche a des implications éthiques, ainsi que des limites en termes de
translation a humain. Ainsi, il y a eu un intérét croissant pour le développement de modéles alternatifs

pour étudier le trabéculum in vifro. Ces derniéres années, les progrés de la culture cellulaire
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tridimensionnelle et de la fabrication par génie tissulaire ont offert des approches prometteuses pour
réduire l'expérimentation animale [11]. Nous détaillons les modeles in vitro alternatifs aux modeles
animaux qui ont ét¢ développés pour étudier le trabéculum dans la revue de la littérature intitulée An
Overview of Current Glaucomatous Trabecular Meshwork Models publiée en 2023 dans la revue

internationale Current Eye Research.
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Abstract: The trabecular meshwork (TM) is a complex tissue that regulates aqueous humor outflow
from the eye. Dysfunction of the TM is a major contributor to the pathogenesis of open-angle glaucoma,
a leading cause of irreversible blindness worldwide. The TM is a porous structure composed of
trabecular meshwork cells (TMC) within a multi-layered extracellular matrix (ECM). Although
dysregulation of the outflow throughout the TM represents the first step in the disease process, the
underlying mechanisms of TM degeneration associate cell loss and accumulation of ECM, but remain
incompletely understood, and drugs targeting the TM are limited. Therefore, experimental models of
glaucomatous trabeculopathy are necessary for preclinical screening, to advance research on this
disease's pathophysiology, and to develop new therapeutic strategies targeting the TM. Traditional
animal models have been used extensively, albeit with inherent limitations, including ethical concerns
and limited translatability to humans. Consequently, there has been an increasing focus on developing
alternative in vitro models to study the TM. Recent advancements in three-dimensional cell culture and
tissue engineering are still in their early stages and do not yet fully reflect the complexity of the outflow
pathway. However, they have shown promise in reducing reliance on animal experimentation in certain
aspects of glaucoma research. This review provides an overview of the existing alternative models for
studying TM and their potential for advancing research on the pathophysiology of open-angle glaucoma

and developing new therapeutic strategies.

Keywords: glaucoma model, trabecular meshwork, 3D culture, in vitro model, tissue engineering,

outflow

Introduction

Glaucoma is a blinding optic neuropathy affecting over 70 million people worldwide [164]. Its most
important risk factor is elevated intraocular pressure (IOP). The trabecular meshwork (TM) plays a key
role in the pathophysiology of glaucoma. This filter is located within the iridocorneal angle and
constitutes the main outflow pathway for the aqueous humor. It is a fenestrated triangle-form structure
in which trabecular meshwork cells (TMC) populate a multi-layered extracellular matrix. The TM tissue
is not a rigid structure, but a highly dynamic, avascular filtration system that has a multitude of roles,
including filtering aqueous humor of waste material, sensing and regulating IOP through the mechanical
stretch, and altering ECM composition and deposition [12,165,166]. The TM contributes to the
regulation of IOP by regulating the outflow of aqueous humor from the eye’s anterior chamber, primarily
through the juxtacanalicular tissue and the endothelium of Schlemm’s canal (SC) [12,167]. The
juxtacanalicular tissue, located adjacent to the inner wall of SC, plays a crucial role in the regulation of
outflow resistance. It consists of specialized cells and extracellular matrix (ECM) components that
modulate the flow of aqueous humor [168]. Dysfunction of the TM and the inner wall of SC is the cause

of IOP elevation and represents the primum movens of primary open-angle glaucoma (POAG) but the
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precise mechanisms at the origin are still unclear. It is known that abnormal TMC function and excess
of ECM deposit contribute to TM stiffening in POAG[169]. Alterations in the structure and composition
of the TM ECM generate aqueous humor outflow resistance. Cell-ECM interactions within the TM and
SC play a role in regulating outflow resistance. Cellular responses to ECM components and their
remodeling can influence the contractility and overall functionality of the tissue[168,170,171]. The
endothelial cells lining the inner wall of SC exhibit contractile properties. Contraction and relaxation of
these cells regulate the diameter of the canal and thereby influence outflow resistance[172,173]. Tight
junctions between endothelial cells of SC also contribute to the formation of a barrier that controls the
paracellular movement of aqueous humor|[174]. A second ‘unconventional’ outflow pathways exists in
the human eye, but it only accounts for less than 10% of the total outflow, and thus does not significantly

contribute to the regulation of IOP in the normal eye[175].

The development of robust models of physiologic and pathologic TM is necessary to study the different
mechanisms at the origin of this deregulation but also to develop and test treatments targeting TM, which
are currently rare. Several experimental models have been described with advantages and disadvantages,

from animal models or perfusion-cultured anterior segments to cell culture models.

To study the pathophysiology of the TM or its changes under the effects of treatments, all models that
artificially increase the IOP by blocking or sclerosing the outflow pathways, for example using laser
photocoagulation, episcleral vein cauterization, injection of microbeads or hyaluronic acid into the
anterior chamber or hypertonic saline injection into the episcleral veins are not appropriate as they do
not mimic the natural course of glaucomatous dysfunction to the aqueous outflow pathway[161]. Indeed,
a distinction must be made between animal models of ocular hypertension made to study RGC loss and

those specifically developed for the study of TM.

Models of glaucoma exist in mice, rats, dogs, cats, and primates[160]. Each has its challenges, including
the availability of genetic resources and difficulty of genetic manipulation, ethical considerations, cost,
and maintenance. Translational research in glaucoma is faced with numerous challenges. One significant
factor is the divergence in eye anatomy between animals and humans. Furthermore, the etiology of the
disease differs between glaucoma animal models and human patients. Additionally, there are notable
disparities in study design and statistical analysis methods employed in preclinical and clinical
investigations. Moreover, significant differences exist in terms of dosage, scale, timing of intervention,
methodologies, endpoints, age groups studied, and the presence or absence of IOP-lowering treatment,
which further complicates the comparison between preclinical and clinical studies in glaucoma[176].
The animal whose TM anatomy is the closest to humans is the primate, but their use is limited because
of their expensive price, the inaccessibility of transgenic strains and the rise of ethical concern. Most

preclinical studies in the field of glaucoma used mice as their outflow tract anatomy is comparable to
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humans. It is described as follows: TM, juxtacanalicular tissue, Schlemm canal, collector channels, and
episcleral veins[160]. However, the main anatomical difference is that the human TM structure consists
of 9 to 18 trabecular beams whereas in the mouse TM, there are only 2 to 5 layers of lamellae. This
difference in the structure of the animal TM as well as the regulation of aqueous humor excretion
constitutes a limitation to use of animal models. The results obtained with animal models are therefore
not always transposable to humans although the majority of IOP lowering glaucoma medications in
human are also effective in mouse eyes[176]. Moreover, the lack of cooperation of animals and the use
of anesthesia to perform experimentation affects the results. The IOP values vary by animal breed,
method of sedation, and measure. In general, excessive restraint, inadequate positioning, or lack of
experience in the use of equipment can increase IOP. Last but not least, they are questioned from an
ethical point of view. Recently, a consensus recommendation for mouse models to study the aqueous
humor outflow was published in 2022 to set standard practice in this field [162]. The most useful models
are genetic models that allow OHT by transduction of the TM with glaucoma-related genes[177] (e.g.,
MYOC[178,179], TGFB[180-182], GREM1[183], CTGF[184], DKKI[185], SFRPI1[186], CD44[187]).
To meet the expectations of this consensus recommendation animal models used to study outflow

physiology must[162]:

- have an open iridocorneal angle

- present decreased outflow facility

- present elevated IOP

- include morphologic descriptions of the conventional outflow tract (TM, Schlemm’s canal,
collector channels, and intrascleral and episcleral regions) preferably by electronic microscopy
to be able to analyze the organization of the ECM

- and assessment of TMC numbers.

The Myoc**™™ mouse, responsible for a juvenile glaucoma, is the best-known and most used[179]. The
genetically modified mice express high levels of mutant myocilin in the TM and sclera resulting in a
decline of AH outflow facility and a secondary increase of IOP. Morphological changes can be observed
in the TM: decreased intertrabecular spaces and a progressive loss of TMC. However, the level of IOP
can vary based on the genetic background of the mouse strain selected for inducing the MYOCY437H
mutation| 188].

In recent years, progress in three-dimensional cell cultures and tissue engineering fabrication has offered
promising approaches to reduce the use of animal models, partly encouraged by the three Rs rule
(Reduce the number of animals used; Replace the living animal with alternative experimental techniques;
and Refine the techniques to minimize animal suffering) [11,189]. While conventional 2D cell culture
models represent an attractive alternative to animal models for analyzing the TM and allow for more
accurate assessment at the cellular scale, they are limited by the absence of differentiation, polarization,

or relationship with an extracellular matrix, making them insufficient in reflecting the actual porous
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architecture of the TM [190,191]. However, this deficient architecture is precisely the cause of its
dysfunction [192]. Ex vivo models such as organ perfusion chambers, whole tissue explants, and
decellularized tissues are commonly used natural sources; however, their limited availability restricts
their use in perfusion studies and drug testing[193,194]. This is why a three-dimensional (3D) cellular
model of the TM would be an interesting tool to advance research on this pathology by considering the
biomechanics, which is a key element in the pathophysiology of glaucoma[166]. 3D cell culture would
enable the recreation of the microenvironment encountered in vivo and provide cells with an
environment allowing them to interact with each other[191]. This, in turn, would lead to a better
understanding of the physiological functioning of the TM, its behavior under conditions of stress or
toxicity, and the effect of treatments[195]. Additionally, in vitro models provide a more precise analysis
of cell behavior and molecular mechanisms involved in the pathology than do animal experiments[196].
This approach allows to investigate specific biological phenomena in isolated cells, eliminating potential
confounding factors present in whole organisms. However, it is crucial to acknowledge that while in
vitro systems provide controlled environments, they cannot fully replicate the complex conditions and
interactions that occur within a living organism. Technological advances in TM in vitro models can help
fill the gap in considering the mechanistic modifications involved in glaucoma, such as changes in
porosity resulting from alterations in morphology and the mechanical properties of the interaction

between TMC and ECM.

In this literature review, we will provide an overview of existing alternative TM models to animal
experimentation. We will detail the different cell types used, culture modes, and means to obtain a

pathological model. Finally, we will focus on the potential applications of these different models.

Available cell types
Primary cell cultures:

TM is composed of three regions, from the anterior chamber to the Schlemm canal: the uveal meshwork,
the corneoscleral meshwork, and the juxtacanalicular tissue, the location of greatest resistance to AH
outflow. TMC have a different organization in these three regions, but it is complex to isolate cells from
only one of these three regions. Thus, TMC cultures are generally a mixture of cells from all three

regions [190].

Cultures of primary human TMC (HTMC) are sampled from donor eye tissue commonly from
a corneal rim discarded from corneal transplant[197]. Whole globe or anterior segment from normal

subjects, developing fetuses, or patients with glaucoma can also be purchased.

Cultures of TMC from patients with glaucoma are more difficult due to the accelerated loss of

these cells. Nevertheless, they retain their glaucomatous characteristics after culture[198].
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TMC change their morphology after 6 to 8 passages, thus it is recommended to use TMC from human
eyes before the 7th passages. Methods used to validate that cells are TMC is required for publications
including at least responsiveness of myocilin expression by cells to dexamethasone [190].TMC cultures

can also come from animal eyes with the limitations that this brings.

Immortalized human TM cells

Immortalized TMC lines can be generated with TMC transfected with an original defective mutant of the
SV40 virus[199,200]. However, during the immortalization process, some properties of the TMC can
be lost, for example the myocilin expression. It is recommended that cell line findings be replicated with

non-immortalized TMC[190].

Induced pluripotent stem cell-derived trabecular meshwork (iPSC-TM)

The reproducibility of primary cell cultures is a challenge and immortalized cell lines are considered
poorly relevant to TMC physiology and disease patterns. The experimental transplantation of iPSC-
derived TM (iPSC-TM) highlighted the huge therapeutic potential of these new human cell models,
offering perspectives for toxicological or therapeutic evaluations[201,202]. Moreover, the pathogenesis
of the glaucomatous disease is explained by a TMC loss greater than the physiological age-related cell
loss. This loss has been suggested to affect the ability of the human TM to regulate aqueous humor
outflow and to lead to IOP elevation. In addition to providing a source of reproducible and valuable cells
for the constitution of an in vitro model iPSC-TM cells are promising autologous cell sources that can

be used to regenerate the declining TMC population and function of IOP regulation[203,204].

TM progenitor cells

A population of progenitor cells has been identified in Schwalbe's Ring, which is located at the junction
between the corneal endothelium and the anterior portion of the TM[205]. These progenitors can be
isolated and expanded, and studies have shown that they have the ability to differentiate into both
keratocytes and TMC. Zhang et al. developed an optimized method to expand multipotent progenitors
from human TMC in a two-dimensional (2D) culture followed by three-dimensional (3D) culture in
Matrigel using a modified embryonic stem cell medium[206]. The expanded cells expressed TM
markers, embryonic stem cell (ESC) markers, and neural crest (NC) markers. Although some markers
were lost after passage, the cells regained the markers when seeded on 3D Matrigel via activation of the
canonical BMP signaling[206]. These cells can be used in an in vitro model system to help better
understand how TM is affected in glaucoma and whether TM progenitor cells may have potential

therapeutic applications for glaucoma.
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Generation of Pathological Models:

As discussed earlier, obtaining cells from the glaucomatous TM is a challenging task for researchers,

which is why different molecules are used to induce a diseased phenotype.

Applying mechanical stress to the TM can induce changes similar to those observed in glaucoma. This
can be done by stretching or compressing the tissue using a variety of devices. In a previous study,
Schlunck et al. demonstrated that the stiffness of the ECM could alter the structure of the cytoskeleton

of trabecular cells as well as the profiles of certain protein expressions [170].

Various chemicals can be used to induce glaucomatous changes in the TM, such as transforming

growth factor $2 (TGF-B2), and have been shown to contribute to the changes in the ECM of the TM.

TGF-B2 is a profibrotic cytokine known to be elevated in the aqueous humor of patients with
glaucoma[207,208]. It has been used in many studies as a model of pathological TM
[199,200,209,210,14]. Studies have revealed that TGF-B2 can increase intraocular pressure (IOP) by
promoting the synthesis of certain ECM components by trabecular cells (collagens, fibronectin) through
epithelial-mesenchymal transition in TMC [211,212]. Furthermore, TGF-B2 can increase cell rigidity by
triggering the formation of Cross-linked Actin Networks (CLANs) via the Rho-GTPase
pathway[14,213].

Hydrogen peroxide (H202), another molecule used to induce a glaucomatous phenotype, is a chemical
compound with powerful oxidizing properties and has been shown to promote cellular senescence,
rearrange cytoskeletal structure, and increase proinflammatory mediators such as IL-6, IL-8, and

endothelial-leukocyte adhesion molecule 1 (ELAM-1) in the TM[214].

Endothelin-1 (ET-1) is another biomarker found in the aqueous humor of patients with POAG[215,216].
It has been shown that ET-1 can induce TMC contraction in culture and that it can affect the outflow
facility[217,218]. Wang et al. showed that in a cultured HTMC model, treatment with ET-1 increased
the expressions of fibronectin and collagen IV, and that in an ex-vivo model, IOP increased after ET-1
administration[219]. Zhou et al. also used ET-1 in a whole eye perfusion system and found a decreased

outflow after ET-1 exposition and successfully tested several pretreatments to reverse this effect[220].

Benzalkonium chloride (BAK) in vitro induced apoptosis, oxidative stress, and also an IOP increase,
with reduction of aqueous outflow in vivo. BAK enhances all characteristics of TM degeneration typical
of glaucoma and causes degeneration in acute experimental conditions, potentially mimicking TM
degeneration[221]. In an in vitro 3D TM model, Bouchemi et al. showed that BAK disorganized the

TMC and decreased their number resulting in an enlargement of spaces between cells [222].
Available 3D models:

3D scaffolds culture
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The first successful scaffold was a micro-fabricated SU-8 porous structure, where TMC were cultured
to study steroid-induced glaucoma. Scaffolds with pores of approximately 20 micrometers in thickness,
which were seeded with primary HTM cells, were able to imitate some of the normal tissue functions in
vivo. This included being able to induce or reverse glaucomatous conditions using medication
[223,210,224]. A follow-up study showed that applying a hyaluronic acid-containing hydrogel coating
to the SU-8 scaffold improved cell proliferation. Over time, various technologies and materials have
been explored, including traditional polymeric filters, SU-8 membranes, electrospun nanofibers, and
other methods. These methods offer precise control over morphological characteristics such as porosity
and beam thickness in both 2D and 3D environments. However, the stiffness of the scaffold cannot be
directly controlled using most of these methods. Despite these limitations, 3D cultures have the potential
to create an in vivo-like microenvironment for HTM cell growth. Tissue engineering aims to produce
functional biomimetic replicas of tissues of interest, but only a limited number of studies have been
reported on bioengineered 3D HTM in vitro models. These models partially mimic normal tissue
function and provide a platform for drug testing and evaluating the effectiveness of different treatment
options. Wlodarczyk-Biegun et al. studied the biofabrication technique of melt electrowriting (MEW),
a marriage between electrospinning and 3D printing, as a means of producing fibrillar and porous
scaffolds with thermoplastic polymers that replicate the multilayer and gradient structure of the natural
HTM [225]. HTMC cultured on these scaffolds maintained the phenotype of native HTMC and
infiltrated the scaffolds. However, some may argue that these models are more comparable to a 2D cell
culture system rather than a true 3D model, as they cannot fully replicate the 3D cell-ECM interface
apart from the ECM secreted by the HTM cells grown on top of the synthetic polymer scaffold.

Hydrogel-based TM scaffolds

Recent research has focused on using hydrogels as scaffolds to study the behavior of HTMC in response
to environmental changes and disease conditions[226,227]. Hydrogels are networks of crosslinked,
hydrophilic polymers used to recapitulate the 3D architecture of organ systems in tissue engineered
models. These materials are so useful in cell culture because they provide a biocompatible, degradable,
hydrated microenvironment that mimics the cell-ECM interactions of natural tissues. Hydrogel
scaffolds offer higher control over the morphology, stiffness, and 3D environment compared to

photolithography and electrospinning, while also maintaining structural integrity.

Ideally, 3D cell culture matrices can reproduce the features of the ECM to closely resemble the
in vivo environment. The interaction between cells and ECM is essential for a range of biophysical and
biochemical functions, such as the transportation of signaling molecules, nutrients, and waste
metabolites, as well as mechanical integrity. Thus, these matrices need to reflect the specific ECM

characteristics of each tissue for a given application. Moreover, the mechanical properties of 3D matrices
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are also significant, as they can directly influence cell adhesion, thereby affecting both the shape and
response of cells [228]. The utilization of degradable scaffolds presents an opportunity for more
molecular research, as opposed to permanent ones. Hydrogels can be created using various synthetic or
natural components. In tissue engineering, natural polymers are the most commonly used approach to
developing hydrogels [229]. Collagen, fibrin, and elastin, which are components of the ECM of the TM,
have been used as attachment factors for HTMC to study specific functions and interactions [222]. 3D
Corning® Matrigel® Matrix (Corning Life Sciences, Tewksbury, MA, United States) contents several
proteins found in extracellular matrix (ECM) such as laminin, collagen IV, heparin sulfate proteoglycan,
and entactin/nidogen [230,231]. Several studies demonstrated that unlike cells cultured on traditional
2D planar surfaces, cells in 3D scaffolds are more physiologically relevant concerning in vivo
characteristics exhibited by in-vivo surrogates[232] (figure 11). Vernazza et al. conducted a study to
compare the response of HTMC in 2D and 3D in vifro models following chronic stress exposure. Their
results revealed that 3D TMC cultured on Matrigel exhibited a higher sensitivity to the production of
intracellular reactive oxygen species induced by hydrogen peroxide treatment compared to 2D cultures.
Furthermore, the 3D models demonstrated a more precise regulation of apoptosis triggers and cell
adaptation mechanisms than the 2D models [191]. Another scaffold-based approach by Osmond and
colleagues utilized HTMC cultured on various collagen scaffolds containing different
glycosaminoglycans (GAGs) and different pore architectures to better understand how HTMC respond
to changes in their extracellular environment. The cellular response was assessed by quantifying cellular
proliferation and the expression of fibronectin, an important extracellular matrix (ECM) protein.
Fibronectin plays a crucial role in organizing ECM proteins both among themselves and with trabecular
cells, thereby contributing to the resistance of outflow [233-235]. The pore architecture of the scaffolds
was altered using the freeze-casting technique to make both large and small pores that are aligned or
with a non-aligned random structure. The composition of the scaffolds was altered with the addition of
chondroitin sulfate and/or hyaluronic acid. It was found that HTMC grown on large pore scaffolds
proliferate more than those grown on small pores. There was an increase in the fibronectin expression
with the incorporation of GAGs, and its morphology was changed by the underlying pore architecture.
These works offer a better understanding of how human TMC behave in response to alterations in their
microenvironment and highlight the importance of the mimicry of the 3D structure [236-238]. However,
the study did not explore how the constructs would react under conditions that induce glaucoma.
Furthermore, if the accumulation of extracellular matrix (ECM) proteins is a characteristic feature of the
pathogenic process in glaucoma, it is important to highlight that cell proliferation is not[234,239].
Therefore, it is crucial to determine whether cells can survive under normal conditions on these new
substrates. However, it should be noted that the ability to proliferate does not necessarily indicate an

appropriate glaucoma model.
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3D bioprinting can produce a variety of architectural patterns on a wide array of biomaterials. Li and
colleagues developed a hydrogel using a tissue-engineering approach for HTM. The hydrogel consisted
of ECM biopolymers and normal HTMC obtained from a donor. By mixing HTMC with collagen type
I, hyaluronic acid, and elastin-like polypeptide (ELP) - each containing photoactive functional groups -
researchers were able to create HTM hydrogels in various sizes and shapes. Short UV cross-linking,
mediated by photo-initiators, was used to solidify the hydrogels. To induce glaucomatous changes,
dexamethasone (DEX) was administered, and the therapeutic effects of the ROCK inhibitor Y27632

were evaluated[240].

To create an in vitro 3D TM scaffold for potential use as a tissue scaffold in glaucoma patients after
trabeculectomy, Waduthanthri et al. developed a hydrogel peptide called MAX8B which partly mimics
the motif of cellular integrins and enables interactions with ECM components [241]. The scaffold
material demonstrated the ability to undergo shear-thinning and exhibited biocompatibility, facilitating
appropriate growth and proliferation of TMC in tightly packed cell monolayers resembling typical TMC
morphology. Moreover, the MAXS8B scaffold was utilized in an in vitro perfusion system to investigate
the impact of Dexamethasone on the outflow facility of the trabecular meshwork proving the

effectiveness of this three-dimensional (3D) model as a platform for drug testing[241].

Figure 11 : Confocal microscopy image of the 3D cultured pHTMCs in Matrigel.
The pHTMC organized in a mesh conformation with interconnections and the formation of intercellular spaces. Actin fibers
are stained in red by phalloidin, membranes with DiO (green) and nuclei with DAPI (blue). Magnification 200X

Spheroids

Although 3D culture techniques have gained popularity for their ability to better mimic in vivo
environments, there are some limitations when it comes to replicating physiological and pathological
conditions of human TM. This is because the use of scaffolds in 3D cultures is not reflective of the
absence of such structures in human TM. However, 3D spheroid cell cultures have recently emerged as
a promising alternative to conventional 2D cell cultures, particularly as in vivo models for various

diseases. These spheroids allow for more intercellular interactions in a 3D space, potentially resulting
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in protein networks that resemble those found in real tissues. This makes it possible for 3D spheroids to

replicate biological features associated with real tissues.

The spheroid model of TM refers to a 3D culture system that mimics the structural and functional
properties of the TM in the eye. HTMC have been cultured as spheroids in vitro to study their role in
glaucoma. These spheroids have been shown to exhibit features of the TM in vivo, such as the presence
of ECM components and cytoskeletal proteins. These spheroids have been shown to respond to
mechanical stress and exhibit physiological responses similar to those observed in vivo. These spheroids
have been shown to be structurally and functionally similar to the TM in vivo and have been used to
study the effects of various drugs on TMC behavior. 3D HTM spheroids became significantly and
differently smaller and stiffer in response to TGF-B2 or dexamethasone stimulation[199,242]. Watanabe
et al. successfully obtained 3D HTM spheroids and found that TGFpB2 significantly induced the down-
sizing and stiffness of 3D spheroids from human orbital fibroblasts, and those effects were substantially

inhibited by a ROCK-inhibitor.[200,243]

Outflow studies

Perfusion studies of outflow in HTMC began in the late 1980s and have since evolved to include a range
of techniques and models. One of the earliest studies involved the use of filters to culture HTMC and
measure hydraulic conductivity using a pressure/flow circuit[244]. This study led to further
investigations into the biomechanics of HTMC. The perfusion system developed by Yubing Xie's group
enabled continuous pressure monitoring at different flow rates to investigate the effects of drugs such as
Lat-B, ROCK inhibitors, or TGFB2[210,223,224]. As previously mentioned, 3D culture models of TMC
are superior to 2D models due to the ability to enable cell-cell and cell-ECM interactions. However,
these 3D models fail to reproduce the dynamic continuous supply of nutrients, oxygen, and removal of
metabolic waste products. Recent advances propose models that combine the benefits of 3D culture with
milli-fluidic techniques to improve the physiological relevance of the culture and address the issues
related to cell responses under static culture conditions. Microfluidic systems allow for the creation of
a 3D microenvironment that mimics the in vivo conditions of the TM, including the presence of shear
stress and fluid flow. Recently, the MAXS8 peptide-hydrogel scaffold and a 3D Matrigel® model have

been tested in perfusion chambers to evaluate their use as artificial TM scaffolds[197,241].

In their closed-circuit in vitro model developed by Tirendi et al., 3D-HTMCs cultured in
Matrigel were provided with a continuous medium supply. This was achieved by connecting single-flow
bioreactor culture chambers to a peristaltic pump. The milli-fluidic technology as well as the 3D culture
model mimicked cell responses found in vivo as a result of the increase in outflow resistance [214]. This
type of model can be used to investigate the effects of various factors on TM function, such as

mechanical stress and changes in ECM composition.
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Ex vivo models

Ex vivo models, specifically perfusion studies, utilizing animal eyes such as pigs, cows, and
primates, have been instrumental in advancing our understanding of glaucoma [245-248]. These models
offer valuable insights into the dynamics of aqueous humor outflow and provide a platform to investigate
the effects of various experimental interventions on the disease. By perfusing the enucleated eyes with
a controlled flow of fluid, researchers can mimic physiological conditions and measure parameters such
as intraocular pressure and outflow facility. These models have helped elucidate the mechanisms
underlying glaucoma and evaluate potential treatments[220,246]. For example, Zhou et al. developed a
platform to simultaneously evaluate outflow facility and its time- and dose-dependent responses to
treatments of 20 eyes. They used whole porcine and bovine eyes to develop a perfusion system and
studied the regulation of outflow facility by endothelin-1, nitric oxide donor, and sphigosinel-phosphate

[220].

However, it is important to acknowledge the limitations of ex vivo models. They do not fully replicate
the complex in vivo environment of the eye, including interactions with surrounding tissues and
systemic factors. Additionally, the use of animal eyes may introduce species-specific differences that
may not fully reflect human physiology. Given these limitations and the fact that they do not represent

an alternative to the reliance on animal experimentation, we will primarily focus on human models.

The human anterior segment perfusion culture model is a valuable tool for studying the TM and aqueous
humor outflow in glaucoma[246,249,250]. Ex vivo models possess several significant benefits compared
to other models, including their ability to maintain the structure of pathways and their capacity to
facilitate analysis in nearly ideal physiological conditions[251]. Outflow facility measurements can be
performed ex vivo or in vivo, with ex vivo measurements offering a simpler approach by avoiding
confounding factors that are difficult to control. However, in vivo measurements are more representative

of real-life conditions.

Bahler et al. used perfusion organ culture of human anterior segments to study the effect of
prostaglandin on the trabecular outflow. Since this human anterior segment culture model lacks a
choroid or functional ciliary body, the uveoscleral pathway is absent. This simplification facilitates the

analysis by directly assessing the sclera's impact on outflow facility[250].

Peng et al. have created an ex vivo model of human corneal rim for perfusion culture experiments
as an alternative to the human anterior segment perfusion culture model. This model can be used to
study the TM and aqueous humor outflow in glaucoma while improving cost and availability. The
corneal rims were affixed to 3D-printed perfusion culture plates and perfused in constant flow mode.
Pressure changes were recorded using a computerized system. TM stiffness of corneal rims treated with
dexamethasone was significantly higher than in the control group[252]. Additionally, the model allows

histology or immunohistochemistry of the TM to investigate biomechanical changes or treatments.
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Baudouin et al. examined TM specimens using immunohistology and reverse transcriptase—polymerase
chain reaction. Trabecular specimens of glaucomatous patients showed extremely low densities of
trabecular cells and the presence of cells expressing fractalkine and fractalkine receptor and their
respective mRNAs [221]. These explants methods have the advantages to retain tissue architecture and
cellular interactions closer to in vivo conditions as opposed to traditional cell culture methods. They are
suitable for studying tissue responses and drug effects at the cellular level[16]. The low cell count of
TMC in TM explants from glaucomatous patients can be circumvented by using TM from healthy donors
and exposing them to TGF-B2. The addition of TGF-B2 to healthy TM permits reproduction of the
changes in TM cell cytoskeletal organization and ECM compaction, while providing sufficient material

for a transcriptomic study[12,239,253].

Discussion

This article discusses the importance of developing models of TM, a structure within the eye that plays
a crucial role in regulating IOP, to study the pathophysiology of glaucoma. The TM is a dynamic

filtration system that helps regulate IOP by controlling the outflow of aqueous humor.

Developing new 3D in vitro models is crucial to studying TM pathophysiology in glaucoma.

They mimic the physiological microenvironment of the TM, providing a more physiologically relevant
model than traditional 2D cell culture methods[254].
One of the key advantages of these 3D models is that they reduce the need for animal studies, which can
be costly, time-consuming, and ethically challenging[11,160]. /n vitro models can be used as a
complementary tool to animal studies, as they can provide useful data on mechanisms and drug efficacy
before moving to animal models or clinical trials.

While in vitro models offer several advantages, they also have limitations that need to be
considered. One of the main challenges is that in vitro models may not fully recapitulate the complexity
of the TM in vivo, such as interactions with other tissues and the influence of systemic factors. To
address this limitation, researchers often use a multiplicity of models to collect data for a particular
question. For example, to study the modification of ECM, a natural hydrogel medium that closely
resembles the components of TM ECM is more interesting than a synthetic one. As it provides a more
physiologically relevant environment that can better mimic the ECM interactions in the TM. Similarly,
a microfluidic bioreactor can be used to study the effect of sheer stress or biomechanical impact on
TMC[223,255]. This type of model allows researchers to control the flow of fluids and apply mechanical
forces to the cells, providing more accurate simulations of the TM microenvironment. A comparison of
innovative 3D TM models and measured outcomes is presented in table 3.

Furthermore, biomimetic 3D in vitro models, in addition to enhancing our understanding of TM

tissue biology and outflow pathology, have the potential to be used therapeutically for restoring
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compromised TM function[256]. Promising research has demonstrated the effectiveness of stem cell
therapy in repairing TM tissue and preserving vision in glaucoma patients [204]. Moreover, the presence
of TM progenitor cells capable of differentiating into functional TM cells further supports the potential
for tissue repair[257,258]. Advanced biofabrication techniques allow for the creation of scaffolds that
closely mimic the native ECM and provide cues for stem or progenitor cell differentiation, replicating
cellular responses observed in vivo[259]. By incorporating biomaterials alongside TM progenitor cells,
the development of a delivery system for effective stem cell therapy can be facilitated.

In conclusion, the use of multiple models that can better replicate the different aspects of the
TM in vivo can provide more robust and accurate data. By using a combination of in vitro, ex vivo, and
in vivo models, researchers can gain a more comprehensive understanding of glaucoma pathology and
develop better treatments for this disease.

However, it is important to consider the limitations of non-animal. The progress made in the
alternative models presented in this study does not imply that we can completely eliminate the need for
animal experimentation at present. In vivo experiments enable a substantial prediction of the effect of
hypotonic treatment on IOP, even if the organization of their outflow system is not totally similar to that
of humans[176]. These alternative models are still in their early stages and may not fully replicate the
complexity of the TM or its interactions within the eye. They may not provide the same comprehensive
data as animal models, particularly in terms of assessing IOP, estimating natural flow rate, accessing the
outflow facility, evaluating cellularity, tissue integrity, and capturing natural expression profiles as it
would be in a living in vivo system. Additionally, organ culture has a significant limitation whereby the
regulation of IOP relies solely on external manipulative regulations, lacking intrinsic regulation in
enucleated eyes. Nonetheless, despite these current limitations, the progress made in developing these
alternative models is encouraging. While they may not completely replace the need for animal models,
they do hold the potential to significantly reduce their utilization, provided of course that the trabecular
cells used are not derived from animals.

Overall, this progress in in vitro and ex vivo models offer a promising tool for studying the TM in
glaucoma and reducing the need for animal studies. While it has limitations, it provides a more
physiologically relevant model than traditional 2D cell culture methods, and its potential applications in

drug discovery and testing make it a valuable addition to glaucoma research.
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Tableau 3 : Comparison of innovative 3D TM models and measured outcomes

Article Model Cells Glaucoma induction Measured outcomes
3D scaffolds culture
Schlunk[260] Collagen- HTMC Increased subtract | Immunofluorescence microscopy:
(2008) coated tissue rigidity  (plastic  or | a-SMA and fibronectin
culture g?flf}é jzzlzmil;; )gels of Western blot: focal adhesion
iy kinase (FAK), a-SMA, tubulin, a-
B-crystallin, phosphorylation of
focal adhesion kinase and serum-
induced activation of ERK
Kim [261] | Poly(etheruret | Primary | Topographic Quantification  of  myocilin
(2011) hane)urea HTMC parameters of scaffolds | expression
(PEUU)
microstructure
d electrospun
micro/nanofib
ers
Torrejon Gelatin-coated | primary | TGF-B2, 2.5 ng/mL for | Optical and Scanning Electron
[223,224,262] SU-8-based HTM six days Microscopy
(2016) scaffolds cells Immunocytochemistry:  a-SMA,
fabricated from .
. . fibronectin
using standard | various
photolithograp | healthy Western blot: myocilin,
hic techniques. | donors Cytoskeleton analysis (phalloidin
isolated + DAPI staining)
from .
discarded Perfusion study
donor
tissue
rings
Tian [263] | SU-8 scaffolds | iPSC- Dexamethasone Optical and Scanning Electron
(2020) (Torrejon) %ﬁ\gﬁls 100nM 7 days Microscopy
Immunocytochemistry:  a-SMA,
fibronectin, myocilin, OCT3/4
Western blot: myocilin, OCT3/4,
and B-actin
Cytoskeleton analysis (phalloidin
+ DAPI staining)
Perfusion study
Wtodarczyk- Melt primary Scaffold design Morphological characterization of
Biegun electrowriting | HTMC the scaffolds: stereo microscope
(2022)[225] thermoplastic | (P10879, and scanning electron microscopy
po.lymers Innqp rot, Mechanical properties of the
printed Spain) . )
scaffolds: static compression and
scaffold

uniaxial tensile tests

Immunocytochemistry: o-B-

crystallin, Phalloidin
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Hydrogel-based TM scaffolds

Bouchemi [222] | Matrigel® HTM3 DEX (10 M) Confocal microscopy cytoskeleton
(2017) Matrix cells analysis  (phalloidin ~ +DAPI
(Corning Life | (immorta TGE-42 (5 ng/ml) staining)
: : 40
Sciences, lized) BAK (107 %) RT-qPCR: IL6, IL8, MMP9
Tewksbury, 43 h
MA,  United
States)
Waduthanthri MAXS8B Primary DEX Cytoskeletal and ECM protein
[241] (2019) (Shear HTMC expression, cell viability,
thinning biomaterial stiffness and
peptide permeability
hydrogel) 3D .
model  fluid rheology analysis
flow system
Vernazza[191,2 | Combination HTMC hydrogen peroxide | Confocal analysis To-Pro™.-3
64,265] of 3D | (Cell (H202) 500 uM 2 hours/ | lodide 642/64 + phalloidin
Tirendi [214] Matrgel Applicati | day up to 72 hours staining.
Matrix and a | ons Inc., . .
\ g pressure  fluctuations | Outflow resistance measurement
Sacca (255] | millifluidic San from base-line pressure
(2019-2020) bioreactor Diego, P RT-qPCR assays: MMPs
system CA, profibrotic markers, NF-kB, IL1-
United a,-B, IL6, TN o, TGF-2
States) . .
Apoptosis protein array
Western blot: PARP1, phospho-
NF-xB p65 and Ser 536
DCF assays: reactive oxygen
species (ROS) production
Li[240] 2021 hydrogels Normal DEX 100 nM 5 days RT-qPCR: myocilin
(collager.l t}.fpe Donor TGF-B2 2.5 ng/ml 5 | Immunocytochemistry: myocilin,
I, elastin-like | HTMC .
. days a-B-crystallin, o-SMA,
polypeptide and fibronectin, collagen 4
and hyaluronic Glaucomatous cells ’
acid) followed | glaucom Cell morphology and cytoskeleton
by UV | atous analysis (phalloidin + DAPI
crosslinking HTMC staining)
rheology analysis and hydrogel
contractility
Buffault[14] Matrigel® Primary | TGF-B2 5ng/ml 48 | Optical and confocal microscopy
(2022) Matrix It:ITMC hours Immunocytochemistry:  a-SMA,
Tom :
. fibronectin
various
healthy Western blot: myocilin,
donors fibronectin
isolat
Eg; ed Cell morphology and cytoskeleton
discarded ailz}lysis (phalloidin + DiO + DAPI
donor staining)
tissue
rings
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Osmond (2017, | Highly porous | Porcine DEX Scaffold characterization:

2020) matrix of | TMC exogencous scanning electron microscopy,
Adikhari (2022) gloli)licgif(r)li-tin glycosaminoglyca dynamic mechanical analysis, and
[236-238] sulfate Human ns (GAGs) chondroitin sulfate quantification

scaffold T™™C assay

RT-gqPCR: fibronectin, elastin,
laminin, and MMP-2

Immunocytochemistry:
fibronectin, elastin, laminin, and
MMP-2
Spheroid
Watanabe, Ota | 2D ou immortal | TGF-B2 5ng/ml 6 days | Transendothelial electrical
E é 3362_(;(()),2224)2] Spheroid 3D E%CII\A DEX 250 nM 6 days resistance (2D) measurements,
cells FITC dextran permeability (2D),

Scanning electron microscopy

RT-qPCR and
Immunocytochemistry: collagen
1, 4 and 6, fibronectin, a-SMA,
TIMP1-4, and MMP2, 9 and 14
(2D and 3D)

Solidity and size of 3D spheroids
measured using a micro-squeezer

Conclusion

Le trabéculum est une structure complexe au centre de la physiopathologie du glaucome. Une
connaissance plus approfondie des mécanismes a ’origine de sa dégénérescence et une meilleure
visualisation de ses modifications architecturales pourraient modifier la prise en charge médicale mais

aussi chirurgicale du glaucome.
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Les travaux de recherche et les publications

Développement du modéle expérimental de trabéculum glaucomateux induit par
le TGF-B2 et évaluation de D’effet des analogues de prostaglandines et des

inhibiteurs des Rho-Kkinases

Contexte et objectif

L’introduction de cette thése nous a permis d’appréhender la complexité du trabéculum et sa fonction
essentielle au coeur de la pathologie glaucomateuse. Malgré les efforts constants déployés dans la
recherche pour élaborer de nouveaux modeles permettant I'étude approfondie de cette structure, il est
indéniable que, jusqu'a présent, aucun modéle n’est encore idéal. A I’heure actuelle, pour étudier le
trabéculum, la plupart des études sont menées sur des modeles animaux et de cultures cellulaires in vitro
en deux dimensions (2D). Les modéles de culture cellulaire en 2D représentent une alternative
intéressante aux modeles animaux pour I’analyse du trabéculum car ils permettent des investigations
précises au niveau cellulaires. Mais ils ne reflétent malheureusement pas I’architecture réelle du
trabéculum. I1 semblerait cependant que cette architecture déficiente soit justement a 1’origine de son
dysfonctionnement. C’est pourquoi un modele cellulaire de trabéculum en trois dimensions (3D) est un
outil novateur particuliérement intéressant pour poursuivre la recherche sur cette pathologie en prenant
en compte I’architecture de ce tissu qui est un élément clé¢ dans la physiopathologie du glaucome
[254,266]. Comme nous I’avons rapporté¢ dans la revue de la littérature présentée en introduction,
quelques modeles tridimensionnels ont ét¢ expérimentés. La culture de cellules trabéculaires humaines
dans une matrice de Matrigel® (Corning Life Sciences, Tewksbury, MA USA) dont la composition est
proche de la MEC humaine permet d’obtenir une organisation spontanée des cellules trabéculaires
humaines (HTMC) en un réseau a mailles semblable a celui du trabéculum humain. Dans notre
laboratoire, Bouchemi et al. ont publié un article sur 1’effet du chlorure de benzalkonium dans un mode¢le
3D de trabéculum obtenu en cultivant des HTMC dans le Matrigel [117]. Vernazza et al. ont montré que
ce modele 3D mimait mieux la réponse cellulaire au stress oxydant que le modele en 2D [254]. Pour
modéliser le glaucome primitif a angle ouvert (GPAO), nous avons préféré utiliser le TGF-B2 car cette
cytokine profibrotique est connue pour étre augmentée dans I’humeur aqueuse des sujets atteints de
glaucome. Tripathi et al. ont ainsi pu montrer que le TGF-B2 augmentait la PIO en induisant la synthése
par les cellules trabéculaires de certains composants de la MEC non dégradables par les

métalloprotéinases [79,80]. Le TGF-B2 augmenterait aussi la rigidité cellulaire par la formation de
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Cross-linked Actin Networks (CLANs) via la voie Rho-GTPase [267]. Ces réarrangements du

cytosquelette modifient la forme de la cellule et donc la structure fenétrée du trabéculum.

Bien que la dysfonction trabéculaire soit le primum movens de la pathologie glaucomateuse, elle est
encore rarement la cible des traitements. Les analogues des prostaglandines sont la classe thérapeutique
la plus couramment utilisé€e et la plus efficace pour traiter le glaucome. Ils augmentent 1’évacuation de
I’humeur aqueuse principalement par la voie uvéosclérale. Cependant, des recherches récentes suggérent
¢galement une influence directe des prostaglandines sur le trabéculum en remodelant la MEC [250,268].
Récemment, le concept de médicaments agissant directement sur le cytosquelette trabéculaire a conduit
au développement de ROCK-i, qui ciblent précisément une voie impliquée dans les modifications
observées au niveau du trabéculum. La voie de signalisation Rho/ROCK joue en effet un réle important
dans la modulation du cytosquelette des cellules et de la synthese de la MEC [269]. L’activation de
cette voie entraine une augmentation de la résistance a I’évacuation d’HA alors que son inhibition

diminue la PIO (cf. le trabéculum comme cible thérapeutique)[267].

L'objectif de cette premiére partie consistait a développer des modeéles 2D et 3D de trabéculum
pathologique in vitro induit par le TGF-B2 a partir de cultures primaires de cellules trabéculaires
humaines (HTMC) puis de comparer sur ceux-ci les effets sur le cytosquelette et sur la MEC du
latanoprost, le composé principal de la famille des analogues des prostaglandines, et du ROCK-i Y-

27632, qui inhibe a la fois ROCK1 et ROCK2 par compétition avec I'ATP dans leur domaine kinase.

L’essentiel des développements réalisés et des résultats obtenus sont rapportés dans 1’article suivant,

publié dans le Journal of Clinical Medicine en 2021.
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Article 2 : The Dual Effect of Rho-Kinase Inhibition on Trabecular Meshwork Cells Cytoskeleton

and Extracellular Matrix in an In Vitro Model of Glaucoma
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Article

The Dual Effect of Rho-Kinase Inhibition on Trabecular
Meshwork Cells Cytoskeleton and Extracellular Matrix in
an In Vitro Model of Glaucoma

Juliette Buffault 1.23%, Frangoise Brignole-Baudouin 24, Elodie Reboussin 2(?), Karima Kessal 2,
Antoine Labbé 123, Stéphane Mélik Parsadaniantz 2(2 and Christophe Baudouin -2

Abstract: The trabecular meshwork (TM) is the main site of drainage of the aqueous humor, and its
dysfunction leads to intraocular pressure elevation, which is one of the main risk factors of glaucoma.
We aimed to compare the effects on cytoskeleton organization and extracellular matrix (ECM) of
latanoprost (LT) and a Rho-kinase inhibitor (ROCK-i) on a transforming growth factor beta2 (TGF-p2)-
induced glaucoma-like model developed from primary culture of human TM cells (pHTMC). The TGF-
B2 stimulated pHTMC were grown and incubated with LT or a ROCK-i (Y-27632) for 24 hours. The
expression of alpha-smooth muscle actin (¢®SMA) and fibronectin (FN), and phosphorylation of the
myosin light chain (MLC-P) and Cofilin (Cofilin-P), were evaluated using immunofluorescence and
western blot. The architectural modifications were studied in a Matrigel™ 3D culture. TGF-B2 increased
the expression of aSMA and FN in pHTMC and modified the cytoskeleton, with cross-linked actin
network formation. LT did not alter the expression of aSMA but decreased FN deposition. The ROCK-
i, decreased TGF-B2-induced aSMA and FN expression, as well as MLC-P and Cofilin-P, and stimulated
the cells to recover a basal cytoskeletal arrangement. In the preliminary 3D study, pHTMC organized in
a mesh conformation showed the widening of the TM under the effect of Y-27632. By simultaneously
modifying the organization of the cytoskeleton and the ECM, with fibronectin deposition and
overexpression, TGF-B2 reproduced the trabecular degeneration described in glaucoma. The ROCK-i
was able to reverse the TGF-B2-induced cytoskeletal and ECM rearrangements. LT loosened the

extracellular matrix but had no action on the stress fibers.

Keywords: glaucoma; trabecular meshwork; Matrigel; 3D culture; intraocular pressure; outflow;

cytoskeleton; Rho-kinase inhibitor; prostaglandin analog
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1. Introduction

Primary open-angle glaucoma (POAG) is a leading cause of irreversible blindness. This optic
neuropathy affects more than 50 million people worldwide in 2020 [270]. Its main risk factor is elevated
intraocular pressure (IOP) [2]. The trabecular meshwork (TM), in the iridocorneal angle, is the main site
of drainage of the aqueous humor, and its dysfunction results in IOP elevation. The TM is a complex,
three-dimensional structure composed of multiple layers of extracellular matrix (ECM) covered with

trabecular meshwork cells (TMC) [3].

In POAG, anormal resistance is generated in the outflow pathway including the juxtacanalicular TM,
the inner wall of Schlemm's canal, and its basement membrane [4]. In the TM increase in resistance is
linked to a mixed mechanism, including loss of TMC and changes in their architecture and remodeling
of the ECM [4-6,72]. Changes in the morphology and stiffness of juxtacanalicular TM cells have been
described. [6]. TGF-B2 is a profibrotic cytokine known to be involved in glaucoma pathophysiology. It
is significantly elevated in the aqueous humor of patients with POAG [271]. TM exposure to TGFp 2
has been used to induce ocular hypertension in animal models and cultured human anterior segments
perfusion studies [209,272] . In vitro studies have shown that TGF-f induced the synthesis by TM cells
of components of the ECM not degradable by metalloproteinases which could lead to increased outflow
resistance [273]. TGF-B2 also increases cell stiffness by the formation of cross-linked actin networks

(CLANS) via the Rho-ROCK pathway [122].

However, this primum movens of the glaucomatous pathology is still rarely targeted by glaucoma
treatments. The only demonstrated therapeutic strategy to stop the progression of the visual field
deterioration in glaucoma is to reduce IOP [2,20]. Among the medical treatments, prostaglandin analogs
(PGA) are the most effective. PGAs increase the aqueous humor outflow. The mechanism of the
hypotonic action of PGA is still imperfectly understood. It is mainly due to a promotion of the aqueous
humor outflow through the uveoscleral route. However, an action of PGA on the TM, acting by
remodeling the ECM was described [68,119]. In recent years, studies in the field aimed to develop
medication that act directly on the trabecular cytoskeleton. ROCK-i represent a new therapeutic strategy
in glaucoma which precisely target a major pathway involved in the modifications observed in the TM

[274].

The Rho GTPase / Rho kinase (ROCK) signaling pathway plays a important role in the modulation of
the cytoskeleton of cells and the synthesis of ECM [121,274]. Rho GTPase activates its effector
molecules, Rho-kinase ROCK 1 and ROCK2. ROCK1 and 2 inhibit the myosin light chain phosphatase
complex of Type 1 (MYPT1), thereby modifying the actin cytoskeleton. ROCK1 and 2 also activate
LIM kinases (LIMKs) leading to the inhibition of Cofilin. This results in actin polymerization [275,276]
(Figure 12). Activation of this pathway increases resistance to outflow, while its inhibition reduces IOP

[104,122]. ROCK-i were recently approved for clinical use [127,277-281].
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Figure 12 :Rho-kinase signaling pathway.

The TGF- receptor (TRF- RI-II) activates its effector molecules, ROCK (Rho-kinases ROCK1 and 2). ROCK inhibits myosin
light chain phosphatase (MLCP). Phosphorylation of the myosin light chain induces actin fibers’ contraction. ROCK activates
LIM kinases, which phosphorylate cofilin, leading to actin stabilization [282]

We aimed to study the effect of a ROCK-i on two major targets in glaucoma pathophysiology: the
organization of both the trabecular ECM and TM cytoskeleton. We used a pathological TM model
induced by TGF-B2 on 2D and 3D primary cultures of human TMC (pHTMC). Indeed 2D cell culture
models may not fully reflect the actual architecture of the TM. Cell culture in 3D could allow to better
mimic the microenvironmental conditions encountered in vivo. We compared the effects of ROCK-i Y-

27632 on the cytoskeleton of pHTMC and the TM ECM, with LT, the lead compound of the PGA family.
2. Materials and Methods
2.1. Primary Human Trabecular Meshwork Cell Isolation and Culture

Primary human TMC (pHTMC) were isolated from non-glaucomatous donor tissue rings. All donor
tissues were obtained and managed following the guidelines of the Declaration of Helsinki for research
involving human tissue. The human tissues used in our study came from corneoscleral rings discarded
after the corneal graft. Human tissues were provided by the French eye bank which ensured complete
anonymization. The TM was carefully dissected under a microscope from a corneoscleral ring and
transported in an Optisol-GS conservation medium (Bausch and Lomb Surgical, Inc.; Irvine, CA, USA)
at room temperature (RT). The TM samples were digested with collagenase (Gibco™ Collagenase, Type
IV, Fisher Scientific, Cat. # 17-104-019) diluted to 10 mg/ml in culture medium for TMC (Trabecular
Meshwork Cell Medium (TMCM), ScienCell Cat. # 6591, composition: basic medium, 2% fetal calf
serum (FBS), 1% trabecular cell growth supplement, and 1% penicillin and streptomycin solution
(penicillin 10,000 U/ml, streptomycin 10,000 pg/ml) for 30 minutes at 37°C and then stirred at RT for
30 minutes. After digestion, the cells were centrifuged at 1500 G for 5 minutes before being suspended

in 250 pl of TMCM and seeded into a 24-well plate. Cells were seeded at 100.000 cells/ml (25.000 cells
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per well). The cultured cells were incubated at 37°C in a humid atmosphere with 5% carbon dioxide. At
48 hours, we added 250 ul of TMCM. Fresh culture medium was supplied every 3 to 4 days. Cells were
maintained at 37°C in a humidified atmosphere until 80-90% confluence was achieved, at which point
cells were trypsinized using 0.05% Trypsin/0.5mM EDTA (Gibco™, Cat . #25300062, Grand Island,
NY) and subcultured at 1.8 x 10° cells/ml in 25 cm? or 75 cm? cell culture flasks with TMCM. At each
passage (P), a part of the pHTMC was seeded in 48-well plates for immunofluorescence analysis. Before
use in experiments, all pHTMC strains were characterized by immunohistochemistry. All studies were
conducted using cells before the 7th passage, and at least three different donors’ human primary cell
cultures were used for each experiment. Information about pHTMC lines is available in supplementary

data (Table 6).
2.2. Trabecular Meshwork Cell Characterization

Before use in experiments, all pHTMC strains were characterized by immunohistochemistry for
expression of a-smooth muscle actin (alpha-SMA), aquaporin 1 (AQP1), chitinase-3-like 1 (CHI3L1),
and CD44. Characterization was performed between the 1*" and 4™ passages. The induction of alpha-
SMA in response to dexamethasone (DXM) at 100 nM for 7 days was also used. It represents a reliable
marker for characterizing trabecular cells. The pHTMC were fixed with 4% paraformaldehyde for 15
min. Then, a saturation/permeation solution containing 0.1% Triton X-100 and 5% NGS in PBS was
employed for 1 hour at RT before incubation with specific primary antibodies overnight at 4°C. Primary
antibodies and dilutions used are listed in Table 4. After washing with PBS, the cells were incubated
with the corresponding secondary antibodies (Thermo Fisher, donkey anti-mouse conjugated with Alexa
fluor 594 (A21203), and donkey anti-rabbit conjugated to Alexa fluor 488 (A21206)), at a dilution of
1/1000 for 1 hour at RT. The nuclei were stained with DAPI (1/1000 dilution).

Tableau 4 : Primary antibodies used in immunofluorescence for the characterization of cells

Antibody Dilution Host Supplier Reference
Alpha-SMA 1/100 Rabbit polyclonal Abcam ab 5694
CD44 1/125 Rabbit monoclonal Abcam ab 189524
Aquaporin 1

(AQP1) 1/100 Mouse monoclonal Santa Cruz sc 25287
Chitinase-3like 1 . .

(CHI3L1) 1/125 Rabbit polyclonal Thermo Fisher PAS-43746

Western immunoblot analysis of the myocilin induction in response to DXM was also used to
characterize the pHTMC in accordance with the consensus recommendations [190]. The analysis of
myocilin induction by DXM compared two conditions: 1 / TMCM + 2.10°% ethanol (control) for 6
days and 2/ TMCM + 100 nM DXM (Sigma D8893, stock solution 20ng/ml) dissolved in ethanol for 6
days. Mouse anti-myocilin (Santa Cruz sc-137233, dilution 1/100), anti-B-actin (Cell signaling 3700,
1/5000) primary antibodies, and HRP-linked anti-mouse secondary antibody (Invitrogen) were used.

Protein expression was analyzed using Quantity One software and normalized with B — actin protein.
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2.3. Exposure to TGF-B2 and therapeutic molecules

pHTMC were seeded at 100.000 cells/ml in 48-well plates (100ul/well;10.000 cells/well); At
subconfluence, TGF-B2 (5ng/ml) was introduced in the TMCM and let incubated for 24 hours [117].
Then, the pHTMC were incubated for 24h with TGF-2 (5ng/ml) combined either with the ROCK-i Y
-27632 (Santa Cruz Biotechnology) at 25nM [283,284] or with Monoprost® (LT) at 1/100 (i.e. 1.15uM)
(latanoprost 50pug/ml, Laboratoires Théa, France). We used Y-27632 (25 nM), a ROCK-i, which acts
upstream of the phosphorylation of MYPT1 and Cofilin. The controls were vehicle (TMCM only) or
TGF-B2 (5ng/ml) for 48h.

2.4. Immunocytochemistry

The effects on the organization of the cytoskeleton and of the ECM were characterized in
immunocytochemistry using the anti-alpha-SMA and the anti-fibronectin (FN) antibodies, respectively.
Involvement of the Rho-kinase pathway was studied using the anti-Phospho-Myosin Light Chain 2
(Ser19) (MLC-P) and anti-Phospho-Cofilin (Ser3) (Cofilin-P). The pHTMC were fixed with 4%
paraformaldehyde for 15 min. Primary antibodies and dilution used are listed in Table 5. After washing
with PBS, the cells were incubated with the corresponding secondary antibodies (donkey anti-rabbit,
conjugated to Alexa fluor 488 (Thermo Fisher, A21206)), at a dilution of 1/1000 for 1h at RT. The nuclei
were stained with DAPI (1/1000). Phalloidin (Alexa 546 (A22283) 1/200) was used to label actin

filaments in the cytoplasm.

Tableau S : Primary antibodies used in immunofluorescence staining

Antibody Dilution Host Supplier Reference
Alpha-SMA 1/100 Rabbit Abcam ab5694
Fibronectin 1/100 Rabbit Abcam ab2413
Phospho-Myosin  Light . . .

Chain 2 (Ser19) 1/100 Rabbit Cell signaling 3671S
Phospho-Cofilin (Ser3) 1/100 Rabbit Cell signaling 3313S

The immunofluorescence images were taken using a Nikon ECLIPSE Ti fluorescence inverted
microscope; the images were acquired with 100X and 200X magnifications and then processed using

ImagelJ software (NIH, Bethesda, MD, USA).

The quantification was carried out using the Cellomics ArrayScanVTI (Thermo Fisher Scientific,
France), an imaging system that detects, analyzes, and quantifies immunofluorescence staining on
adherent cells. In each well, a central zone of 16mm’ was analyzed. Using the HCS Studio Cellomics
Scan software (Thermo Scientific, version 6.6.0), we measured the total area of positive labeling, which
we related to the number of nuclei. An annular analysis pattern around each nucleus was drawn. The
positive labeling area was measured in each of these rings. This area was then related to the number of

nuclei

2.5. Protein Extraction and Western Blot Analysis
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The protein levels of fibronectin (FN) were quantified by western blotting. Cellular proteins were
extracted with ice-cold radioimmunoprecipitation assay (RIPA) buffer (RIPA Buffer, Sigma-Aldrich
R0278) containing protease inhibitors (Complete Protease Inhibitor, Roche, Manheim, Germany) on ice.
Proteins were quantified using a bicinchoninic acid assay (Thermo Fischer Scientific). Proteins from
each sample (1 ug) were separated by electrophoresis on a NuPAGE™ 3-8% Tris-Acetate Protein Gel
(Invitrogen EA03752PK2) in SDS running buffer (Invitrogen). The proteins were then transferred onto
a polyvinylidene fluoride (PVDF) membrane and probed with the following primary antibodies: rabbit
anti-fibronectin (Abcam ab2413, 1/500) and anti-B-actin (Cell signaling 3700, 1/1000). HRP-linked
anti-rabbit secondary antibodies (Invitrogen) were used. Bound antibody was detected using Pierce™
ECL Plus Western Blotting Substrate (Thermo Scientific). Protein expression was analyzed by

densitometry using ImageJ and normalized to the housekeeping proteins B—-actin.
2.6. 3-Dimensional (3D) Trabecular Meshwork Cell Culture

For the 3D pHTMC culture, we used Matrigel® (Corning Inc, Tewksbury, MA), a basement membrane
matrix secreted by Engelbreth-Holm-Swarm (EHS) mouse sarcoma cells [285]. Its composition is close
to that of trabecular ECM, as it contains laminin-11, collagen IV, heparin sulfate proteoglycans,
entactin/nidogen, and growth factors (FGF, EGF, TGF beta, IGF, and PDGF) [286]. The pHTMC stained
with DiO (Vybrant™ DiO Cell-Labeling Solution, Invitrogen, V-22886) were gently mixed at a
concentration of 10° cells/ml in Matrigel® diluted 1/2 in the TMCM culture medium and then sewn onto
inserts in a 12-well plate (Greiner Bio-One ThinCert cell culture insert for 12 well plates, sterile,
polyethylene terephthalate (PET) transparent membrane, pore diameter: 0.4 um. Cat. N° 665641). The
cells were incubated at 37°C for 30 minutes, then 800 pul of TMCM medium were added to the bottom
of the well, and 200 pl in the inserts. The cells were then let incubate at 37°C in a humid atmosphere
with 5% CO2. Fresh culture medium was supplied every 3 to 4 days. The cells were exposed to TGF-
B2 (5ng/ml) for 48h and LT and Y-27632 for 24h, according to the same protocol as for the two-
dimensional model. At 7 days, the 3D cultures obtained were fixed with 4% paraformaldehyde for one
hour. Actin was stained with phalloidin (1/100), and the nuclei were stained with DAPI (1/1000) before
analysis in confocal microscopy. Confocal laser scanning microscopy was performed using an Olympus
IX81 confocal microscope coupled to Fluoview software (Olympus, Ver 4.2), and the images were
acquired at 200X magnification. Confocal 3D images were processed using Imaris3D® software
(Bitplane AG, Zurich, Switzerland). All confocal images from the same experiment were captured using

the same laser intensity and gain settings so that the intensities of different samples could be compared.
2.7. Statistical Analysis

At least three different donors’ human primary cell cultures were used for each experiment. Data are
expressed as mean =+ standard deviation. The differences between vehicle-treated (controls), TGF-B2-

treated, and TGF-B2/LT- or TGF-B2/Y27632-treated pHTMC were analyzed using ANOVA followed by
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Tukey's multiple comparisons test (GraphPad Prism 9, LLC). P values < 0.05 were considered

significant.
3. Results
3.1. Trabecular Meshwork Cell Characterization

Experiments conducted to validate our pHTMC culture are available in supplementary data. (Figure S1).
There are no specific markers for trabecular cells, so we used a set of molecules known to be expressed
by trabecular cells. pHTMC expressed alpha-SMA in relation to their important contractile property in
the mechanotransduction process [3]. As expected, the AQP1 and CD44 antigens were located at the
pHTMC plasma membrane. Nuclear localization of the protein CHI3L1 was found, compatible with the
macrophagic activity of trabecular cells [287] (Figure S1b). Then, we used dexamethasone (DXM)
exposure (100 nM) for 7 days to further characterize the pHTMC through alpha-SMA induction of and

actin skeleton reorganization (Figure Slc).

Western immunoblot analysis of the myocilin induction in response to DXM confirmed the TMC

characterization in accordance with the consensus recommendations [190] (Figure S1d).
3.2. Exposure to TGF-$2

Unlike the untreated primary trabecular cells, which displayed aligned actin fibers, after 48 hours of
exposure to TGF-B2 at Sng/ml, pHTMC exhibited rearrangements of the actin cytoskeleton, appearing
disorganized and more extended. While labeling of alpha-SMA was more diffuse in the cytosol of
untreated cells, there was a reorganization of fibers under the effect of TGF-B2. An increase in cell stress
fibers was thus observed accompanied by the formation of CLANs (Figure 13 and 14). These CLANs
were present in 38.7% (+ 12%) of cells exposed to TGF-f2 and were not present in the control.
Quantification of the alpha-SMA expression was also greater after treatment with TGF-B2 compared

with the control (1.8-fold, P=0.0116) (Figure 3b, alpha-SMA).

Vehicle TGF-$2 TGF-f2

Figure 13 :Cytoskeletal remodeling after TGF-B2 exposure.

pHTMC were treated for 48h with TMCM only (Vehicle) or with TGF-B2 (5ng/ml). F-actin filaments were visualized by
phalloidin staining (red), alpha-SMA antibody (green), and nuclei were counterstained with DAPI (blue). Right: enlarged
images from corresponding areas. Asterisks indicate CLANS.
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The Rho-ROCK downstream signaling pathway for TGF-p2 induces phosphorylation of MYPT1, which
inhibits the dephosphorylation of MLC and the phosphorylation of the intracellular protein Cofilin. After
48 hours of exposure to TGF-B2 at 5 ng/ml, there was an activation of the ROCK pathway, with
increased expressions of MLC-P and Cofilin-P compared the the vehicle treated pHTMC (Figure 14b,
MLC-P and Cofilin-P) (respectively 1.5 and 2.0-fold, P<0.05). MLC-P immunofluorescence labeling
presented the same distribution as actin: rather diffuse in the cytosol of untreated cells and organized
into fibers after exposure to TGF-p2 (Figure 14a, MLC-P). Cofilin-P was located in the cytosol of
pHTMC, and the staining was more intense after TGF-B2 exposure (Figure 14a, Cofilin-P).

Regarding the ECM, immunofluorescence analysis showed that the following exposure to TGF-$2 at 5
ng/ml, fibronectin organized differently, with multiple joint fibrils forming a network that appeared
thicker and denser than that found in the controls (Figure 14a, fibronectin). Quantification of the
fibronectin expression was also greater after treatment with TGF-B2 vs. control (1.8-fold, P=0.0119)
(Figure 14b, fibronectin).

Western blot analysis confirmed the induction of fibronectin expression in pHTMC cultures after TGFp2

treatment compared with the control (Figure 15 a and b).
3.3. Effects of therapeutic molecules on TGF-B2-induced pathological trabecular meshwork model

Cytoskeletal rearrangements induced by TGF-B2 persisted under the effect of LT (Figure 14a, alpha-
SMA). The expression of alpha-SMA remained more intense than in vehicle-treated pHTMC, which
was confirmed after quantification using Arrayscan (Figure 14b, alpha-SMA) (ANOVA, P<0,0001,
TGFp2 vs. TGFP2/LT ns). CLANs were also present, and the expression profile of MLC-P and Cofilin-
P did not differ qualitatively from TGFB2 exposed cells in immunofluorescence images even though the

quantification showed a significant decrease in the total positive labeling area (figure 14a and b).
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Figure 14 : Immunofluorescence analysis of the effect of LT 0.5 pg/ml or the ROCK-i Y-27632 25 nM for 24h on pHTMC
a. Immunofluorescence analysis of the effect of LT 0.5 pg/ml or the ROCK-i Y-27632 25 nM for 24h on pHTMC. pHTMC
were treated for 48h with TMCM only (Vehicle) or with TGF-B2 5ng/ml or with 24h of TGF-B2 5ng/ml followed by 24h of
TGF-B2 5ng/ml along with LT 0.5pg/ml or Y-27632 25 nM. Nuclei are stained with DAPI (blue). The green staining
corresponds to the antibodies indicated. Scale bar = 30 um. This figure shows the major effect of LT on the density of ECM
with no effect on the cytoskeleton itself. The ROCK-i modified both the cytoskeleton and the ECM relaxation. b. Quantification,
with Arrayscan, of the total positive labeling area related to the number of cells (um?) in fold-change (mean + SEM). *P<0.05,
**P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.0001.

Regarding the ECM, following exposure to TGF-f2 at 5 ng/ml, fibronectin increased in density
compared to that of the controls. LT greatly reduced the expression of fibronectin, resulting in the
formation of a much looser mesh compared with TGF-f2-exposed pHTMCs (Figure 14a, fibronectin).
The total positive area related to the number of nuclei was reduced (0.55-fold) when treating the TGF-
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B2-exposed pHTMC with LT (P=0.0004) compared with TGF-B2-exposed pHTMC (Figure 14b,
fibronectin). While non-significant, western blot analysis revealed that the TGF-fB2-exposed pHTMC
with LT (0.5pg/ml) seems to decrease the TGF-B2-stimulated expression of fibronectin (ANOVA, P=
0,0548) (Figure 15 a and b).

The cytoskeletal rearrangements induced by TGF-2 were modified by Y-27632. The intensity of a-
SMA labeling was reduced compared to TGF-fB2-exposed pHTMC (P= 0.017) (figure 3b, alpha-SMA).
Inhibition of ROCK was associated with relaxation of the cells and disassembly of stress fibers and
CLANSs . A new distribution of actin fibers in the periphery was observed in response to the alteration
of the actin cytoskeleton (Figure 14a, alpha-SMA). TGF-B2-induced MLC-P and Cofilin-P
overexpression was also inhibited by Y-27632 (P<0.01) (Figure 14 a and b, MLC-P and Cofilin-P).

Regarding the ECM, the ROCK-I Y-27632 decreased fibronectin expression, with a looser mesh and
enlarged intercellular spaces compared with TGF-p2-exposed pHTMC (Figure 14a, fibronectin). The
labeling quantification revealed a reduction in fibronectin expression compared to TGF-B2-exposed
pHTMC (P=0.0062) (Figure 14b, fibronectin). Western blot analysis showed that treating the TGF-p2-
exposed pHTMC with the ROCK-I Y-27632 (25 nM) for 24h decreased the TGF-B2-induced

overexpression of fibronectin (Figure 15a and b).
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Figure 15 : Protein expressions in pHTMC cultures after treatment with Sng/mL TGFp2 for 48h in the absence or
presence of 25nM Y27632 or 0.Spg/ml LT for 24h

a. Representative western blots of fibronectin and -actin (mean + SEM). b. Densitometry of western blot analysis of fibronectin
normalized to B-actin.

3.4. 3-Dimensional trabecular meshwork cell cultures

Figure 16 shows the 3D organization of pHTMC in Matrigel™. The pHTMC organized in a mesh
conformation with interconnections and the formation of intercellular spaces. Visual observations show
that TGF-B2 induced rearrangements of the cytoskeleton with an organization of actin into more
extensive fibers and decreased intercellular space. There was no modification of the actin disposition
nor of the intercellular spaces after exposure to LT. However, the changes induced by TGF-B2 were
modified under the effect of Y-27632. Actin fibers were less extensive resulting in the widening of spaces

between cells (Figure 16).
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Figure 16 : Confocal microscopy images of the 3D cultured pHTMC

Analysis of the effect of the ROCK-1 Y27632 at 25nM for 24h and the effect of LT at 0.5ug/ml on primary human pHTMC
treated with TGF-P2 at Sng/ml for 48h. The cells were treated with TMCM alone (vehicle), 5ng/ml of TGF-2 for 48h or with
TGF-B2 (5ng/ml) for 24h followed by a combination of TGF-2 at Sng/ml and with Y-27632 (25nM) or LT (0.5ng/ml) for 24h.
Actin fibers are stained in red by phalloidin, membranes with DiO (green), and nuclei with DAPI (blue). Magnification 200X.
Scale bar =30 um.

4. Discussion

In the present study, we used an in vitro TGF-B-induced pathological TM model from primary cultures
of human trabecular cells. We first showed an effect of TGF-f2 on the organization of the cytoskeleton,
with the formation of CLANSs, and an increase in its contractibility, as well as an effect on the ECM,
with an increase in fibronectin deposits. We also demonstrated activation of the ROCK pathway. We
then showed that ROCK-i has a dual effect on pHTMC with action on both the fibronectin deposition

and the cytoskeleton whereas latanoprost only acts on ECM degradation.

The family of TGF-f cytokines is known to be associated with impairment of several cellular functions,
including differentiation, proliferation, and remodeling of the ECM [288]. The profibrotic role of TGF-
2 and its presence in the aqueous humor of patients with glaucoma implicates its potential role in the
pathogenesis of ocular hypertension through TM degeneration/dysfunction [289]. In our study, we
showed that TGF-B2 activated the Rho-ROCK pathway in TMC and induced Actin fiber rearrangement
and co-localization of alpha-SMA to stress fibers. TGF-f2 also induced fibronectin deposition. By
simultaneously modifying the organization of the cytoskeleton and the ECM, with fibronectin deposition
and overexpression, TGF-B2 allows the trabecular degeneration described in glaucoma to develop. TGF-
2 was also used in a TM model by Torrejon et al., who described the production of ECM and increased
resistance to the aqueous humor outflow in vitro [123]. Ota ef al., also showed that TGF-2 enhances
transendothelial electrical resistance in a culture of HTM [200]. Glucocorticoids like dexamethasone are
often used to model trabecular degeneration because they modify the cytoskeleton of TMC and the ECM.

However, this corresponds more to the modifications obtained in corticosteroid-induced iatrogenic
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glaucoma, which constitutes a subtype of open-angle glaucoma [290]. This constitutes an advantage of
the TGF-B2-induced model of TM alteration compared to the use of glucocorticoids. One of the
limitations of our study is that we did not study the effect of therapeutic molecules in the absence of
TGF-B2. Torrejon et al. studied the effect of Y-27632 alone on fibronectin expression of TMC and found
no difference with the control. However, they have demonstrated that Y-27632 in combination with
TGF-B2 substantially decreased the expression of fibronectin compared to samples treated with TGF-
B2 alone. Compared to vehicle control, TGF beta2/Y-27632 combined treatment increased fibronectin,
demonstrating that the ROCK-i counteracts the otherwise fibrotic effect of TGF-p2, effectively lowering
ECM accumulation [123].

We highlighted an action of latanoprost on the fibronectin deposition without action on the cytoskeleton.
This is consistent with the literature. Kalouche et al. showed that latanoprost decreased the accumulation
of collagen onto cultured human trabecular cells [120]. Bahler et al. studied the effect of latanoprost on
histologic sections of the anterior segment of the eye and observed focal losses of ECM in the

juxtacanalicular region of the TM [119].

Moreover, in our study, we enriched our result on a three-dimensional (3D) TM cellular model. Our
preliminary results presented an interesting tool to advance research on this pathology by taking into
account biomechanics, which is a key element in the pathophysiology of glaucoma [71]. Nevertheless,
for the moment the results provided are only qualitative, which constitutes a limitation of the study.
Quantification work is in progress. The 3-Dimensional cell cultures in Matrigel™ allowed us to obtain
ameshed organization of trabecular cells with interconnections and the formation of intercellular spaces,
that we did not find in 2D, and which better reflects the real anatomy of the TM. We were able to show
with this model that the ROCK-i Y-27632 widened the meshes between the cells by modifying the
cytoskeleton of pHTMC. Cell culture in 3D recreates the conditions of the microenvironment
encountered in vivo and provides cells with an environment allowing them to interact with each other
and with the ECM. It would also help to better understand not only the physiological function of the TM
but also its behavior under conditions of stress or toxicity, as well as the effect of medications [291].
This 3D TM model was first used by Bouchemi et al. to study the effect of benzalkonium chloride
(BAK), a preservative commonly used in eye drops [117]. They showed that BAK induced inflammatory
chemokines and inhibited the activity of MMPs, which play a crucial role in ECM degradation and
increase outflow facility. Further research will be necessary to better exploit all the information provided
by this model. Indeed, main biomechanical cues experienced by TMC are not investigated in this article.
For example, TMC in vivo are subjected to a significant pressure change, shear stress and mechanical
stretch. Rigidity and outflow measurement systems using this model might also be implemented to
improve the relevance of the model. Analysis and understanding of the pathophysiology of the TM are

essential for understanding and treating glaucoma.
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We also showed the involvement of the ROCK signaling pathway in the stiffening of the TM and that
the inhibitor Y-27632 modified the TGF-B2-induced cytoskeletal rearrangements. Previous studies have
demonstrated the changes in pHTMC cytoskeleton organization with a modification of cell shape and
actomyosin organization [292]. A new distribution of actin fibers in the periphery was observed in
response to the alteration of the actin cytoskeleton. This redistribution was first described by Murphy et
al. and qualified as cortical actin arrays (CAA)[293]. In our study, there was also reversibility of ECM
deposition induced by TGF-B2 after treatment with ROCK-i. Indeed, the ROCK-i Y-27632 decreased
TGF-B2-induced fibronectin deposition. A recent study by Li et al. also demonstrated the antifibrotic
activity of a ROCK-i on an in vivo glucocorticoid-induced ocular hypertension model [290]. Our work
confirmed the anti-fibrotic action of ROCK-i to prevent cell contractility and accumulation of ECM,

consistent with studies by Torrejon ef al., Pattabiraman et al., and Ota et al. [122,123,200].

Although it is known that the mechanism of action of PGA relies on increased expression of MMP in
the TM, few studies have investigated the remodeling of the ECM by MMPs under the effect of ROCK-
i [294]. Torrejon et al. showed that after 3 and 5 days, TMC exposed to MMP2 mRNA-level in TMC
was enhanced after a 3-days co-treatment with Y27632 and TGF-2[123]. Watanabe et al. showed that
the addition of a pan-ROCK-i (ripasudil 10nM) to TGF-B2 (5ng/ml) exposed TMC induced significant
up-regulation of MMP2, MMP9, and MMP14 at Day 6[243]. Further studies exploring MMP and TIMP
expression in TMC after PGA and ROCK-i exposure would be of interest.

A ROCK-i, 0.02% netarsudil (Rhopressa® (US)/ Rhokiinsa® (EU), Aerie Pharmaceuticals, Inc., NC)
received Food and Drug Administration approval in December 2017 and marketing authorization to the
European Medicines Agency in November 2019 for lowering IOP in patients with POAG [125]. Another
molecule from the same family, ripasudil (Glanatec®, Kowa Pharmaceuticals, Japan) was approved by
the Japanese health authorities in 2014 for the treatment of glaucoma, or ocular hypertension, as a second
line after prostaglandin therapy[295]. In addition, the combination of netarsudil with latanoprost was
clinically developed and led to a new formulation (Rocklatan® (US)/Roclanda® (EU), Aerie
Pharmaceuticals, Inc., NC), which had a greater effect on the reduction of IOP than either of its two
components, by reducing IOP by an additional 1.8 mmHg on average compared to netarsudil, and 2.7
mmHg compared to latanoprost [296,297]. Although we have not tested the combination of the two
molecules, our work suggests that the significant effect of latanoprost on fibronectin deposition
associated with the remodeling of the ROCK-i cytoskeleton could effectively lead to a significant

decrease in resistance to the aqueous humor outflow.
5. Conclusion

We used an in vitro TGF-B2-induced TM remodeling mimicking glaucomatous trabeculopathy to

confirm the effects of both a ROCK-1 and a PGA on the TM. We showed that ROCK inhibition had an
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action on the TM cells’ cytoskeleton by reducing actin stress fibers, as well as on ECM release. In our

model, we also demonstrated that latanoprost loosened the ECM.
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Supplementary Materials

Tableau 6 (supplementary) : HTMC lines information P: passage, [F: immunofluorescence, WB: Western blot

HTMC line number Age of the donor (years) Characterization at Used in experimental set
passage (passage)

1 60 P1 IF (P3)

2 83 P1 IF (P3)

3 86 P1 IF (P4)
WB (P6)
Matrigel (P5)

4 62 P3 IF (P4, P6)

5 60 P3 WB (P6)

6 51 P2 IF (P3)
Matrigel (P5)

7 50 P2 IF (P3)

8 76 P2 IF (P6)
Matrigel (P6)

9 71 P2 IF (P6)
WB (P6)

10 49 P4 WB (P5)

11 74 P4 IF (P5)
WB (P5)
Matrigel (P6)
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Figure S1: Characterization of the normal human trabecular meshwork cells a. Representative phase-contrast images of
pHTMC on confluent phase (x20), TMC culture presented a cobblestone-like pattern with some overlapping processes. b.
pHTMC from different donors (1 P1, 7 P2, 5 P3) were stained for markers expressed by TMC: alpha-SMA (green), CD44
(green), CHI3L1 (green), AQP1 (red) c. Immunolabeling of alpha-SMA (green), and nuclei (DAPI in blue) with or without
exposure to dexamethasone (DXM, 100nM) for 7 days on pHTMC. The actin cytoskeleton is rearranged and there is an increase
in the expression of alpha-SMA after exposure to dexamethasone. Magnification 200X, scale bar = 30 um. d. Representative
western blot of myocilin and p-actin and the densitometry analysis of myocilin normalized to B-actin showing dexamethasone
(DXM)-induction of myocilin.
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Etude transcriptomique de effet du TGF-B2 sur des explants de trabéculums

humains.

Contexte et objectif

Si I’¢tude précédente nous a permis de décrire et de confirmer les effets du TGFB2 sur I’organisation
du cytosquelette des HTMC en 2D et en 3D, notre seconde étude ¢élargit notre champ d'investigation en
employant des techniques d’analyses transcriptomiques pour analyser l'impact du TGF-B2 sur des
explants de trabéculums humains. Cette approche permet de mettre en lumiére les altérations géniques
survenues en réponse a cette cytokine, délivrant ainsi des données cruciales sur les mécanismes
cellulaires impliqués dans le glaucome. En effet, le TGF-B2 a été utilis¢ dans des modeles de GPAO in
vitro et in vivo [207,209,262,272]. Cependant, les mécanismes moléculaires impliqués dans la
pathogenése du glaucome sont encore mal connus et, par conséquent, peu de thérapies sont disponibles

pour agir sur eux.

Plusieurs études ont indiqué que les conditions de culture des TMC peuvent altérer leur expression

génique, comme les méthodes de culture 2D ou 3D, ou la rigidité du substrat [191,228,260].

Ces derniéres années, la recherche sur des modéles de glaucome in vitro s'est concentrée sur l'importance
de l'organisation 3D pour mieux modéliser la physiopathologie du dysfonctionnement du trabéculum
[227,240]. Considérant donc que les conditions de culture des cellules TM humaines (HTMC)
influencent 1'expression des geénes, nous avons utilisé des explants de trabéculums humains (HTMEX)
pour étudier le transcriptome des HTMC au plus proche des conditions physiologiques. Cette approche

nous a permis de garder les HTMC dans leur propre MEC et de préserver leur interconnectivité.

Afin de mieux caractériser le role du TGF-B2 dans la pathologie moléculaire du glaucome, nous avons
utilisé le séquencgage complet de ' ARN (RNA-Seq) pour décrire les modifications du transcriptome du

HTMEX exposé¢ au TGF-B2.

Notre étude nous a conduit a I'identification des geénes surexprimés, qui se sont révélés participer
principalement a la régulation de la MEC et a la voie de signalisation profibrotique du TGF-f. Les
méthodes d’analyse d’enrichissement des ensembles de génes (GO, Reactome) permettent d’identifier
les voies biologiques, les fonctions moléculaires ou les composants cellulaires sur- ou sous-exprimeés.
Elles ont ici révélé une modulation de I'expression génique li¢e a I'organisation du cytosquelette et a

l'activation des voies BMP et Wnt en réponse au TGF-32.
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Cette caractérisation des modifications transcriptomiques et de 1'activation des voies de signalisation sur
un modele d'explant innovant de TM obtenu sous l'effet de cette cytokine profibrotique impliquée dans
le glaucome est cruciale afin de développer et tester de nouvelles molécules capables de bloquer leurs

voies de signalisation.

L’essentiel des résultats obtenus sont rapportés dans I’article suivant, en cours de soumission dans une

revue internationale.

Article 3 : RNA-Seq Transcriptomic Profiling of TGF-$2-Exposed Human Trabecular Meshwork
Explants: Advancing Insights Beyond Conventional Cell Culture Models

Article soumis a Experimental Eye Research
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Abstract

Glaucoma is a progressive optic neuropathy that can lead to irreversible blindness. Its main risk factor
is elevated intraocular pressure (IOP). The trabecular meshwork (TM) acts as a filter between the
anterior chamber of the eye and the aqueous humor collecting ducts, and dysfunction of this meshwork
is responsible for the increased IOP in primary open-angle glaucoma (POAG). Considering that the
culture conditions of human TM cells (HTMC) influence gene expression, we used human TM explants
(HTMEXx), which most closely mimic physiological conditions, to study the transcriptome of HTMC.
The transforming growth factor-beta 2 (TGF-B2) signaling pathway has been implicated in the
pathophysiology of POAG. To better characterize the role of TGF-f2 in this pathophysiology, we used
bulk RNA sequencing and immunohistological analyses to establish gene signatures of TGF-f2-exposed
HTMEXx and correlate them with morphological alterations. We confirmed differentially upregulated
genes primarily involved in ECM regulation, as well as profibrotic TGF-B signaling pathways,
confirmed using confocal microscopy to highlight changes in trabecular architecture, TGFB2-induced
F-actin rearrangements, and extracellular matrix (ECM) deposition. Enrichment analysis also revealed
modulations of gene expression related to cytoskeletal organization, as well as activation of the bone

morphogenic protein (BMP) and Wnt signaling pathways in response to TGF-p2.

Introduction

Glaucoma is a progressive neurodegenerative disease resulting in irreversible loss of retinal ganglion
cells and eventually leading to blindness if left untreated. Its main risk factor is elevated intraocular
pressure (IOP), the only modifiable factor currently shown to slow the progression of the disease[298].
Primary open-angle glaucoma (POAG) is the most common form of glaucoma, affecting over 65.5

million people worldwide [270].

The trabecular meshwork (TM), located within the iridocorneal angle, acts as a filter between the
anterior chamber of the eye and the aqueous humor collecting ducts. In POAG, dysfunction of the TM
is responsible for increased IOP. This complex, fenestrated, three-dimensional structure is composed of
trabecular meshwork cells (TMCs) organized into a meshwork of extracellular matrix (ECM)[12]. In
POAG, increased outflow resistance throughout the TM is multifactorial, including loss of TMC:s,

changes in their cytoskeletal organization, and extracellular matrix remodeling [192].

The transforming growth factor-beta2 (TGF-B2) signaling pathway has been widely implicated in the
pathophysiology of POAG. Indeed, TGF-B2 signaling is increased in the aqueous humor of POAG
patients, and it has also been used as an inducer of TM degeneration in in vitro and in vivo models of
POAG **. In vitro studies have shown that TGF-B2 induces the synthesis of ECM components by TMCs
(collagens, elastic fiber components, proteoglycans, glycosaminoglycans, fibronectin, matricellular

proteins[235]), leading to increased resistance to outflow[273]. TGF-f2 also increases cellular stiffness
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through the formation of cross-linked actin networks (CLANs) via the Rho-ROCK signaling
pathway[14,299]. However, the molecular mechanisms involved in the pathogenesis of glaucoma are

still poorly understood, and few therapies are available to address them[300].

Several studies have indicated that the culture conditions, such as two-dimensional (2D) or three-
dimensional (3D) culture methods for TMCs, can alter their gene expression or substrate
rigidity[191,228,260]. In recent years, research on in vitro glaucoma models has focused on the
importance of 3D organization to better model the pathophysiology of TM dysfunction[227,240]. We

used the explant method to closely mimic the in vivo conditions of the TMC.

In fact, it is widely accepted that primary cells are physiologically more relevant than immortalized cells,
and it is recommended to replicate cell line findings with non-immortalized TMCs[190] Our human TM
explant (HTMEX) approach expands upon this concept, as it allows us to keep the primary human TMCs

(HTMC) in their extracellular matrix (ECM) environment and preserve their interconnectivity.

A previous study by Callaghan et al. used dissociated HTMCs from cadaver eyes, cultured between
passage 5 and 7 and exposed to TGF-B2 to investigate gene modulations with deep RNA sequencing
(RNA-Seq) analysis[301]. RNA-Seq analysis has revolutionized our ability to study gene expression
and identify novel transcripts. By using high-throughput sequencing, RNA-Seq enables comprehensive
mapping of the transcriptome. This technology has greatly advanced our understanding of biological

processes, including disease mechanisms, developmental processes, and gene regulation[9,302,303].

To gain a better understanding of the role of TGF-B2 in the molecular pathology of glaucoma, we used

bulk RNA-Seq to analyze changes in the transcriptome of HTMEXx exposed to TGF-p2.

Materials and methods
Trabecular meshwork sample collection and exposure to TGF-2

Human TM specimens were meticulously dissected in the aseptic environment of an operating room
from corneoscleral rings of non-glaucomatous donor tissue after they were used for corneal
transplantation. The dissection involves separating the trabecular meshwork from the sclera using Bonn
forceps and Vannas scissors, under an operating microscope. A photography showing the dissection and
an image of the untreated specimen were included (supplementary figure 1). Subsequently, the dissected
trabecular meshwork is carefully partitioned into 8 mm segments. All donor tissue was obtained and
managed in accordance with the guidelines of the Declaration of Helsinki for research involving human
tissue. Human tissues were provided by the biotissue bank of the Etablissement Frangais du Sang (EFS),
which ensured complete anonymization. Consequently, data regarding the donors from whom the TM
were obtained is limited. The age, sex, cause of death, and the date of harvesting and TM dissection are

specified in the supplementary table 12. The donors were between 56 and 86 years of age. After
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dissection, the TM was transported in Cornea Jet preservation medium (Eurobio Scientific, Les Ulis,
France) at room temperature (RT). The HTMEx were stimulated with recombinant human TGF-2
(PeproTech Inc., 100-35B, Thermo Fisher Scientific, MA, USA) at a concentration of 5 ng/mL for 48 h
in complete culture medium [DMEM/F12 (Gibco, 11320) supplemented with 1% penicillin and
streptomycin solution (penicillin 10,000 U/mL, streptomycin 10,000 pg/mL) and 0.001% bovine serum
albumin (BSA) (Sigma-Aldrich, A2153)]. Vehicle control explants from the same donors were incubated
with equal volumes of complete culture medium [DMEM/F12 (Gibco, 11320) supplemented with 1%
penicillin and streptomycin solution (penicillin 10,000 U/mL, streptomycin 10,000 pg/mL) and 0.001%
bovine serum albumin (BSA) (Sigma-Aldrich, A2153)]. Each corneoscleral ring provided a sample of
vehicle control trabecular meshwork (CTL) and a TGF-B2 treated sample (TGF).

Immunohistochemistry

Four pieces HTMEx were fixed with 4% paraformaldehyde overnight at 4°C and rinsed in 1x PBS
before the immunofluorescence procedure. The effects on the organization of both the cytoskeleton and
the ECM were characterized by immunohistochemistry using anti-alpha-SMA (Abcam, ab5694, 1/100
dilution) and anti-fibronectin (R&D Systems, MAB19181, 1/100 dilution) antibodies. HTMEx were
incubated for 2h at RT in a blocking buffer (5% BSA, 2% Triton X-100, and 0.5% Tween20, in 1x PBS)
and left to incubate overnight at 4°C in the incubation buffer (2.5% BSA, 1% Triton X-100 and 0.25%
Tween20, in 1x PBS) with the same primary antibodies. The HTMEx were then rinsed three times in 1x
PBS and incubated with the corresponding secondary antibodies (anti-rabbit conjugated to Alexa fluor
488 (Thermo Fisher, A21206), and anti-mouse conjugated to Alexa Fluor 594 (Thermo Fisher, A21203),
at a dilution of 1/500 for 1h at RT. The nuclei were stained with DAPI (ThermoFisher, D1306, dilution
1/1000). Finally, HTMEx were deposited in fluorescent mounting medium and coverslipped (Sigma
Aldrich, ref. F4680). Confocal laser scanning microscopy was performed using an Olympus [X81
confocal microscope coupled to Fluoview software (Olympus, Ver 4.2), and the images were acquired
at 200x and 400x magnification. Confocal 3D images were processed using Imaris3D® software
(Bitplane AG, Zurich, Switzerland). All confocal images from the same experiment were captured using

the same laser intensity and gain settings.

Bulk RNA-seq of TGF-f2-stimulated TM explants

For whole transcriptome analysis, HTMEx from 14 donors were exposed for 48 h to either vehicle
[control (CTL), complete culture medium)] or TGF-B2 (TGF) (5ng/ml). After tissue lysis, total RNA
was extracted from the HTMEx using the Nucleo Spin RNA XS kit (Macherey-Nagel, 740902.50)
according to the manufacturer’s specifications. Total RNA for each sample was quantified, and its
quality was determined using a BioAnalyser 2100 with the RNA 6000 pico Kit (Agilent Technologies,
Leuven, Belgium). RNA samples with a RNA intergrity number (RIN) greater than 8 were selected for
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RNA-seq analysis, corresponding to 15 samples from 8 donors. Fifteen mRNA libraries could be
prepared: 8 CTL and 7 TGF. Amplification and RNA sequencing experiments from 3.5 ng of total RNA
were conducted using SmartSeq (Takara), Nextera XT (Illumina), and NovaSeq 6000 SP Reagent Kit
(200 cycles) (Illumina) at iGenSeq (Institut du Cerveau (ICM), Paris, France).

RNA-Seq data analysis, Bioinformatic analysis of biological process and pathways

Fastq files obtained from the sequencing facility were aligned using STAR (v2.7.9a) against the Human
reference genome from Ensembl v106 (based on assembly GRCh38, generated 2022/06/21), with option
“--quantMode GeneCounts” to extract the raw counts for each gene, and all count files were
concatenated into a single file. A sample file was created with the sample data including the conditions

(CTL, TGF) and the replicate numbers.

Control and treated libraries were not paired for the analysis. Nevertheless, we conducted an additional

analysis by applying a donor effect correction (Bioconductor package ‘sva’).

The count file and the sample file were loaded in our in-house R Shiny application EYE DV seq
(plateforme Phénotypage Cellulaire et Tissulaire, Institut de la Vision, Paris, France). We added 1 to all
counts in the count file to avoid any 0 read count errors. We then removed the genes having a total count
< 10 across all samples. Finally the DESeq2 (v1.40.2) analysis was performed comparing the groups
defined in the ‘condition’ column, with ‘CTL’ as control group and ‘TGF’ as condition. The plots were

obtained using ggplot2 or an appropriate library (‘EnhancedVolcano’, ‘ComplexHeatmap’).

The results were then filtered for significant genes using the adjusted p-values (< 0,05). An enrichment
analysis was performed to study the implicated pathways, using the Reactome database (using the
Bioconductor package ‘ReactomePA’ (v1.44.0) and the GO database (using the Bioconductor packages
‘org.Hs.eg.db’ (v 3.17.0) and ‘clusterProfiler’ (v 4.8.1)).

Pathcards (Weizmann Institute of Science, Tel Aviv) was used to explore human biological pathways.

The raw RNA-Seq data was deposited and released in the GEO database (ID GSE236302,
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE236302).

Transcriptomic trabecular meshwork characterization

TM characterization was carried out using a typical panel of HTMC identification markers reported by

Keller et al.[190], and Stamer et al.[304] and enriched by the most highly expressed genes reported by
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Carnes et al.[305] in their RNA-Seq transcriptome analysis of adult TM and by van Zyl’s Cell atlas of

the human ocular anterior segment[306,307].

Results
F-actin rearrangements and ECM deposition in the 3D explant model of TM exposed to TGF-f2

Confocal microscopy of the explants allowed us to demonstrate the characteristic organization of the
TM, which showed a progressively tighter mesh from the anterior chamber (AC) to the outer wall of
Schlemm’s canal (SC). In contrast to the untreated HTMEX, wherein alpha(a)-SMA labeling was diffuse
in the cytosol, exposure to TGF-f2 at 5 ng/ml for 48 h resulted in rearrangements of the actin
cytoskeleton, with cells appearing more elongated, and fibers appearing sharper and more extensive

(figure 17).

Immunofluorescence analysis of the ECM revealed that exposure to TGF-B2 at 5 ng/ml led to a different
organization of fibronectin, wherein multiple joint fibrils formed a network that appeared denser than in

the control group (figure 17).

X200 X400

Alpha-SMA Fibronectin Merge Alpha-SMA Fibronectin Merge

TGF-2
5ng/ml 48h

Figure 17 : Representative confocal microscopy images of HTMEx showing cytoskeletal and ECM remodeling after
TGF-p2 exposure

at 200x (scale bar 70 pm) and 400x (scale bar 50 nm) magnifications. The explants were incubated for 48 h with Vehicle or
with TGF-B2 (5 ng/ml). F-actin filaments were visualized with anti-alpha-SMA antibody (green), ECM with anti-fibronectin
antibody (red), and nuclei were counterstained with DAPI (blue). For each image, the side of the less compact TM in contact
with the anterior chamber (AC) is at the top, and the more compact side in contact with Schlemm's canal (SC) at the bottom.
The juxtacanalicular region of the TM exhibits a higher labeling intensity of fibronectin and alpha-SMA, with more intense
labeling seen in explants exposed to TGF-B2 (arrow head).

Transcriptomic trabecular meshwork characterization

The 15 most highly expressed genes in our samples are: Metastasis Associated Lung Adenocarcinoma
Transcript 1 (MALAT1) , Mitochondrially Encoded 16S RRNA (MT-RNR2), Ferritin Light Chain
(FTL), Actin Beta (ACTB), Mitochondrially Encoded Cytochrome C Oxidase I (MT-COLl), beta-2-
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microglobulin (B2M), TIMP Metallopeptidase Inhibitor 1 (TIMP1), Prosaposin (PSAP), Enolase 1
(ENO1), matrix GLA protein (MGP), Insulin Like Growth Factor Binding Protein 7 (IGFBP7), Lactate
Dehydrogenase A (LDHA), Actin Gamma 1 (ACTG1), Cathepsin B (CTSB), and Ferritin Heavy Chain

1 (FTHL).

As shown in Table 7, RNAs of the main markers of TM [165,190,305-307] were present in high quantity

in HTMEXx. They exhibited markers of both the uveal portion and the juxta canalar portion of the TM

[306,307].

Tableau 7 : The 20 most highly expressed gene markers of trabecular meshwork
ranked by mean normalized read count. For each gene, the articles that refer to it are indicated.

GeneID  Gene Name Read Source
count

B2M Beta-2-Microglobulin 103019  Carnes et al.[305]

MGP Matrix Gla Protein 73409 Carnes etal.[165], Keller et al.[190] , Stamer
etal.27.04.2024 12.49.00[165]

FTH1 Ferritin Heavy Chain 1 42853 Carnes et al.[306], van Zyl et
al.[306]27/04/2024 12:49:00

CLU Clusterin 38780 Carnes et al.[305]

TMSB4X Thymosin Beta 4 X-Linked 33889 Carnes et al.[305]

IFITM3 Interferon Induced Transmembrane Protein 3 31605 Carnes et al.[305]

EEF1A1  Eukaryotic Translation Elongation Factor 1 29513 Carnes et al.[305]

Alpha 1

S100A6 5100 Calcium Binding Protein A6 27444 Carnes et al.[305]

CHI3L1  Chitinase 3 Like 1 22686 Carnes et al.[165], van Zyl et al.[306],
Stamer et al[165], 27-04-2024
12:49:00 Keller et al.[190]

CRYAB Crystallin Alpha B 19791 Keller et al.[165], , van Zyl et al.[306],
Stamer et al.[165] 27/04/2024 12:49:00

CEMIP Cell Migration Inducing Hyaluronidase 1 14829 van Zyl et al.[306]

CYP1B1  Cytochrome P450 Family 1 Subfamily B 12919 van Zyl et al.[306]

Member 1

DCN Decorin 10660 van Zyl et al.[306]

MYOC Myocilin 10238 Keller et al.[165] , van Zyl et al.[306],
Stamer et al.[165] 27/04/2024 12:49:00

IGFBPS5  Insulin Like Growth Factor Binding Protein 5 8561 van Zyl et al.[306]

PRRX1 Paired Related Homeobox 1 8451 van Zyl et al.[306]

APOD Apolipoprotein D 7867 Carnes et al.[305] , van Zyl et al.[306]

AQP1 Aquaporin 1 6601 Keller et al.[165] , van Zyl et al.[306],
Stamer et al. [165]27/04/2024 12:49:00

TPT1 Tumor Protein, Translationally-Controlled 1 5218 Carnes et al.[305]

CDH11 Cadherin 11 4496 van Zyl et al.[306]

Differential Gene Expressions in HTMEx following TGF-p2 treatment
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To determine changes in gene expressions in a TGF-B2 induced model of glaucomatous TM, control
HTMEx (CTL) and HTMEx exposed to 5 ng/ml TGF-B2 for 48 hours (TGF) were analyzed using an
RNA-Seq. Principal Component Analysis (PCA) plot, which illustrates the distribution of samples

across the two conditions and is shown in supplementary figure 18.

Features with a count number less than 10 were filtered out. A total of 61,552 genes were detected in the
samples. The expression of 481 genes was found to be significantly different between the two groups

(adjusted p-value, padj <0.05). Figure 18a

shows a volcano plot of all genes with thresholds set at false discovery rate (FDR) = 0.10, and statistical
significance of padj <0.05 and [log2FC| = 1.5. The heat map (Figure 18B) shows the individual donor
responses to TGF-B2 and the variability for the top 50 DEGs.

CTL vs. TGF
407
SMAD7 CiLp
307
a
o
>
o
-
' 201 LDLRAD4
COL9A1
TSGA10IP
ODAPH
FAM107A nEer
107 \ ol bméor e
RARRES1 CP g3 NOX4 \DI:EI—:(PSZQ
¢ e T [
VCAML4, & §¢ FLEPHB1S &
EDN3 ) X : ‘W“,
I A Z°COL10AL
4 CSF3 | i DSG3
0 | |
!
-3 0 3 6
Logs fold change
p-value only ® p-value and log, FC
a.

90



0 © Q@
SELELELEL P F

GG SSBLS’
comp
| W | TECTB
KANK4
SYNDIGT
|| DHRS2
ADAMTS16
ODAPH
SLC15A1
DRAXIN
COL10A1
CLEC18A
| | LINC02257
siLCt
ALPK2
SLC22A3

. LINCO01705
MYOZ1
Expression GALNT9
LCE3D
RPTN
DSG3
KY
MYH16
SuLT1B1
TSGA10IP
MARCHF4
MANSC4
POU4F2
NGEF
CILP
COL9A1
PTPRQ
KRT19P2
ACTC1
SMIM32
LEFTY2
WNT2
FAM107A
RARRES1
CcP
EDN3
SFRP2
CEMIP
CXcL1
GABRA4
CRH

& "

.
1

Condition
Condition

b. WcTL WTGF

Figure 18 : Differential Gene Expressions in HTMEx following TGF-2 treatment

a. Volcano plot identifying the genes differentially expressed in response to TGF-f32. Red dots represent the 194 genes that
were significantly expressed (padj < 0.05) and showed a high fold-change (Jlog2FC| > 1.5), among which 140 genes were
upregulated, and 54 genes were downregulated. Blue dots represent genes with padj < 0.05 and [log2FC| < 1.5. b. Heatmap
showing the expression of the top 50 differentially expressed genes (DEGs). Expression of the 50 top DEGs in log2cpm.
Clustering was performed using the Ward D1 method. This heatmap shows correct clustering of up- and downregulated genes
and the biological variability between the donors.

The 50 most up- and downregulated genes were ranked by log Fold Change and are shown in Tables 8
and 9, respectively (padj <0.05, and base mean>50). Among the most expressed genes, 10 coded for
components of the ECM (COL7A1, COL9A1, COL10A1, PRG4, ELN, VCAN, HS3ST3Al), its
synthesis, degradation, or organization (SERPINE1, ADAMI12, BMP2). Understandably, the genes
involved in TGF-f signaling were also represented (SMAD7, BMP2, FSTL3, PTK7, LBH, SERPINEL1).
With regard to the most downregulated genes, they were mainly involved in the regulation of
inflammation and response to cytokines (CXCL1, CXCL6, IL6, IL1RL1, CSF3, CHI3L1, VCAMI,
CD38, SELE), apoptosis (GAS1, G0S2), metalloprotease inhibitor activity (LXN, RARRESI1), or
cellular response to corticosteroid stimulus (FAM107A, STC1, CRH, PCK1). When we apply a donor
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effect correction, the most up- and down-regulated genes remain the same (supplementary data figure 3

and table 15 and 16).

Tableau 8 : Top 50 upregulated genes (TGF versus CTL)

ranked by binary logarithm of fold change (log2FC). For each gene identifier, name, log2FC, and adjusted p-value (padj) are

presented.

Gene ID Gene Name log2FC padj

CILP Cartilage Intermediate Layer Protein 4.722 3.3E-40

LEFTY2 Left-Right Determination Factor 2 4.592 2.1E-12

ODAPH Odontogenesis-Associated 4.140 6.0E-14
Phosphoprotein

DSG3 Desmoglein 3 3.937 4.3E-02

COL9A1 Collagen Type IX Alpha 1 Chain 3.741 3.7E-19

PTPRQ Protein-Tyrosine Phosphatase, Receptor- 3.417 1.2E-09
Type

DHRS2 Dehydrogenase/Reductase 2 3.271 8.3E-08

SYNDIG1 Synapse Differentiation-Induced Gene 1 3.196 3.8E-12

LINC01705 Long Intergenic Non-Protein Coding RNA  3.196 1.8E-07
1705

TECTB Tectorin Beta 3.190 8.0E-09

COL10A1 Collagen Type X Alpha-1 Chain 3.156 2.0E-03

SULT1B1 Sulfotransferase Family 1b, Member 1 2.764 3.8E-12

ACTC1 Actin Alpha Cardiac Muscle 2.715 3.4E-04

KANK4 Kn Motif- And Ankyrin Repeat Domain- 2.714 2.0E-05
Containing Protein 4

NGEF Neuronal Guanine Nucleotide Exchange 2.667 8.4E-13
Factor

TSGA10IP Testis Specific 10 Interacting Protein 2.628 3.3E-15

GALNT9 Polypeptide N- 2.568 5.0E-06
Acetylgalactosaminyltransferase 9

SLC22A3 Solute Carrier Family 22 (Extraneuronal 2.510 1.5E-06
Monoamine Transporter), Member 3

DRAXIN Dorsal Inhibitory Axon Guidance Protein ~ 2.426 4.9E-05

FOXS1 Forkhead Box S1 2.349 3.5E-03

LMCD1 Lim And Cysteine-Rich Domains 1 2.320 1.5E-10

POSTN Periostin 2.307 4.7E-07

PRG4 Proteoglycan 4 2.305 4.2E-05

LINCO01614 Long Intergenic Non-Protein Coding RNA  2.300 6.9E-04
1614

ENSG00000286013 Novel Transcript 2.297 5.2E-08

SMAD7 Smad Family Member 7 2.193 8.1E-40
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LPO Lactoperoxidase 2.082 3.9E-07

LDLRAD4 Low Density Lipoprotein Receptor Class 2.052 1.8E-21
A Domain-Containing Protein 4; Ldlrad4
[¥*606571]
EPHBI1 Ephrin Receptor Ephbl 2.046 6.2E-07
NOX4 NAPDH Oxidase 4 2.042 4.9E-09
GPR183 G Protein-Coupled Receptor 183 2.000 1.9E-04
TSPAN2 Tetraspanin 2 1.989 3.9E-05
GPAM Glycerol-3-Phosphate ~ Acyltransferase, 1.986 2.2E-20
Mitochondrial
SERPINE1 Serpin Family E Member 1 (Plasminogen 1.941 4.5E-09
Activator Inhibitor Type 1)
EGR2 Early Growth Response 2 1.846 2.0E-06
ADAM12 ADAM Metallopeptidase Domain 12 1.836 8.3E-10
ENSG00000227619 Novel Transcript 1.810 1.6E-07
APCDDIL APC Downregulated 1 Like 1.805 4.2E-02
GPR68 G Protein-Coupled Receptor 68 1.788 6.2E-03
LINC01943 Long Intergenic Non-Protein Coding RNA  1.782 1.4E-10
1943
HAS1 Hyaluronan Synthase 1 1.782 1.4E-02
FSTL3 Follistatin-Like 3 1.756 1.0E-28
H1-9P H1.9 Linker Histone, Pseudogene 1.729 3.7E-03
GXYLT2 Glucoside Xylosyltransferase 2 1.704 6.9E-07
CHAC1 Chac  Glutathione-Specific =~ Gamma- 1.697 5.4E-03
Glutamylcyclotransferase 1
ZNF365 Zinc Finger Protein 365 1.693 2.8E-04
LBH Lbh Regulator of Wnt Signaling Pathway  1.681 1.4E-17
PLPP4 Phospholipid Phosphatase 4 1.666 1.9E-14
PLEK2 Pleckstrin 2 1.608 1.9E-02
ASB2 Ankyrin Repeat- And Socs Box- 1.594 1.9E-02
Containing Protein 2
COL7A1 Collagen Type VII Alpha 1 Chain 1.558 9.0E-05

Tableau 9 : Top 50 downregulated genes (TGF versus CTL)
ranked by binary logarithm of fold change (log2FC). For each gene identifier, name, log2FC, and adjusted p-value (padj) are
shown.

Gene ID Gene Name log2FC padj

EDN3 Endothelin 3 -4.279 1.2E-04
RARRES1 Retinoic Acid Receptor Responder 1 -3.354 1.7E-09
SFRP2 Secreted Frizzled Related Protein 2 -2.889 4.3E-03
CXCL1 C-X-C Motif Chemokine Ligand 1 -2.873 7.6E-03
FAM107A Family With Sequence Similarity 107 Member A -2.813 1.1E-13
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GABRA4
CRH
CEMIP
Ccp
LYVE1
ADHI1B
CSF3
VMO1
DPP4
LINC01235
CD38
CHI3L1
PCK1
HIGD1B
COL14A1
ANXA10
ERP27
STC1
GALNT16
KIF19
VCAM1
GABRB1
MLIP
SELE
PLAIA
BMPER
C2CD4A
IL1IRL1
BMP5
LGRS

BANCR
CAMKI1G
LXN
TSPAN19
LINCO02289
COX412
ZCCHC12
PIPSK1B

94

Gamma-Aminobutyric Acid Type A Receptor Subunit Alpha4
Corticotropin Releasing Hormone

Cell Migration Inducing Hyaluronidase 1
Ceruloplasmin

Lymphatic Vessel Endothelial Hyaluronan Receptor 1
Alcohol Dehydrogenase 1B (Class I), Beta Polypeptide
Colony Stimulating Factor 3

Vitelline Membrane Outer Layer 1 Homolog
Dipeptidyl Peptidase 4

Long Intergenic Non-Protein Coding RNA 1235

CD38 Molecule

Chitinase 3 Like 1

Phosphoenolpyruvate Carboxykinase 1

HIG1 Hypoxia Inducible Domain Family Member 1B
Collagen Type XIV Alpha 1 Chain

Annexin A10

Endoplasmic Reticulum Protein 27

Stanniocalcin 1

Polypeptide N-Acetylgalactosaminyl transferase 16
Kinesin Family Member 19

Vascular Cell Adhesion Molecule 1
Gamma-Aminobutyric Acid Type A Receptor Subunit Betal
Muscular LMNA Interacting Protein

Selectin E

Phospholipase A1 Member A

BMP Binding Endothelial Regulator

C2 Calcium Dependent Domain Containing 4A
Interleukin 1 Receptor Like 1

Bone Morphogenetic Protein 5

Leucine Rich Repeat Containing G Protein-Coupled Receptor
5

BRAF-Activated Non-Protein Coding RNA
Calcium/Calmodulin Dependent Protein Kinase 1G
Latexin

Tetraspanin 19

Long Intergenic Non-Protein Coding RNA 2289
Cytochrome C Oxidase Subunit 412

Zinc Finger CCHC-Type Containing 12

Phosphatidylinositol-4-Phosphate 5-Kinase Type 1 Beta
[Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:8995]

-2.776
-2.714
-2.521
-2.410
-2.378
-2.366
-2.360
-2.359
-2.335
-2.322
-2.318
-2.237
-2.222
-2.197
-2.160
-2.123
-2.119
-2.114
-2.061
-2.050
-2.046
-2.012
-1.980
-1.976
-1.968
-1.962
-1.960
-1.941
-1.938
-1.917

-1.914
-1.881
-1.847
-1.800
-1.798
-1.795
-1.750
-1.713

1.5E-06
2.4E-03
1.6E-03
1.0E-09
2.1E-08
2.6E-04
4.5E-02
3.1E-03
6.5E-05
1.1E-03
7.6E-03
2.8E-03
4.2E-03
4.6E-03
5.2E-04
4.6E-03
9.6E-04
2.8E-09
8.1E-04
2.0E-02
1.3E-06
6.3E-05
5.2E-03
1.8E-04
6.1E-03
1.0E-03
3.9E-04
1.4E-04
1.5E-03
2.3E-02

3.3E-03
8.0E-04
1.6E-12
8.6E-06
1.4E-03
2.1E-02
8.3E-03
6.9E-04



SOX1-0T SOX1 Overlapping Transcript -1.679 8.6E-03

LINC02432 Long Intergenic Non-Protein Coding RNA 2432 -1.646 4.1E-03
GO0S2 GO0/G1 Switch 2 -1.646 4.1E-05
AIM2 Absent In Melanoma 2 -1.640 4.0E-02
GALNT15 Polypeptide N-Acetylgalactosaminyltransferase 15 -1.577 4.9E-03
WDRS86 WD Repeat Domain 86 -1.552 5.2E-04
GAS1 Growth Arrest Specific | -1.545 5.8E-04
ABHD17C Abhydrolase Domain Containing 17C, Depalmitoylase -1.532 1.6E-05

Functional Enrichment and Pathway analysis of upregulated genes

Using Reactome enrichment settings on the top 50 DEGs (Figure 19), 14 pathways were found, most
related to matrix organization, and TGF and BMP-signaling, and interestingly, there were also pathways

involved in ephrin signaling (EPHB2, EPHB1, NGEF).
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Figure 19 : Reactome enrichment map showing the 14 pathways involved in ECM, TGF-beta, BMP and ephrin
signaling.

Using the Cytoscape software (Cytoscape 2.8.3 (http://www.cytoscape.org)[308] overexpression

analysis was performed on the list of 109 significantly differentially expressed genes to identify
significantly altered pathways in KEGG, Reactome, and enriched biological processes (BP) and
molecular functions (MF) in Gene Ontology (GO) and WikiPathway after removing redundant terms.
Enrichment results were assumed to be significant when p value < 0.01 and FDR < 0.1. This analysis

resulted in a total of 20 enrichment terms containing the majority of DEGs presented in the enrichment
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map (Figure 20). This subset of all enriched terms points mainly to ECM organization, ephrin receptor
activity, canonical TGF-f pathway and regulation via SMADs, regulation of actin filament-based

movement and cellular response to corticosteroid stimulus.
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Figure 20 : Cytoscape GO Biological Process enrichment map of the top 109 significantly differentially expressed genes.
This analysis found mainly genes related to ECM organization, ephrin receptor activity, canonical TGF- pathway and
regulation via SMADs, regulation of actin filament-based movement, and cellular response to corticosteroid stimulus.

Functional Enrichment and Pathway analysis of downregulated genes

GO BP enrichment analysis shows that genes involved in cellular response to corticosteroid stimulus
(FAM107A, STCI1, CRH, PCK1) and regulation of cell population proliferation (CSF3, CD38,
RARRESI, CRH, VCAMI1, DPP4, CXCL1) were significantly downregulated (FDR= 0.008, and 0.037

respectively).

Interestingly, KEGG enrichment analysis of the 50 most downregulated genes revealed the TNF
signaling pathway (VCAMI1, SELE, CXCL1; FDR=0.0039), which is known to counter-regulate the
TGFp pathway.
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Analysis of the genes involved in the organization of the actin cytoskeleton

Since TGF-B2 is known to reorganize the cytoskeleton of TMCs, we were interested in the genes
involved in actin and microtubule polymerization, stabilization and organization. Using Pathcards, we
identified 186 genes involved in the regulation of the actin cytoskeleton. From these, we identified 19

significantly upregulated genes. The modulation of these genes by TGF-B2 is shown in table 10.

Tableau 10 : DEGs implicated in cytoskeletal organization
listed alphabetically (TGF versus CTL). For each gene identifier (ID), gene name, binary logarithm of fold change (log2FC),
and adjusted p-value (padj) are shown.

GenelD Gene Name log2FC padj
ACTC1 Actin alpha cardiac muscle 1 2.71 3.3E-04
ASB2 Ankyrin repeat and SOCS box containing 2 1.59 0.02
FGF1 Fibroblast Growth Factor 1 0.99 5.4E-03
FGF2 Fibroblast Growth Factor 2 0.73 4.8E-03
FGF18 Fibroblast Growth Factor 18 2.00 0.03
GNA13 G Protein Subunit Alpha 13 0.67 8.5E-05
MAPK®6 MAP Kinase 6 0.36 0.04
MRAS Muscle RAS Oncogen Homolog 0.53 0.01
MYH16 Myosin heavy chain 16 242 6.9E-04
MYH9 Myosin heavy chain 9 0.76 1.3E-03
MYLK2 Myosin light chain kinase 2 2.21 4.7E-04
NCKAP1 NCK Associated Protein 1 0.41 0.02
NEDD9 Neural precursor cell expressed, developmentally downregulated 9 0.94 1.7E-04
NOTCH2 Notch receptor 2 0.81 2.6E-03
PIK3CD Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphate 3-Kinase Catalytic Subunit 0.85 0.02
Delta
PLEK2 Pleckstrin 2 1.61 0.02
PXN Paxillin 0.79 1.4E-05
RALA Ras homolog family member A 0.78 0.01
SLCI9A1 Solute Carrier Family 9 Member A1 0.79 4.2E-04

Analysis of genes involved in the TGF-52, Wnt and BMP signaling pathways

These pathways are interconnected and synergistically or antagonistically participate in multiple cellular
processes, including fibrosis [309-311]. TGF-f is predominantly profibrotic, whereas BMP is primarily
antifibrotic. The Wnt pathway is another pathway involved in fibrosis that is present in the human
TM[185,312]. We analyzed the genes involved in these pathways: transcription factors, activators,

repressors and target genes. Figure 21 and table 11 summarize our results.
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Figure 21 : Schematic representation of DEGs involved in the TGF-f, Wnt, and BMP signaling pathways and their
actions.
Green font indicates upregulated genes, and orange font indicates downregulated genes.

Tableau 11 : DEGs implicated in the TGF-B, Wnt, and BMP pathways
listed alphabetically. For each gene identifier (ID), description, binary logarithm of fold change (1og2FC), p-value, and adjusted
p-value (padj) are shown.

Gene ID Description log2FC padj
ADAM12 ADAM metallopeptidase domain 12 1.84 8.3E-10
ADAMTSI10 ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1 motif 10 1.41 6.4E-04
ADAMTSI16 ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1 motif 16  2.90 1.6E-11
ADAMTSI16- ADAMTSI16 divergent transcript 2.03 3.2E-03
DT

ADAMTS3 ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1 motif 3 1.19 8.2E-03
ADAMTS6 ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1 motif 6 1.53 4.9E-08
BAMBI BMP and activin membrane bound inhibitor -0.98 4.2E-04
BMP2 bone morphogenetic protein 2 1.55 4.0E-11
BMP4 bone morphogenetic protein 4 -1.26 4.6E-02
BMP5 bone morphogenetic protein 5 -1.94 1.5E-03
BMPER BMP binding endothelial regulator -1.96 1.0E-03
BMPR1B bone morphogenetic protein receptor type 1B 0.76 1.0E-02
BMPR2 bone morphogenetic protein receptor type 2 0.57 2.4E-02
CILP Cartilage Intermediate Layer Protein 4.72 3.3E-40
COL10A1 collagen type X alpha 1 chain 3.16 2.0E-03
COL1A2 collagen type I alpha 2 chain 0.86 1.8E-02
COL7A1 collagen type VII alpha 1 chain 1.56 9.0E-05
COL9A1 collagen type IX alpha 1 chain 3.74 3.7E-19
CREB3L1 cAMP responsive element binding protein 3 like 1 1.25 1.3E-02
CTNNB1 catenin beta 1 0.59 1.7E-02
ELN elastin 1.57 3.4E-02
FSTL3 follistatin like 3 1.76 1.0E-28
FZD6 frizzled class receptor 6 0.52 3.9E-02
ICAM1 intercellular adhesion molecule 1 -0.87 1.6E-02
ITGBI integrin subunit beta 1 1.12 6.9E-10
ITGBI-DT integrin subunit beta - divergent transcipt 1.52 3.7E-02
ITGBIP1 None 1.06 4.1E-08
KLF10 Kruppel like factor 10 0.91 8.9E-07
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LEFTY2 left-right determination factor 2 4.59 2.1E-12

MRAS muscle RAS oncogene homolog 0.53 1.4E-02
RALA RAS like proto-oncogene A 0.78 1.0E-02
RASA1 RAS p21 protein activator 1 0.62 8.3E-04
RASA2 RAS p21 protein activator 2 0.40 4.5E-02
RASD1 ras related dexamethasone induced 1 -0.94 1.1E-02
RASGEFIB RasGEF domain family member 1B 0.91 5.8E-04
RASLI11B RAS like family 11 member B 1.56 6.3E-04
SERPINEL1 Serpin family E member 1 1.94 4.5E-09
SKIL SKI like proto-oncogene 1.13 1.1E-11
SMAD7 SMAD family member 7 2.19 8.1E-40
SMURF2 SMAD specific E3 ubiquitin protein ligase 2 0.64 6.4E-03
TGFBI transforming growth factor beta 1 0.64 4.1E-02
TGFBR1 transforming growth factor beta receptor 1 0.91 8.6E-04
TGFBR2 transforming growth factor beta receptor 2 -0.67 1.4E-02
VCAM1 vascular cell adhesion molecule 1 -2.05 1.3E-06
VEGFA vascular endothelial growth factor A 1.24 9.4E-07
WNT2 Wnt family member 2 2.44 1.6E-04
WNT4 Wnt family member 4 1.48 4.6E-02
WNTSA Wnt family member 5SA 1.17 1.1E-02
WNTS5B Wnt family member 5B 1.29 7.4E-07
Discussion

Glaucoma is a disease which stems from increased resistance to outflow at the level of the TM[192]. It
is therefore essential to have available a model of this structure that accurately reflects its filtering
architecture. Thus, we used the profibrotic, TGF-B2, to mimic the disease on human TM explants. TGF-
B2 induced F-actin rearrangements and ECM deposition, modifying the filtering structure of the HTMEXx.
In this study, we aimed to characterize the transcriptomic differences induced by TGF-B2 in this in vitro
explant model of pathologic TM. As expected, our results showed that the many differentially expressed
genes (DEGQG) are involved in ECM composition and organization, as well as in the TGF-$, BMP, and
Wnt pathways[312,313].

The TGF-f cytokine family is known to be associated with impairments of several cellular functions,
including differentiation, proliferation, and accumulation of the ECM. TGF-B2 has a profibrotic effect,
and elevated levels of this cytokine have been found in the aqueous humor of patients with
glaucoma[207], suggesting that it may play a role in the pathogenesis of ocular hypertension by
impairing TM function[207]. TGF-B2 has been used in several studies to replicate the changes seen in
the TM of glaucoma patients, as it simultaneously alters the cytoskeleton and the ECM [14,200,262].
The alterations in the trabecular architecture induced by TGF-B2 had already been demonstrated through
electron microscopy in perfused human eyes [209]. In this study, we confirmed that TGF-B2 induces
expression of ECM proteins, such as collagens, fibronectin, elastin, inhibitors of extracellular matrix
degradation such as SERPINEI, cross-linking proteins such as lysyl oxidase (LOX), and LOX-like

enzymes.
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Recent advances in deep sequencing technology have made it possible to investigate in depth the
molecular mechanisms induced by TGF-B. Callaghan ef al. performed an RNA-Seq analysis of the effect
of TGF-B1 and TGF-B2 on primary cultures of HTMC [196,301]. All the DEGs listed by Callaghan et
al. were also upregulated in our model. Among these DEGs induced by TGF-p2, we found in common
SMAD7, LEFTY2 and FSTL3, which inhibit the TGF pathway. We also found NOX4, involved in
oxidative stress, as well as LIM and cysteine-rich domains 1 (LMCD1), which is known to induce

fibrosis by promoting TGF-3 [314].

Furthermore, leveraging the publicly available gene expression profiling datasets, we extended our
analysis beyond comparing the most Differentially Expressed Genes (DEGs) between the two methods
(HTMEx versus HTM cells culture). We went a step further to compare the gene expression profiles of
Callaghan's dissociated HTMC culture model with our HTMEx model, both subjected to TGF-f2
treatment. This allowed us to highlight the genes most modulated based on the respective methodologies
employed[301]. In our HTMEx model, using Reactome pathway analysis, we found greater expressions
of genes involved in ECM organization (ITGA10, SPP1, ITGB8, CTSV, A2M, ITGB4, PECAMI,
BMP2, MMP9, COL9A3), cell junction organization (CLDN4, KRTS, ITGB4, KRT14, CLDNY)),
integrin cell surface interactions (ITGA10, SPP1, ITGBS, PECAM1, COL9A3), MHC class II antigen
presentation (CD74, HLA-DRA, HLA-DPB1, HLA-DPA1, HLA-DRB1, CTSV), and post-translational
protein phosphorylation implicated in regulation of Insulin-like Growth Factor (IGF) (VWAL,
SPARCL1, SPP1, CHGB, APOE) (Supplementary tables 13 and 14). Thus, we observed that
maintaining cells within their original tissue appears to enhance the detection of genes involved in
intercellular communication, compared to cultures of dissociated cells. The higher expression of MHC
class II molecules in HTMEx compared to dissociated HTMC is probably due to the tissue structure,
which potentially includes immune cells, as reported by Patel ef al. in their single-cell transcriptomics
analysis of human outflow tissues[315]. Indeed, there is an increased expression of macrophage gene

markers CD14, CD33, LYVEI, C1QB, and TYROBP compared to Callaghan[301].

Progress has been made in the attempt to obtain in vitro models that are similar in physiology to the TM.
2D TM cell cultures do not reflect the architecture and the whole cellular environment of the tissue and
its ECM, which is essential to its regulation of aqueous humor outflow. Indeed, changes in porosity are
a consequence of alterations in morphology and mechanical properties of the interaction between HTMC
and the ECM. The rigidity of the culture support also modifies the behavior of the cells[260]. In recent
years, partly encouraged by the 3Rs rules (Reduce the number of animals used; Replace the living animal
with alternative experimental techniques; and Refine the techniques to minimize animal suffering),
advances in 3D cell culture and tissue engineering offer promising approaches to reducing the use of
animal models [191,222,227,255]. In fact, conventional 2D cell culture, while allowing the study of
biological responses, does not take into account the biomechanical and architectural changes that occur

in glaucoma. This gap might be filled by technological advances in in vitro TM models[13]. Another

100



such approach is the use of ex vivo HTMEx, which preserves the physiological architecture and the cell-
to-cell and cell-to-matrix interactions of the tissue[16]. Indeed, the HTMEx model is a simple and
effective way to obtain a 3D model of TM. This model allows the study of the effect of drugs, growth
factors, and other molecules on TM function and its role in the pathogenesis of glaucoma. Furthermore,
we were able to subdivide the TM from a single donor and study how it changed under different
conditions. In addition, although we used TGF-B2 to mimic POAG in this study, other molecules could
be utilized to develop models for secondary glaucoma. For example, exposure of the HTMEx to
dexamethasone may provide an effective method to study corticosteroid-induced glaucoma, and using
TGF-B1 may provide insight into pseudoexfoliative glaucoma[196,199]. The use of benzalkonium
chloride or hydrogen peroxide would also be valuable to study the effects of oxidative stress and

xenobiotics on HTMEx[222,316].

However, the use of ex vivo HTMEXx has its own limitations, such as difficulty in obtaining fresh tissue,
variability between donors, and limited availability of tissue from glaucoma patients. The availability of
corneoscleral rim discarded after corneal transplantation is a valuable source of whole TM tissue. Since
TM from glaucoma patients often has a low cell count, the addition of TGF-B2 to healthy TM permits
reproduction of the changes in TM cell cytoskeletal organization and ECM compaction, while providing
sufficient material for a transcriptomic study[12,239]. However, before conducting RNA-seq analysis

on HTMEXx, the RNA integrity needs to be assessed.

An important consideration in our study is that control and treated samples were derived from the same
donors, but the RNA seq was performed without donor matching to evaluate transcriptional responses
to treatment within each sample. We acknowledge the potential for bias due to interindividual variability.
To address this limitation, we undertook a complementary analysis by applying a patient effect
correction. Upon re-analysis with this correction, we identified a similar set of differentially expressed
genes, thereby reinforcing the robustness of our results and underscoring the relevance of our
observations beyond the inherent individual variability in samples from the same donors. Furthermore,
one limitation of this study is the restricted availability of donor data, particularly pertaining to their
medical history, treatments, and medication usage at the time of death. Nevertheless, the absence of
alterations in the most differentially expressed genes after correction for donor effects allows us to posit

that donor variability does not significantly impact the primary findings.

One of the key advantages of RNA-Seq is its ability to detect low-abundance transcripts that may be
missed by traditional microarray-based methods[15]. In the case of TM tissue, the low RNA content
makes it difficult to obtain enough material for analysis, but amplification techniques can help to
overcome this difficulty by generating enough material for deep sequencing analysis. This approach
allows researchers to study the gene expression patterns directly within the TM tissue without the need
to manipulate and culture the cells away from their natural environment, providing valuable insights

into the molecular mechanisms involved in glaucoma pathology. To go further, and get even closer to
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the physiology of the aqueous humor outflow pathways, RNA extraction on HTMEx could be used on

the ex vivo model of human corneal rim perfusion organ culture developed by Peng et al[252].

In addition, although we used TGF-B2 to mimic POAG in this study, other molecules could be utilized
to develop models for secondary glaucoma. For example, exposure of the HTMEx to dexamethasone
may provide an effective method to study corticosteroid-induced glaucoma, and using TGF-B1 may
provide insight into pseudoexfoliative glaucoma[196,199]. The use of benzalkonium chloride or
hydrogen peroxide would also be valuable to study the effects of oxidative stress and xenobiotics on

HTMEXx[222,316].

The pathological HTMEx model exposed to TGF-B2 might also be used to study therapeutic molecules.
It would be interesting to study the changes achieved with the only therapeutics on the market that
specifically target the TM to reduce intraocular pressure (IOP) — ROCK-i [127,277-281]. The Rho
GTPase / Rho kinase (ROCK) signaling pathway plays an important role in the modulation of the
cytoskeleton of HTMC and synthesis of the ECM[121,274]. Activation of this pathway increases
resistance to outflow, while inhibition of it reduces IOP[104,122]. In a previous study using a primary
culture of HTMC in 2D and 3D, we demonstrated that the ROCK-1, Y-27632, was able to reverse TGF-
B2-induced cytoskeletal and ECM rearrangements| 14]. By further exploring the potential of ROCK-i in
this HTMEx model, we may gain a deeper understanding of glaucoma pathology and improve treatment

options for patients.

In addition, this study highlights that the interrelated Wnt, TGF-p, and bone morphogenic proteins (BMP)
pathways, which play critical roles in regulating IOP homeostasis, are modulated in HTMEx exposed to

TGF-B2 [313,317,318]. Due to their structural similarity and shared signaling modalities, BMPs are

likely to function interactively with TGF-f to participate in various cellular processes such as

fibrosis[309-311]. The balance between the activation of TGFB-dependent SMADs (SMAD2/3) and

BMP-dependent SMADs (SMAD1/5/8) is regulated by competition for assembly with SMAD4 and

inhibitory action by SMAD7, which downregulates TGFB1R and SMAD?2. It is also worth noting that

BMP ligands can bind to and activate TGFp receptors, allowing BMP2 to induce SMAD2 and SMAD3

phosphorylation[309].

These pathways represent potential therapeutic targets for treating the glaucomatous trabecular
meshwork. For instance, BAMBI has been shown to negatively regulate TGFp signaling, and inhibition
of it altered ECM expression in TM and reduced aqueous humor outflow in mice, indicating its potential
for regulating IOP and treating glaucoma[319]. Similarly, Smad7 is a key molecular switch that inhibits
TGF-pB2 signaling, and therapeutic modulation of Smad7 may be a promising approach to influencing

ECM turnover in the TM and treating POAG[311].
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Wnt/B-catenin signaling in the TM is necessary for maintaining normal IOP, and its inhibition leads to
ocular hypertension[320]. The Wnt/p-catenin signaling inhibitor, secreted frizzled-related protein 1
(sFRP1), is increased in glaucomatous TMC as well as in the aqueous humor of glaucoma patients[312].
Cross-inhibition mediated by Smad4 and B-catenin has been described between the TGFB/Smad and
canonical Wnt pathways in the TM[312]. Interestingly, we report herein that TGF-B2 treatment of
HTMEX increases the expression of f-catenin and several Wnt ligands (Wnt2, 4, 5) and receptor (FZD6).
[301]

The most significant DEG we identified was Cartilage Intermediate Layer Protein (CILP). This protein
is a matrix protein of human articular cartilage and has been associated with several cartilage-related
diseases[321]. CILP has also been recognized as a significant mediator of cardiac remodeling and heart
failure through its role in regulating extracellular matrix (ECM) metabolism. Recent research has shown
that CILP-1 may have antifibrotic properties in pressure overload-induced fibrotic remodeling by
interfering with TGF-B1 signaling[322-325]. This suggests that CILP could be a promising therapeutic
agent to reverse the TM remodeling in glaucoma. However, additional studies are necessary to determine

the effect of CILP blockade on ECM protein expression in the TM.

Finally, among the top 50 DEGs after TGF-B2 treatment, we identified genes involved in the ephrin
signaling pathway (EPHB2, EPHB1, NGEF). Ephrin signaling has been reported to play a role in axonal
survival in a mouse model of glaucoma. A genome-wide expression profiling on leukocytes of patients
with POAG reported ephrin receptor signaling among the most significantly altered canonical pathways
in POAG [326,327]. There has been limited research on the ephrin signaling pathway in the TM, but a
study conducted by Vittal et al. reported that ephrin-B2 was upregulated in the TM in response to
mechanical stretching[328]. The authors suggested that upregulation of ephrin-B2 could be important
for maintaining the ECM of the TM and could be involved in modulating the Rho A-cytoskeletal changes
that occur during mechanical stretching of TM cells[328].

This study thoroughly characterizes the genes that are differentially expressed in response to TGF-B2 in
human TM tissue. Identification and characterization of TGF-B2-induced differentially expressed genes
and pathways in the human TM are crucial for understanding the pathophysiology of glaucoma and

developing or testing new therapeutics.
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Supplementary information:

Supplementary figure 1: A. Microscopic photograph showing trabecular meshwork dissection on a human donor
corneoscleral ring. The detached trabecular meshwork is indicated by the white arrow. B. Untreated specimen of HTMEx
imaged by CellVoyager™ CQ1 (scale bar 100pm). Actin filaments are visualized using the alpha-SMA antibody (green), and
nuclei are counterstained with DAPI (blue).

Tableau 12 (supplementary) : donors description.
na: not available, F: female, M: male, date format : dd/mm/yyyy.

Donor Gender Age (years)  Cause of death Date of Date of
harvest dissection
T™1 na 67 respiratory accident 05/05/2022 20/05/2022
TM2 F 86 malignant tumor 31/05/2022 17/06/2022
TM3 M 76 respiratory accident 21/05/2022 15/07/2022
T™M4 na 65 heart attack 29/06/2022 21/07/2022
T™S M 56 malignant tumor 01/07/2022 21/07/2022
TM6 F 78 heart attack 25/05/2022 18/05/2022
™7 M 79 malignant tumor 29/04/2022 19/05/2022
TMS8 M 79 malignant tumor 29/04/2022 19/05/2022
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Supplementary figure 2: Principal Component Analysis (PCA) plot showing the distribution of samples across the two
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Tableau 13 (supplementary) : Comparison of the gene expression of Callaghan's HTM cell culture model with our

HTMEX model, both of which were treated with TGF-§2.

Top 50 upregulated genes (HTMEx vs HTM cells culture), ranked by binary logarithm of fold change (1og2FC). For each gene

identifier, name, log2FC, and adjusted p-value (padj) are shown.

GenelD
CDH19
KRT6A
NPNT
PCP4
PTPRZ1

KRTS
HA4C3
S100B
DSG3
CLDNS
TYRP1
PMP2
RNASE1

PLVAP

TYR
HLA-DRBI1

CASQ2
ALKAL2
MMP9
SLC35F1
TMEMI176B
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Description

cadherin 19

keratin 6A

nephronectin

Purkinje cell protein 4

protein tyrosine phosphatase receptor
type Z1

keratin 5

H4 clustered histone 3

S100 calcium binding protein B
desmoglein 3

claudin 5

tyrosinase related protein 1
peripheral myelin protein 2

ribonuclease A family member 1,
pancreatic

plasmalemma  vesicle associated
protein

tyrosinase

major histocompatibility complex,

class I, DR beta 1

calsequestrin 2

ALK and LTK ligand 2

matrix metallopeptidase 9

solute carrier family 35 member F1
transmembrane protein 176B

40

baseMean
3836.17
3781.83
3927.42
7737.83
1379.00

1484.33
1924.00
828.42
639.92
633.25
5970.26
530.08
503.08

564.75

842.50
1555.00

547.92
1141.00
692.92
512.09
2081.34

60

log2FC
12.68
12.66
12.04
11.85
11.20

11.05
10.68
10.21
10.10
10.08
9.91
9.82
9.75

9.65

9.64
9.38

9.19
9.00
8.95
8.92
8.76

padj

4.4E-62
1.6E-18
7.4E-48
3.0E-66
5.2E-48

1.9E-15
1.6E-82
5.5E-43
6.0E-11
1.4E-37
1.2E-54
1.5E-39
2.3E-36

4.0E-34

3.7E-58
1.3E-41

1.4E-43
2.3E-67
2.1E-38
1.2E-37
5.7E-38



HLA-DRA major histocompatibility complex, 2460.93 8.53 5.2E-45

class II, DR alpha
CCN3 cellular ~ communication network 2088.11 8.21 4.7E-41
factor 3
PECAM1 platelet and endothelial cell adhesion 904.84 8.16 6.2E-69
molecule 1
KRT14 keratin 14 2734.68 7.87 4.7E-10
PDK4 pyruvate dehydrogenase kinase 4 951.17 7.78 1.0E-60
SMOC2 SPARC related modular calcium 1152.50 7.74 1.9E-17
binding 2
TMEM176A transmembrane protein 176A 942.67 7.73 6.5E-26
ASPA aspartoacylase 591.59 7.71 1.8E-43
PMEL premelanosome protein 2020.51 7.58 5.3E-65
COL9A3 collagen type IX alpha 3 chain 878.09 7.55 1.0E-72
CTSV cathepsin V 928.10 7.39 1.2E-09
ITGB4 integrin subunit beta 4 839.93 7.28 2.9E-67
DES desmin 2878.21 7.27 1.0E-22
TREM1 triggering receptor expressed on 1786.93 7.15 3.6E-33
myeloid cells 1
MTI1G metallothionein 1G 696.84 7.11 3.7E-23
APOE apolipoprotein E 2698.11 6.98 2.8E-80
ESAM endothelial cell adhesion molecule 571.25 6.96 5.1E-47
CSF3 colony stimulating factor 3 752.51 6.94 6.5E-19
SBSPON somatomedin B and thrombospondin  968.67 6.86 1.7E-30
type 1 domain containing
IL1IRN interleukin 1 receptor antagonist 649.25 6.82 7.4E-14
PLP1 proteolipid protein 1 1747.18 6.82 1.9E-30
SPARCLI1 SPARC like 1 1263.00 6.61 1.5E-25
SPP1 secreted phosphoprotein 1 6442.62 6.57 2.0E-25
CLDN4 claudin 4 703.09 6.57 6.1E-17
CHL1 cell adhesion molecule L1 like 635.77 6.56 5.8E-26
RGS16 regulator of G protein signaling 16 1279.61 6.56 9.0E-138
CXCR4 C-X-C motif chemokine receptor 4 579.09 6.51 3.1E-29
CBLN2 cerebellin 2 precursor 853.08 6.45 2.6E-14
BEX2 brain expressed X-linked 2 527.67 6.40 3.0E-29

Tableau 14 (suppplementary) : Reactome Pathway enrichment results for the top 137 upregulated genes in HTMEx
compared to Callaghan's dissociated HTMC culture model.

Description pvalue padj Count GenelD

Extracellular matrix 7.98E-05 0.006 10 ITGA10, SPP1, ITGBS, CTSV,

organization A2M, ITGB4, PECAM1, BMP2,
MMP9, COL9A3

MHC class II antigen 0.0003 0.016 6 CD74, HLA-DRA, HLA-DPBI,

presentation HLA-DPAI, HLA-DRBI,
CTSV

Formation of the 0.0004 0.017 6 KRTS, KRT6A, KRT14,

cornified envelope KRT16, KRT17, DSG3

Integrin cell surface 0.0004 0.017 5 ITGA10, SPP1, ITGBS,

interactions PECAMI1, COL9A3

Cell junction 0.0006 0.021 5 CLDN4, KRTS5, ITGB4,

organization KRT14, CLDNS

Post-translational 0.0013 0.037 5 VWAI1, SPARCLI, SPPI,

protein CHGB, APOE

phosphorylation

Regulation of Insulin- 0.0024 0.050 5 VWAI1, SPARCLI, SPPI,

like Growth Factor CHGB, APOE

(IGF) transport and
uptake by Insulin-like
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Growth Factor Binding
Proteins (IGFBPs)

Translocation of ZAP- 1.05E-05 0.003 4 HLA-DRA, HLA-DPBI1, HLA-
70 to Immunological DPA1, HLA-DRBI
synapse
Assembly of collagen 0.0011 0.035 4 CTSV, ITGB4, MMP9I,
fibrils and other COL9A3
multimeric structures
Plasma lipoprotein  0.0018 0.043 4 A2M, ANGPTLA4, APOE,
assembly, remodeling, ABCGI1
and clearance
Type I hemidesmosome 6.44E-05 0.006 3 KRTS, ITGB4, KRT14
assembly
Plasma lipoprotein 0.0014 0.038 3 ANGPTL4, APOE, ABCG1
remodeling
HDL remodeling 0.0024 0.050 2 APOE, ABCG1
5|cTL TMa TGF_ TM6
OCTL_TM2 TGF_TM2
oCTL TM5 TGF_TM5 °
CTL TM1 TGF_TM8
- TGF_TMTe
0 CTL_TM6 TGF_TM7
(0]
(]
e
8
o _5| CTY,_T™8 Condition
S e CTL
5 ® TGF
&
O
210
-15 CTL _TM7
- TGF_T3
-10 -5 0 5 10

PC1: 59% variance

Supplementary figure 3: Principal Component Analysis (PCA) plot showing the distribution of samples across the two
conditions (TGF-B2 (TGF) versus vehicle (CTL) after the application of a donor effect correction.

Tableau 15 (supplementary) : Top 50 upregulated genes (TGF versus CTL), ranked by binary logarithm of fold change
(10g2FC) after we apply a donor effect correction.
For each gene identifier, name, log2FC, and adjusted p-value (padj) are presented.

GenelD Description baseMean log2FC padj
LEFTY2 Left-right determination factor 2 65.16 5.15 5.55E-59
CILP Cartilage intermediate layer protein 392.33 4.72 9.55E-291
ODAPH Odontogenesis associated phosphoprotein 215.39 4.58 1.13E-142
COLY9A1 Collagen type IX alpha 1 chain 142.92 3.67 1.06E-122
PTPRQ Protein tyrosine phosphatase receptor type Q 648.30 3.46 5.70E-242
TECTB Tectorin beta 53.72 3.43 1.59E-50
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DHRS2
SYNDIG1
KANK4
TSGA10IP

LINCO01705
PRG4
SULTI1B1
NGEF
SLC22A3
COL10A1
POSTN
GPR183

GALNT9

LINCO01614
TSPAN2
LMCD1
HASI1
SMAD7
FOXS1

LPO
ENSG0000028601
3

NOX4

LDLRAD4

SERPINE1
ENSG0000022761
9

H1-9P
ACTC1
ZNF365

GPAM
EPHB1
EGR2
ALKAL2
GPR68
APCDD1L

LINC01943
ELN
DNAI3
ADAM12

CHAC1

Dehydrogenase/reductase 2
Synapse differentiation inducing 1
KN motif and ankyrin repeat domains 4

Testis specific 10 interacting protein
Long intergenic non-protein coding RNA
1705

Proteoglycan 4

Sulfotransferase family 1B member 1
Neuronal guanine nucleotide exchange factor
Solute carrier family 22 member 3

Collagen type X alpha 1 chain

Periostin

G protein-coupled receptor 183

Polypeptide N-
acetylgalactosaminyltransferase 9

Long intergenic non-protein coding RNA
1614

Tetraspanin 2

LIM and cysteine rich domains 1
Hyaluronan synthase 1

SMAD family member 7
Forkhead box S1

Lactoperoxidase

Novel transcript

NADPH oxidase 4
Low density lipoprotein receptor class A
domain containing 4

Serpin family E member 1

Novel transcript
H1.9 linker histone. pseudogene
Actin alpha cardiac muscle 1

Zinc finger protein 365
Glycerol-3-phosphate
mitochondrial

EPH receptor B1

Early growth response 2
ALK and LTK ligand 2

G protein-coupled receptor 68

APC down-regulated 1 like
Long intergenic non-protein coding RNA
1943

Elastin

acyltransferase.

Dynein axonemal intermediate chain 3

ADAM metallopeptidase domain 12
Chac  glutathione  specific
glutamylcyclotransferase 1

gamma-

170.08
91.49

122.59
125.20

72.74
2234.21
105.13
126.99
236.89
79.57
469.57
436.13

100.83

59.37
2296.27
379.38
189.34
670.68
81.40
72.93

59.07
1782.80

532.53
12978.57

1317.74
75.58
117.98
308.98

558.50
126.42
325.45
1135.18
149.45
88.42

52.89

618.11
497.23
534.74

329.52

3.38
3.12
3.07
2.76

2.75
2.63
2.62
2.55
2.52
2.40
231
2.30

2.28

2.28
2.26
2.25
2.24
2.20
2.20
2.18

2.17
2.03

1.99
1.99

1.97
1.95
1.94
1.93

1.92
1.91
1.91
1.86
1.85
1.81

1.81
1.80
1.79
1.78

1.78

4.34E-134
7.77E-80
1.06E-88
3.73E-88

1.65E-40
1.65E-181
1.52E-69
6.88E-82
3.32E-119
7.03E-50
9.56E-130
9.60E-135

1.52E-57

6.52E-37
3.29E-193
1.08E-115
5.94E-76
1.55E-151
6.44E-46
1.69E-43

1.21E-36
4.74E-153

3.29E-118
7.73E-158

1.54E-134
6.63E-38
2.06E-19
5.08E-94

4.36E-115
7.29E-51
9.76E-94
1.12E-104
8.98E-37
3.77E-39

5.31E-25
1.04E-87
6.76E-93
6.22E-92

5.94E-76
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FSTL3 Follistatin like 3 5067.65 1.76 1.38E-129

SH2D2A SH2 domain containing 2A 56.34 1.74 1.45E-25
GRB14 Growth factor receptor bound protein 14 384.19 1.72 1.51E-80
PLPP4 Phospholipid phosphatase 4 409.79 1.70 3.96E-82
ASB2 Ankyrin repeat and SOCS box containing 2 298.34 1.68 2.13E-72

Tableau 16 (supplementary) : Top 50 downregulated genes (TGF versus CTL), ranked by binary logarithm of fold
change (log2FC) after we apply a donor effect correction.
For each gene identifier, name, log2FC, and adjusted p-value (pad;j) are presented.

baseMea log2FoldChan

GenelD description n ge padj
EDN3 endothelin 3 253,26 -4,12 1,47E-41
SFRP2 secreted frizzled related protein 2 125,38 -3,46 2,87E-74
6,11E-
CEMIP cell migration inducing hyaluronidase 1 7373,62  -3,27 272
0,00E+0
RARRESI1 retinoic acid receptor responder 1 800,73 -3,23 0
3,70E-
ETNPPL ethanolamine-phosphate phospho-lyase 218,35 -3,14 132
3,54E-
FAM107A family with sequence similarity 107 member A 396,59 -3,09 205
1,22E-
PCK1 phosphoenolpyruvate carboxykinase 1 221,74 -2,85 118
1,40E-
SCARAS scavenger receptor class A member 5 462,24 -2,71 145
2,86E-
CSF3 colony stimulating factor 3 2611,87 -2,42 188
6,82E-
CHI3L1 chitinase 3 like 1 9981,64 -2,41 175
8,80E-
Ccp ceruloplasmin 438,70 -2,38 148
COL14A1 collagen type XIV alpha I chain 70,88 -2,25 2,46E-45
HAPLN1 hyaluronan and proteoglycan link protein 1 90,11 -2,25 1,42E-03
1,12E-
STC1 stanniocalcin 1 30126,07 -2,22 163
1,54E-
VMO1 vitelline membrane outer layer | homolog 1073,45 -2,21 181
8,90E-
CXCL1 C-X-C motif chemokine ligand 1 1609,37 -2,21 174
2,95E-
VCAM1 vascular cell adhesion molecule 1 2879,62  -2,20 153
9,78E-
C2CD4A C2 calcium dependent domain containing 4A 322,86 -2,20 103
DPP4 dipeptidyl peptidase 4 208,57 -2,18 2,52E-93
BMPER BMP binding endothelial regulator 105,72 -2,17 1,77E-58
CAMKI1G calcium/calmodulin dependent protein kinase IG 85,20 -1,99 3,37E-43
IL1RL1 interleukin 1 receptor like 1 372,21 -1,94 1,41E-93
GPRS88 G protein-coupled receptor 88 73,12 -1,83 6,74E-32
SECTM1 secreted and transmembrane 1 103,09 -1,81 9,98E-41
BMP5 bone morphogenetic protein 5 259,91 -1,78 8,12E-78
TMCS transmembrane channel like 5 187,09 -1,77 1,33E-58
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LXN
WFDC1
LMLN2
PDE7B
LINC02432
LRRN3
GAS1
CD36
MMP3
WDR386
ABHD17C
GO0S2
SSTR2
CXCL6
GALNT15
FGF7
BMP4
HSD11B1

CSGALNACT

1

GABRB1
IGFBP6
ARHGAP29
S100A8
OGN

latexin

WAP four-disulfide core domain 1

None

phosphodiesterase 7B

long intergenic non-protein coding RNA 2432
leucine rich repeat neuronal 3

growth arrest specific |

CD36 molecule

matrix metallopeptidase 3

WD repeat domain 86

abhydrolase domain containing 17C, depalmitoylase
GO0/G1 switch 2

somatostatin receptor 2

C-X-C motif chemokine ligand 6

polypeptide N-acetylgalactosaminyltransferase 15
fibroblast growth factor 7

bone morphogenetic protein 4

hydroxysteroid 11-beta dehydrogenase 1
chondroitin sulfate N-
acetylgalactosaminyltransferase 1

gamma-aminobutyric acid type A receptor subunit

betal

insulin like growth factor binding protein 6
Rho GTPase activating protein 29

S100 calcium binding protein A8

osteoglycin

1538,74
1141,84
102,98
301,00
58,24
148,47
866,51
63,04
3908,43
85,93
920,67
1125,23
113,12
1288,69
232,20
2396,08
509,47
2468,84

601,01

82,77
4434,65
1343,07
299,75
88,45

-1,75
1,72
1,71
-1,70
-1,68
-1,66
-1,65
-1,64
-1,64
-1,62
-1,61
-1,58
-1,57
-1,57
-1,54
-1,54
-1,54
-1,53

-1,51

-1,50
-1,49
-1,49
-1,49
1,47

1,12E-
108

433E-14
6,79E-03
5,34E-68
4,47E-24
3,20E-50
8,64E-83
1,10E-22
1,54E-93
5,76E-31
5,61E-90
1,80E-89
1,99E-36
2,59E-74
1,23E-55
9,49E-83
1,57E-65
1,91E-86

1,28E-66

3,80E-04
8,89E-79
5,45E-81
7,61E-06
1,73E-27
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Role du TNF-a dans la physiopathologie de la dégénérescence trabéculaire dans le

glaucome et équilibre avec le TGF-[2

Contexte et objectif

Nous disposons donc d’un modéle de trabéculum humain ex vivo permettant une analyse au niveau de
I’organisation de la matrice et des cellules ainsi qu’au niveau moléculaire. Il ouvre un champ de
recherche trés large couvrant la physiopathologie, la toxicologie, et le criblage de molécules
thérapeutiques. Nous avons tout d’abord étudié¢ sur ce modele I’effet de la cytokine pro-inflammatoire
TNF-0, connue pour contrebalancer le TGF-B2. Nous avons pu mesurer leur effet contradictoire sur
I’organisation de la matrice, sur les cytokines relarguées par les cellules, et sur la modulation de la
transcription des génes impliqués dans la fibrose, l'inflammation, l'apoptose et la réponse au stress

oxydant.

Dans cette étude, nous avons utilisé la technique de RNA-seq pour comparer 1'effet du TGF-B2 et du
TNF-a, individuellement et combinés, sur des explants de trabéculum humain (HTMEX) en termes de
fibrose, d'inflammation, d'apoptose et de réponse au stress oxydant. En menant ces analyses, nous visons
a acquérir une compréhension plus compléte de la réponse inflammatoire et du remodelage de la MEC
dans le trabéculum, ce qui pourrait éventuellement conduire au développement de nouvelles stratégies

thérapeutiques pour le glaucome.

Article 4 : Analysis of the TNF-a/TGF-p2 balance in glaucomatous trabecular dysfunction in an

ex vivo human trabecular meshwork explant model.

J Buffault, E Reboussin, L Riancho, F Blond, C Baudouin, F Brignole-Baudouin
Introduction

Glaucoma is a leading cause of irreversible blindness worldwide, and elevated intraocular pressure (IOP)
is the most significant risk factor for the disease. The trabecular meshwork (TM) is a crucial structure

in regulating IOP, and dysfunction of this tissue is strongly associated with glaucoma.

The importance of the balance between transforming growth factor-beta (TGF-f) and tumor necrosis
factor-alpha (TNF-a) TNF-a is well known in numerous chronic inflammatory pathologies (Crohn's,
sarcoidosis, theumatoid arthritis)[329,330]. Some anti-TNFs treatments act by increasing the production
of TGF-B [331]. The interplay between TGF- and TNF-a has shown to regulate non-tumorigenic

processes such as fibrosis, senescence and autophagy as well [332,333].
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TNF-a and TGF-B2 are two cytokines known to be involved in the regulation of the TM. TNF-a is a
pro-inflammatory and pro-apoptotic cytokine that plays a major role in glaucomatous optic neuropathy
by causing oxidative stress and apoptosis of RGCs [334]. TNF-a has been shown to reduce TM cell
viability, while TGF-B2 is known to promote TM cell cytoskeleton reorganizations and ECM synthesis.
TGF-B is involved in the physiopathology of tissue repair and fibrosis [262,335]. In contrast, TNF-a

has an opposite matrix-remodeling function [336].

In this study, we used a multi-pronged approach, utilizing RNA-seq, quantitative analysis of soluble
proteins via multiplex assay, and immunohistochemistry. Our objective was to assess and compare the
impact of TGF-B2 and TNF-a, both individually and in combination, on human trabecular meshwork
explants (HTMEXx). We focused our investigation on key factors including fibrosis, inflammation,

apoptosis, and the oxidative stress response within the TM.

Material and methods

Trabecular meshwork sample collection and exposure to TGF-S2 and TNF-a

Human TM were carefully dissected from non-glaucomatous donor tissue corneoscleral rings after
corneal graft. All donor tissues were obtained and managed following the guidelines of the Declaration
of Helsinki for research involving human tissue. Human tissues were provided by tissue biobank of the
Etablissement Francais du Sang (EFS), which ensured complete anonymization. All donors were aged
between 56 and 86 years of age. After dissection, the TM was transported in Cornea Jet conservation
medium (Eurobio Scientific, Les Ulis, France) at room temperature (RT). The TM samples were placed
in a 12-well plat and stimulated with recombinant human TGF-B2 (PeproTech Inc., cat number 100-35B,
Thermo Fisher Scientific, MA, USA) at a concentration of 5 ng/mL or with recombinant human TNF-a
(R&D Systems, cat number 210-TA-020, Bio-Techne, MN, USA) at 40ng/ml or both combined for 48
hours in DMEM/F12 (Gibco, cat number 11320), 1% penicillin and streptomycin solution (penicillin
10,000 U/mL, streptomycin 10,000 pg/mL), and 0.001% BSA. Vehicle control explants were incubated
with equal volumes of DMEM/F12, 1% penicillin and streptomycin solution (penicillin 10,000 U/mL,
streptomycin 10,000 pg/mL), and 0.001% BSA (Sigma, UK).

Immunocytochemistry

The HTMEx were fixed with 4% paraformaldehyde overnight at 4°C and rinsed in 1x PBS before the
immunofluorescence procedure. The effects on the organization of both the cytoskeleton and the ECM
were characterized in immunocytochemistry using antibodies, anti-alpha-SMA (Rabbit, Abcam ab5694,
1/100 dilution) and anti-fibronectin (Mouse, R&D Systems MAB19181, 1/100 dilution). HTMEx were
incubated for 2h at RT in a blocking buffer (5% BSA, 2% Triton X-100, and 0.5% Tween20, in 1x PBS)
and left to incubate overnight at 4°C in the incubation buffer (2.5% BSA, 1% Triton X-100 and 0.25%
Tween20, in 1x PBS) with the aforesaid antibodies. The HTMEx were then rinsed in 1x PBS and
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incubated with the corresponding secondary antibodies (Donkey anti-rabbit, conjugated to Alexa fluor
488 (Thermo Fisher, A21206)), at a dilution of 1/1000 for 1h at RT. The nuclei were stained with DAPI
(1/1000). Finally, HTMEx were washed and mounted in Fluoromount (Sigma Aldrich, ref. F4680-
25ML). Confocal laser scanning microscopy was performed using an Olympus IX81 confocal
microscope coupled to Fluoview software (Olympus, Ver 4.2), and the images were acquired at 200x
magnification. Confocal 3D images were processed using Imaris3D™ software (Bitplane AG, Zurich,
Switzerland). All confocal images from the same experiment were captured using the same laser

intensity and gain settings, so that the intensities of different samples could be compared.

Determination of the serum levels of soluble proteins by multiplex Luminex Assay

Supernatants of the HTMEx exposed to various conditions were collected and stored at -80°C until use.
Levels of the following soluble proteins: TNF-a, IFN-y, 1L-6, IL-1p, IL-8, IL-10, CCL2 and matrix
metalloproteinase (MMP)-1, -3, -9, and -12 were assayed using the multiplex Human Magnetic Luminex
Assay (cat. no. LXSAHM-11; R&D Systems, Inc.) according to the manufacturer's instructions.
Quantification of proteins were determined using the Bio-Rad analyzer Bio-Plex 200 System and its
software (Bio-Rad Laboratories Inc.). All samples were tested at least in duplicate. The concentration of
each soluble protein was normalized to the total amount of protein in each sample quantified with BCA

Protein assay (Thermo Scientific Kit Pierce BCA Protein Assay Kit 23227).

RNA-seq of stimulated HTMEx

For whole transcriptome analysis, 15 human HTMEx exposed for 48h to vehicle or TGF-B2 (5ng/ml),
or TNF-a (40ng/ml), or both combined were prepared. After tissue lysis, total RNA from HTMEx was
extracted using the Nucleo Spin RNA XS kit (Macherey-Nagel ref. 740902.50, Fisher Scientific)
according to manufacturer’s specifications. Total RNA was quantified, and its quality was determined
using a BioAnalyser 2100 with the RNA 6000 pico Kit (Agilent Technologies, Leuven, Belgium). RNA
samples with a RNA intergrity number (RIN) greater than 8 were selected for RNA-seq analysis. 22
mRNA libraries were prepared: 8 control, 7 TGF-B2 treated, 3 TNF-a treated and 4 TGF-B2 and TNF-a
combined. Amplification and RNA sequencing experiments were conducted at iGenSeq (Institut du
Cerveau (ICM), Paris, France) using SmartSeq (Takara), Nextera XT (Illumina), and NovaSeq 6000 SP
Reagent Kit (200 cycles) (Illumina) from 3.5 ng of total RNA per sample.

Normalization and differential expression values were computed with Internet-baseD tool for the

Visualization and exploration of RNA-Seq data (EYE DVseq, Institut de la Vision, Paris, France).

Reactome enrichment analysis was carried out to investigate relationships between the significantly

expressed genes.

Characterization
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TM characterization was carried out as previously reported (article 4).
Results
TGFpB2 and TNF-o. induced F-actin rearrangements and ECM deposition in the HTMEx

In contrast to the untreated HTMEx, where alpha-SMA labeling was diffuse in the cytosol, exposure to
TGF-B2 at Sng/ml for 48 hours resulted in rearrangements of actin cytoskeleton, with cells appearing
more elongated, and fiber visualization becoming sharper and more extensive (figure 22). Exposure to
TNF-a at 40 ng/ml for 48h disrupted actin cytoskeleton and and drastically reduced fibronectin deposits
compared to TGF-B2 but also to the control group. When the two treatments were combined, the aspect
of the organization of the explant resembled that of TNF-a alone, with cells with a disrupted cytoskeleton

and less intense fibronectin labeling (figure 22).

X200
Alpha-SMA Fibronectin Merge

Vehicle 48h

TGF-f32
Sng/ml 48h

TNF-alpha
40 ng/ml 48h

TGF-f2 5ng/ml
+ TNF-alpha
40 ng/ml 48h

Figure 22 : Representative confocal microscopy images of HTMEx showing cytoskeletal and ECM remodeling after
TGF-$2 (5ng/ml), TNF-a (40ng/ml) or both treatments exposure for 48 hours at x200 magnification

F-actin filaments were visualized with anti-alpha-SMA antibody (green), ECM with anti-fibronectin antibody (red) and nuclei
were counterstained with DAPI (blue). For each image, the side of the looser TM in relation to the anterior chamber (AC) is at
the top and the tighter side in relation with Schlemm's canal (SC) at the bottom. The juxtacanalar region of the TM exhibits a
higher labeling intensity of fibronectin and alpha-SMA, with a more intense labeling seen in explants exposed to TGF-p2.
TNF-a decreases alpha-SMA and fibronectin labeling in the HTMEx.

Differential Gene Expressions in HTMEx following TNF-a treatments compared to TGF-f2 treatment
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To determine changes in gene expressions induced by TNF-o compared to a model reproducing the
POAG-associated TM induced by TGF-2. HTMEx were exposed to 5 ng/ml TGF-B2 for 48 hours or
to 40 ng/ml TNF-a for 48h or both treatments for 48 hours and analyzed using RNA-Seq. The top 50
most up- and downregulated genes (TNF-a versus TGF-f2) were ranked by log Fold Change and are

shown in Tables 17 and 18, respectively.

Among the most differentially expressed genes (TNF-a versus TGF-B2), eleven coded for chemokines
or cytokines (CXCL10, CXCL11, IL1B, CCL20, CCLS5, CXCLS8, CCL2, IL32, CXCL1, CXCLS,
CXCL6) confirming the pro-inflammatory action of TNF alpha. We also observed an effect on the
degradation of the ECM with five genes coding for MMPs (MMP12, MMP13, MMP3, MMP1, MMP9),
which counteracts the profibrotic action of TGF-p2.

This is consistent with the most downregulated genes (TNF-a versus TGF-B2), that were mainly coding

for ECM components (COL9A1, COL10A1, ELN, VCAN, PRG4, COL6A3, COL15A1, SGCD).

Tableau 17 : Top 50 upregulated genes (TNF-a versus TGF-§2)
ranked by binary logarithm of fold change (log2FC). For each gene identifiers, description, base mean, log2FC, and adjusted

p-value (padj) are shown.

Gene ID Description Base Mean log2FC padj

CXCL10 C-X-C motif chemokine ligand 10 617.61 6.85 4.28E-29
OR2I1P olfactory receptor family 2 subfamily I 480.59 6.33 9.46E-15

member 1 pseudogene

P13 peptidase inhibitor 3 6391.94 6.31 1.30E-08
CXCL11 C-X-C motif chemokine ligand 11 116.70 5.86 6.59E-17
FDCSP follicular dendritic cell secreted protein 5079.81 5.70 4.24E-16
CLDN1 claudin 1 984.08 5.50 1.02E-04
SELE selectin E 159.85 5.08 7.26E-19
IDO1 indoleamine 2,3-dioxygenase | 406.70 5.02 8.95E-23
LCE3E late cornified envelope 3E 128.49 4.98 2.17E-02
MMP12 matrix metallopeptidase 12 615.86 4.94 1.26E-06
SERPINB2 serpin family B member 2 1347.53 4.94 1.45E-04
IL1B interleukin 1 beta 521.06 4.61 1.37E-12
MMP13 matrix metallopeptidase 13 112.98 4.56 1.24E-16
CCL20 C-C motif chemokine ligand 20 736.88 4.47 1.75E-17
BIRC3 baculoviral IAP repeat containing 3 4080.23 443 1.27E-21
MMP3 matrix metallopeptidase 3 12008.52 4.42 6.16E-14
CSTA cystatin A 1225.45 4.33 2.97E-02
WFDC2 WAP four-disulfide core domain 2 263.66 4.30 2.18E-07
CCLS C-C motif chemokine ligand 5 334.09 4.28 4.58E-04
NT Novel transcript 134.36 4.25 1.89E-14
MRGPRX3 MAS related GPR family member X3 177.35 4.25 2.97E-07
C150rf48 chromosom 15 open reading frame 48 515.23 3.97 7.84E-04
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LCE3D
CXCLS
MTI1G
CCL2

CFB
MMP1
PNLIPRP3
1132

TSLP

NT

MMP9
CXCL1
RHBDL2
LRRN3
LINC02732
TNFAIP6
TNFAIP3
MT1H
VCAM1
FAM177B

SOD2
NOD2

PTX3
GNA15
ICAM1
CXCLS
CXCL6
GCH1

late cornified envelope 3D
C-X-C motif chemokine ligand 8
metallothionein 1G

C-C motif chemokine ligand 2
complement factor B

matrix metallopeptidase 1
pancreatic lipase related protein 3
interleukin 32

thymic stromal lymphopoietin
Novel transcript

matrix metallopeptidase 9
C-X-C motif chemokine ligand 1
rhomboid like 2

leucine rich repeat neuronal 3

long intergenic non-protein coding RNA 2732

TNF alpha induced protein 6
TNF alpha induced protein 3
metallothionein 1H

vascular cell adhesion molecule 1

family with sequence similarity 177 member

B
superoxide dismutase 2

nucleotide binding oligomerization domain

containing 2
pentraxin 3

G protein subunit alpha 15
intercellular adhesion molecule 1
C-X-C motif chemokine ligand 5
C-X-C motif chemokine ligand 6
GTP cyclohydrolase 1

361.66
43716.65
4850.81
16788.10
165.68
3096.26
150.55
1529.96
701.01
108.47
4129.18
3582.41
100.59
340.42
937.96
7123.94
2014.08
955.60
4073.91
285.14

83870.68
141.43

931.79
140.38
3656.79
4610.17
3008.28
394.80

3.96
3.94
3.85
3.79
3.78
3.72
3.72
3.68
3.64
3.62
3.56
3.53
3.48
3.44
3.43
3.32
3.30
3.30
3.25
3.21

3.17
3.15

3.14
3.14
3.12
3.11
3.10
3.09

4.66E-02
2.35E-15
9.56E-06
2.31E-25
3.97E-09
2.13E-13
1.05E-05
1.04E-15
7.63E-12
1.09E-13
1.11E-02
2.94E-03
2.88E-02
1.54E-10
2.91E-06
6.54E-11
9.80E-12
2.61E-02
1.59E-07
1.38E-08

3.16E-11
1.09E-09

9.87E-06
3.67E-02
2.66E-12
2.19E-07
2.01E-04
5.76E-10

Tableau 18 : Top 50 downregulated genes (TNF-a versus TGF-p2)
ranked by binary logarithm of fold change (log2FC). For each gene identifiers, description, base mean, log2FC, and adjusted
p-value (padj) are shown.

GenelD Description baseMean log2FC padj

CILP cartilage intermediate layer protein 310.10 -6.46 6.75E-21
COLY%A1 collagen type IX alpha 1 chain 115.11 -5.45 6.71E-15
COL10A1 collagen type X alpha 1 chain 115.48 -5.23 4.25E-05
WNT16 Wnt family member 16 150.30 -5.03 1.32E-11
DCT dopachrome tautomerase 491.31 -4.77 1.02E-07
TRPM1 transient receptor potential cation 158.52 -4.17 1.84E-03

channel subfamily M member 1
APLNR apelin receptor 197.07 -4.06 1.53E-02
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ELN elastin 473.74 -3.87 4.82E-07
KANK4 KN motif and ankyrin repeat domains 4 118.93 -3.86 7.40E-06
ACE angiotensin I converting enzyme 144.89 -3.82 9.13E-06
NOX4 NADPH oxidase 4 1331.63 -3.79 1.03E-12
LINC02192 long intergenic non-protein coding 117.48 -3.77 1.57E-06
RNA 2192
AQP7P2 aquaporin 7 pseudogene 2 134.00 -3.60 4.35E-03
PMP2 peripheral myelin protein 2 794.83 -3.55 6.28E-09
PLVAP plasmalemma  vesicle  associated 696.29 -3.50 4.12E-05
protein
ANGPTL7  angiopoietin like 7 273.06 -3.48 1.48E-06
ADRA2A adrenoceptor alpha 2A 104.42 -3.47 1.05E-07
VCAN versican 570.65 -3.41 4.31E-07
PRG4 proteoglycan 4 1961.04 -3.36 5.75E-05
POSTN periostin 381.57 -3.31 7.03E-08
SCARA3 scavenger receptor class A member 3 3241.88 -3.22 2.31E-07
COL6A3 collagen type VI alpha 3 chain 735.53 -3.15 9.83E-06
PTPRQ protein tyrosine phosphatase receptor 632.11 -3.14 1.18E-02
type Q
CRLF1 cytokine receptor like factor 1 241.37 -3.13 1.69E-04
PMEL premelanosome protein 2838.29 -3.03 1.77E-02
MFAP4 microfibril associated protein 4 1357.07 -3.01 4.24E-11
ALK ALK receptor tyrosine kinase 179.27 -2.97 9.46E-07
COL15A1 collagen type XV alpha 1 chain 586.76 -2.97 3.53E-04
GFRA3 GDNF family receptor alpha 3 189.19 -2.96 1.73E-03
SPOCK1 SPARC (osteonectin), cwcv and kazal 3636.48 -2.96 3.79E-13
like domains proteoglycan 1
LZTS1 leucine zipper tumor suppressor 1 305.96 -2.92 1.18E-05
SGCD sarcoglycan delta 314.72 -2.90 1.55E-05
SCG2 secretogranin I1 1246.04 -2.88 2.45E-07
LHFPL3- LHFPL3 antisense RNA 1 142.83 -2.83 1.61E-03
IéIS-IIST6 carbohydrate sulfotransferase 6 198.82 -2.81 4.97E-04
ITGA11 integrin subunit alpha 11 483.74 -2.80 3.95E-05
FCGR3A Fc gamma receptor I1la 175.43 -2.80 1.71E-03
OLFM2 olfactomedin 2 209.83 -2.74 1.05E-07
AEBP1 AE binding protein 1 5609.43 -2.73 8.30E-09
AQP7P1 aquaporin 7 pseudogene 1 190.83 -2.72 5.36E-03
HMCN1 hemicentin 1 743.84 -2.69 4.82E-07
HTRA3 HtrA serine peptidase 3 521.43 -2.67 1.94E-06
NCALD neurocalcin delta 203.88 -2.66 5.27E-07
DNAI3 dynein axonemal intermediate chain 3~ 399.73 -2.65 2.91E-05
LRP4 LDL receptor related protein 4 144.66 -2.65 1.15E-06
HEYL hes related family bHLH transcription 187.32 -2.65 1.99E-03
factor with YRPW motif like
ODAPH odontogenesis associated 244.47 -2.64 1.11E-02
phosphoprotein
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TYR tyrosinase 1191.83 -2.64 1.75E-03
NRXN1 neurexin | 540.28 -2.62 7.40E-03

Functional Enrichment and Pathway analysis of differencially expressed genes

Using Reactome enrichment settings on the top 163 upregulated genes of HTMEx treated with TNF-a

vs HTMEX treated with TGF-f2 after applying the following filters: log fold change >1,5 padj <0,05,

base mean > 100, 42 pathways were found statistically significant. The main pathways involved were

chemokine activity, IL-1 -4 -10 and -13 signaling, IFN-alpha, -beta, gamma signaling, Toll like receptor

2,3, 4, 6 cascades, NF-kB signaling. The ECM organization, collagen formation and degradation, and

MMP activation were also found (figure 23 and table 19).
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Figure 23 : Reactome enrichment map showing the 42 pathways involved in interleukins signaling, ECM degradation,

NF-KB signaling and NOD1/2 signaling.

Tableau 19 : Reactome pathway enrichment table of the most upregulated genes in HTMEXx exposed to TNF-o compared

with HTMEXx exposed to TGF-f2 ranked by gene ratio.

Description Gene P adj Gene id
ratio
Chemokine receptors bind 12/123  5.19E-10 CCL20, CXCL6, CXCL2, CXCLI10, CXCLI11,
chemokines CXCL1, CXCL5, CXCL3, CXCL8, CCLS5, CCL7,
CCL2
Interleukin-10 signaling 11/123  5.69E-10  IL1B, IL1A, CCL20, CXCL2, CXCL10, CXCLI1,

CXCLS3, IL6, CCL5, CCL2, ICAM1

Metallothioneins bind metals 6/123 1.04E-07 MTIM, MT1A, MT1F, MT1X, MT1H, MT1G
Response to metal ions 6/123 5.26E-07 MTIM, MT1A, MT1F, MT1X, MT1H, MT1G
Interleukin-4 and interleukin- 11/123  3.12E-06 VCAM1, IL1B, IL1A, CXCLS8, IL6, MMPI,

13 signaling MMP3, CCL2, MMP9, ICAM1, JAK3

Interferon signaling 14/123  4.12B-06  VCAMI1, GBP3, GBP1, GBP4, IF16, RSAD2, IRF1,

HLA-F, IFIT1, OASI, OAS3, IFI27,

ICAM1

ISG20,
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Peptide
receptors

ligand-binding

Interferon alpha/beta signaling
Interleukin-1 family signaling
Interferon gamma signaling
Interleukin-1 signaling

Class a/l
receptors)

(rhodopsin-like

Deubiquitination

Ovarian tumor domain
proteases
Antigen
presentation
Cellular responses to external

stimuli

processing—cross

Gper ligand binding

Er-phagosome pathway

Nucleotide-binding ~ domain,
leucine rich repeat containing

receptor (nlr) signaling
pathways

Activation of matrix
metalloproteinases

Takl activates nfkb by

phosphorylation and activation
of ikks complex

Nod1/2 signaling pathway

G alpha (i) signalling events

Collagen degradation
Ub-specific processing
proteases

Activation of nf-kappab in b
cells

Clec7a (dectin-1) signaling

Degradation of the extracellular
matrix

Senescence-associated
secretory phenotype (sasp)
Zbpl(dai) mediated induction
of type i ifns

Toll-like receptor cascades
Extracellular matrix
organization

Diseases of immune system

14/123

9/123

11/123

9/123

9/123

14/123

13/123

5/123

7/123

16/123

15/123

6/123

5/123

4/123

4/123

4/123
13/123

5/123

9/123

5/123

6/123

7/123

6/123

3/123

7/123

10/123

3/123

4.12E-06

4.30E-06

2.69E-05

4.32E-05

1.03E-04

1.06E-03

1.20E-03

2.10E-03

4.01E-03

4.46E-03

7.80E-03

9.09E-03

9.35E-03

1.10E-02

1.10E-02

1.47E-02
1.51E-02

1.51E-02

1.72E-02

1.72E-02

1.75E-02

1.81E-02

2.50E-02

2.50E-02

2.95E-02

3.19E-02

3.19E-02

CCL20, CXCL6, CXCL2, CXCL10, CXCLII,
CXCL1, CXCLS5, CXCL3, CXCLS, BDKRBI,
CCL5, CCL7, CCL2, C3

IFI6, RSAD2, IRF1, HLA-F, IFIT1, OAS1, OAS3,
IFI127, 1SG20

IL1B, IL1A, IRAK2, PSMBY, IL33, ILISBP,
NFKB2, PSME2, NFKBIA, NOD2, PSMB10
VCAMI, GBP3, GBPI, GBP4, IRFI, HLA-F,
OAS1, OAS3, ICAM1

IL1B, IL1A, IRAK2, PSMB9, NFKB2, PSME2,
NFKBIA, NOD2, PSMB10

CCL20, CXCL6, CXCL2, CXCL10, CXCLI1,
CXCL1, CXCLS5, CXCL3, CXCL8, BDKRBI,
CCL5, CCL7, CCL2, C3

IFIH1, TNIP3, TNIP1, PSMB9, TNFAIP3, H2BC4,
H2BCS5, 1133, BIRC3, PSME2, NFKBIA, NOD2,
PSMB10

IFIH1, TNIP3, TNIP1, TNFAIP3, NOD2

CTSS, VAMPS, TLR2, HLA-F, PSMB9, PSME2,
PSMBI10

IL1A, CXCLS8, SOD2, PSMB9, H2BC4, H2BCS,
CDK6, IL6, PSME2, MTIM, MTIA, MTIF,
MT1X, MT1H, MT1G, PSMB10

CCL20, CXCL6, CXCL2, CXCL10, CXCLI11,

CXCL1, CXCL5, CXCL3, CXCLS, ADM,
BDKRBI, CCL5, CCL7, CCL2, C3

VAMPS, TLR2, HLA-F, PSMB9, PSME2,
PSMB10

IRAK2, TNFAIP3, BIRC3, NFKB2, NOD2

MMP1, MMP3, MMP13, MMP9

IRAK2, NFKB2, NFKBIA, NOD2

IRAK2, TNFAIP3, BIRC3, NOD2

CCL20, CXCL6, CXCL2, CXCL10, CXCLI11,
CXCL1, CXCL5, CXCL3, CXCL8, RGSI10,
BDKRBI1, CCL5, C3

MMP1, MMP3, MMP12, MMP13, MMP9

IFIH1, PSMB9, H2BC4, H2BCS5, IL33, BIRCS,
PSME2, NFKBIA, PSMB10

NFKBIE, PSMB9, PSME2, NFKBIA, PSMB10

IL1B, PSMBY9, NFKB2, PSME2, NFKBIA,
PSMB10

CTSS, ADAMTS9, MMPI, MMP3, MMPI2,
MMP13, MMP9

IL1A, CXCLS8, H2BC4, H2BCS5, CDKG6, IL6
DTX4, NFKB2, NFKBIA

CTSS, IRAK2, TLR2, BIRC3, NFKB2, NFKBIA,
NOD2

VCAMI, CTSS, ADAMTS9, COL22A1, MMPI,
MMP3, MMP12, MMP13, MMP9, ICAM]1

TLR2, NFKB2, NFKBIA
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Diseases associated with the tlr  3/123 3.19E-02 TLR2, NFKB2, NFKBIA

signaling cascade

Traf6 mediated nf-kb activation 3/123 3.19E-02 IFIH1, NFKB2, NFKBIA

Downstream signaling events 5/123 3.26E-02 NFKBIE, PSMB9, PSME2, NFKBIA, PSMB10
of b cell receptor (ber)

Toll like receptor 4 (tlrd) 6/123 4.40E-02 IRAK2, TLR2, BIRC3, NFKB2, NFKBIA, NOD2
cascade

Collagen formation 5/123 4.40E-02 CTSS, COL22A1, MMP3, MMP13, MMP9
Toll like receptor 3 (tlr3) 5/123 4.98E-02 IRAK2, BIRC3, NFKB2, NFKBIA, NOD2
cascade

Nik-->noncanonical nf-kb  4/123 4.98E-02 PSMB9, NFKB2, PSME2, PSMB10

signaling

Myd88:mal(tirap) cascade 5/123 4.98E-02 IRAK2, TLR2, NFKB2, NFKBIA, NOD2
initiated on plasma membrane

Toll like receptor tlr6:tl2 5/123 4.98E-02 IRAK2, TLR2, NFKB2, NFKBIA, NOD2
cascade

Regarding the 184 downregulated genes of HTMEX treated with TNF-a vs HTMEXx treated with TGF-
B2 after applying the following filters: log fold change <-1, 5, p adj <0, 05, base mean > 100, 24
pathways were found statistically significant. They were mostly involved in ECM components

formation or assembly (table 20).

Tableau 20 : Reactome pathway enrichment table of the most downregulated genes in HTMEx exposed to TNF-a
compared with HTMEx exposed to TGF-$2 ranked by gene ratio

Description Gene P adj Gene ID
Ratio
ECM proteoglycans 13/116 2.29E-10 FMOD, COL6A3, VCAN, SPARC,

COLY9A1, SERPINEI, COL1A2, BGN,
COL5A1, LRP4, COL4A2, COLI1AlI,

TGFBI1
Assembly of collagen fibrils and 12/116 2.29E-10 LOXL3, COL6A3, COL8A1, COLI10Al,
other multimeric structures COL9A1, PCOLCE, COL1A2, COL15A1,
COL5A1, COL4A2, LOXL1, COL1A1
Collagen formation 12/116 2.07E-08 LOXL3, COL6A3, COL8A1, COLI10Al,

COLY9A1, PCOLCE, COL1A2, COL15A1,
COL5A1, COL4A2, LOXL1, COL1A1

Collagen chain trimerization 9/116 6.41E-08 COL6A3, COL8A1, COL10A1, COL9AL,
COL1A2, COL15A1, COL5A1, COL4A2,
COL1A1

Collagen biosynthesis and 10/116 1.54E-07 COL6A3, COL8A1, COL10A1, COL9AL,

modifying enzymes PCOLCE, COL1A2, COL15A1, COL5AL1,
COL4A2, COL1Al

Crosslinking of collagen fibrils 6/116 1.30E-06 LOXL3, PCOLCE, COL1A2, COL4A2,
LOXLI, COL1A1

Collagen degradation 9/116 1.30E-06 COL6A3, COL8A1, COL10A1, COL9AL,
COL1A2, COL15A1, COL5A1, COL4A2,
COL1A1

Integrin cell surface interactions 9/116 1.30E-05 COL6A3, COL8A1, COL10A1, COL9AL,
COL1A2, COL5A1, COL4A2, ITGAIL,

COL1A1
Degradation of the extracellular 11/116 1.30E-05 COL6A3, COL8A1, COL10A1, COL9AL,
matrix COL1A2, ELN, COL15A1, COL5A1, A2M,
COL4A2, COL1A1
Elastic fibre formation 7/116 1.75E-05 LTBP1, LOXL3, ELN, LTBP2, LOXLI,

MFAP4, TGFBI
Non-integrin membrane-ECM  7/116 1.07E-04 NRXNI, COLI10A1, COL1A2, COL5AL,
interactions COL4A2, COL1AI1, TGFB1
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Binding and Uptake of Ligands by 6/116 1.70E-04 STAB1, SPARC, COL1A2, CDIl63,

Scavenger Receptors COL4A2, COL1A1
Signaling by Receptor Tyrosine 17/116 3.75E-04 NGF, COL6A3, PDGFRB, MEF2C, SPARC,
Kinases COL9A1, VEGFA, TNS3, COL1A2,

COL5A1, DNMI1, PDGFD, ADAMI2,
FLT1, COL4A2, CILP, COL1A1

Signaling by PDGF 6/116 9.86E-04 COL6A3, PDGFRB, COL9A1, COL5AL,
PDGFD, COL4A2

Molecules associated with elastic 5/116 1.31E-03 LTBPI1, ELN, LTBP2, MFAP4, TGFB1

fibres

Platelet activation, signaling and 11/116 3.01E-03 SPARC, F2R, VEGFA, SERPINEI,

aggregation COL1A2, CLU, ADRA2A, A2M, COL1Al,
TGFBI, TIMP3

Syndecan interactions 4/116 4.25E-03 COL1A2, COL5A1, COL1A1, TGFB1

Platelet degranulation 7/116 1.03E-02 SPARC, VEGFA, SERPINE1, CLU, A2M,
TGFBI, TIMP3

Anchoring fibril formation 3/116 1.03E-02 COL1A2, COL4A2, COL1A1

Response to elevated platelet 7/116 1.20E-02 SPARC, VEGFA, SERPINE1, CLU, A2M,

cytosolic Ca2+ TGFBI, TIMP3

Diseases associated with  4/116 1.70E-02 FMOD, VCAN, BGN, CHST6
glycosaminoglycan metabolism

MET promotes cell motility 4/116 1.70E-02 TNS3, COL1A2, COL5A1, COL1AI
Scavenging by Class A Receptors 3/116 1.72E-02 COL1A2, COL4A2, COL1Al
NCAMI interactions 4/116 1.72E-02 COL6A3, COL9A1, COL5A1, COL4A2

Exploration of the genes expression and cytokines release involving M1 and M2 states of inflammation.

To investigate the immunomodulatory influence of TGF-B2 and TNF-a exposures on the HTMEx model,
we analyzed inflammation polarization markers through the mRNA expression and cytokine release in
the supernatant of HTMExX of type M1 classically activated, namely TNF, IL1f, IL6, IL8 (CXCLS),
CCL2 and CD38 and M2 alternatively activated, namely TGFB1, TGFB2, IL4, IL10, PPARG, HMOX1,
SLC40A1 and CD163 [337-339]. Our data showed that mRNA expression of M1 phenotype markers
IL8 (CXCLS8) and CCL2 levels were significantly higher in in presence of TNF-a 40ng/ml (alone or
combined with TGF) compared to the control group (P<0.05). mRNA expression of the M1 marker IL8
(CXCLS), and CCL2 were significantly lower in the TGF-B2 group compared to the control group
(P<0.05) (figure 24 a.). The mRNA expression levels of the markers of M2 state of inflammation,
TGFB1, PPARG, SLC40A1, and CD163 were significantly lower after TNF-a stimulation compared to
the control group (P<0.05). mRNA expression of the M2 marker 1L4, TGFB2, and SLC40A1 were
significantly lower in the combined group compared to the control group (P<0.05). Only mRNA
expression of the M2 marker HMOX1 was significantly upregulated in presence of TGF-B2 compared
to the control group (figure 24 b.). To complete gene expression analysis by RNA seq, we measured the
levels of these cytokines in HTMEx supernatants exposed to TGF-B2 and TNF-a, either individually or
in combination using a multiplex assay. The results were not statistically significant, but a trend was

nevertheless observed that corroborated the results obtained by RNAseq (figure 24 c.). TGF-B2 and
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TNF-a have an opposite effect on immunomodulation in HTMEx. TNF-a enhanced the expression of

M1 and reduced the expression of M2 inflammatory markers.
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Figure 24 : Exploration of the genes expression and cytokines release involving M1 and M2 states of inflammation.
RNA-seq analysis of M1 (a.) and M2 (b.) phenotype marker expression in HTMEx exposed to DMEM/F12 only (CTL) , TGF
Sng/ml 48h (TGF) , TNF-a 40ng/ml 48h (TNF) or both combined for 48h (COMB) c: cytokines levels in supernatants of
HTMEx exposed to DMEM/F12 only (CTL) , TGF 5ng/ml 48h (TGF) , TNF-a 40ng/ml 48h (TNF) or both combined for 48h
(COMB). *P<0.05, **P< 0.01, ***P<0.001, ****P<0.0001.

Exploration of the gene expression and cytokine release involving ECM turnover

Additionally, we analyzed the turnover of ECM components in the TM. MMPs are responsible for ECM
degradation, while TIMPs and ADAMSs regulate MMP activity. Gene expression modulation is reported
in figure 25 a. To determine the levels of MMP-1, -3, -9, and -12 in the supernatant of HTMEx exposed
to TNF-a and TGF-B2, we used a Luminex assay (figure 25b.). TNF-a produced increases in MMP1,
MMP-3 and MMP-12 but not in MMP-9 and MMPI13. Its presence also decreases TIMP 3 and 4
expressions as well as ADAMTS1, ADAMTSS, ADAMTS15, ADAM?23, and ADAM33 expressions.
As for TGF-B2, HTMEx treated with TGF-2 showed reduced expression of MMP1, and MMP3 and
upregulation of ADAMTS3. TGF-2 and TNF-a have an opposite effect on ECM organization in
HTMEX. TNF-a promoting its degradation, and TGF-B2 its synthesis.
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Figure 25 : Exploration of the gene expression and cytokine release involving ECM turnover

CTL COMB TGF TNF

CTL COMB TGF TNF

CTL COMB TGF TNF
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a. RNA-seq analysis of ECM organization genes expression in HTMEx exposed to DMEM/F12 only (CTL), TGF-B2 5ng/ml
48h (TGF), TNF-a 40ng/ml 48h (TNF) or both combined for 48h (COMB) b. MMP levels in supernatants of HTMEx exposed
to DMEM/F12 only (CTL) , TGF-B2 5ng/ml 48h (TGF) , TNF-a 40ng/ml 48h (TNF) or both combined for 48h (COMB).
*P<0.05, **P< 0.01, ***P<0.001, ****P<0.0001.

Role of TNF-a and TGF-f2 in fibrosis

TGF-p triggers NF-xB signaling by a sequential regulation of TAK1 and IKK kinases which leads to

the phosphorylation of Ix-Ba followed by nuclear translocation of RELA (p65). NF-«xB signaling

induces the expression of SMAD7, which in turn suppresses TGF-B-induced Smad2/3 phosphorylation

and activation. Figure 26 summarizes the regulatory effect of TNF-o and TGF-f on different proteins in

terms of fibrosis.
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Figure 26 : Role of TNF-a and TGF- on fibrosis

a. Schematic representation of the regulatory effect of TNF-o and TGF-$ on different proteins in fibrosis. Purple arrows
represent the effect of TNF-a, green arrows represent the effect of TGF-B2, and blue arrows represent the common regulatory
effect of TNF-a and TGF-f3 combined [332]. b. Normalized read count plots of genes involved fibrosis modulation. Error bars
are standard error of the mean, ns: P> 0.05, *: P <0.05, **: P <0.01, ***: P <0.001, **** P<0.0001.

Role of TNF-a and TGF-f2 in apoptosis

We investigated the modulation of genes implicated in apoptosis in HTMEx treated with TGF-B2 or/and
TNF-a (figure 27 and 28). FAS pathway genes (FAS, DAPK2, BID) and TNF pathways genes (TRAF1,
TRAF2, TRAF3, NFKBI1, NFKB2, REL, RELA, RELB, TNFAIP3, TNFSF15, RIPK2) were logically
up regulated in presence of TNF-alpha alone or combined with TGF-2. However, TGF-B2 did not
affect the modulation of these apoptosis genes. TNF-a also showed an antiapoptotic effect with
upregulation of gene involved in BCL2 family pathway (BCL2A1, BIRC1, BIRC3, NFKBIB, NFKBIA,
IKBKE). TGF-B2 treatment increases the expression of apoptosis genes of the MAPK pathway
(MAP3K7, ATF2, MAPK9, MAPK14), this upregulation was not found when TGF-2 was combined
with TNF-a. For its part, TNF-a significantly decreased the expression of ELK1, FOS, JUN, MAP3K7,
MAPK9, MAPK 14 compared to the control. TGF-2 and TNF-a have an opposite effect on apoptosis
modulation in HTMEx.
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Figure 27 Modulation of expression of pro apoptotic genes

Modulation of expression of pro apoptotic genes in HTMEx exposed to DMEM/F12 only (CTL), TGF-B2 5ng/ml 48h (TGF),
TNF-a 40ng/ml 48h (TNF) or both combined for 48h (COMB). Error bars are standard error of the mean, ns: P> 0.05, *: P <
0.05, **: P<0.01, ***: P <0.001, **** P<0.0001.
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Figure 28 : Modulation of expression of anti-apoptotic genes

Modulation of expression of anti-apoptotic genes in HTMEx exposed to DMEM/F12 only (CTL), TGF-B2 5ng/ml 48h (TGF),
TNF-o 40ng/ml 48h (TNF) or both combined for 48h (COMB). Error bars are standard error of the mean, ns: P> 0.05, *: P <

0.05, #*: P<0.01, ***: P <0.001, **** P<0.0001.

Role of TNF-a and TGF-f in oxidative stress response

As shown in figure 29, TGF-B2 and TNF-a have an opposite effect in expression of genes involved in

the response to oxidative stress. When both TGF-B2 and TNF-a were applied together, we observed that

TNF-a counteracted the effects of TGF-B2. Interestingly TNF-a decreased the expression of the

prooxidant genes NOX4, NOXS5, and FOS and enhanced the expression of the antioxidant genes SOD2
and the transcription factors NFKB1, and NFKB2. However, TGF-B2 did not affect the modulation of

these genes except for a significant upregulation of NOX4 and downregulation of FOS.
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Figure 29 Modulation of expression of genes involved in oxidative stress response

Modulation of expression of genes involved in oxidative stress response in HTMEx exposed to DMEM/F12 only (CTL), TGF-
B2 5ng/ml 48h (TGF), TNF-a 40ng/ml 48h (TNF) or both combined for 48h (COMB). Error bars are standard error of the mean,
ns: P>0.05, *: P<0.05, **: P<0.01, ***: P<0.001, **** P<(.0001.

Discussion

The present study aimed to investigate the effect of TGF-B2 and TNF-a, both individually and combined,
on the regulation of ECM, inflammation, apoptosis, and oxidative stress responses in HTMEx. By
conducting these comprehensive analyses, our aim was to enhance our understanding of the intricate

inflammatory response and ECM remodeling processes within the TM.

Our results demonstrated that TNF-a induced a pro-inflammatory response, which was associated with
an increase in the expression of pro-inflammatory cytokines and chemokines (CXCL10, CXCLI11, IL1B,
CCL20, CCL5, CXCLS, CCL2,1L32, CXCL1, CXCLS, and CXCL6). TNF-a also induced an apoptotic

response in TM cells, as evidenced by the upregulation of apoptotic markers.

In contrast, TGF-B2 induced a remodeling response in TM cells, characterized by the upregulation of
genes involved in ECM synthesis and cytoskeletal reorganization. TGF-B2 also suppressed the
proinflammatory response, as evidenced by a decrease in the expression of proinflammatory cytokines

and chemokines.
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Additionally, TNF-o and TGF-B2 led to contrasting oxidative stress responses in HTMEx. TNF-a
resulted in a reduction in the expression of prooxidant genes NOX4, NOXS, and FOS, while increasing
the expression of antioxidant genes such as SOD2 and transcription factors NFKB1 and NFKB2. On the
other hand, TGF-B2 did not impact the regulation of these genes except for a notable upregulation of

NOX4 and downregulation of FOS.

When both TGF-f2 and TNF-a were applied together, we observed that TNF-o counteracted the
profibrotic effects of TGF-B2. The study suggested that dysregulation of SMAD 7, a key mediator in the
cross-talk between the TNF and TGF-B2 signaling pathways, could potentially contribute to the
imbalance between TNF-o and TGF-B2 in the TM. SMAD 7 is an intracellular protein that plays an
important role in regulating the balance between TNF pathway and TGF signaling pathway [311].
Specifically, SMAD 7 acts as an inhibitor of TGF-B signaling by binding to the TGF-p receptor and
preventing the recruitment of downstream SMAD proteins. On the other hand, SMAD 7 also inhibits
TNF-a -induced signaling by blocking the activation of the NF-kB pathway. Thus, SMAD 7 is thought
to play an important role in maintaining the balance between these two pathways in various
physiological processes. Dysregulation of SMAD 7 has been implicated in various diseases, including
cancer and fibrosis [332]. In the context of glaucoma, dysregulation of SMAD 7 could potentially
contribute to the imbalance between TNF-a and TGF-B2 in the TM and lead to the development and

progression of the disease.

It seems that inflammation plays a major role in glaucomatous disease and specifically in trabecular
dysfunction [32]. Increased protein levels of pro-inflammatory cytokines (TNF-a, IL-1p, IL-6, IL-8, and
IFN-y in human glaucomatous retinal tissue have been reported [32] . IL-6, IL-1p and TNF-a were found
in TM specimens of POAG patients with high IOP. TM cells secrete various growth factors and
cytokines in response to mechanical stretching, including IL-1, IL-6, IL-8, and TNF-a [340,341]. Birke
et al. demonstrated increased TM outflow in response to perfusion of IL-1a and II-1B in human TM.
This was partly mediated by the induction of the expression of MMPs (MMP-3 and MMP-9) [342]. Pro-
inflammatory cytokines (IL-1, IL-8, and TNF-a) are known to upregulate MMP expression, resulting in
elastin and collagen deposition in the surrounding tissues. Hence, changes in MMPs and TIMPs appear

to be closely related to the inflammatory responses.

Another inflammatory cytokine, IL-6, partially increased outflow facility in perfused human organ
cultures, through modulation of endothelial permeability and induction of MMPs, resulting in ECM
degradation [343]. Blondin et al. have reported that human TM cells secrete CCL2/MCP-1 in a
constitutive manner, whereas the secretion of IL-8 occurs only after the cells were exposed to stimuli

such as TNF-o [344].
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These findings suggest that TNF-a and TGF-f2 play opposite roles in regulating the function of the
HTMEXx. Moreover, TNF-a can counteract the effects of TGF-B2 when both cytokines are present. These
results suggest that targeting the TNF-o/TGF-B2 balance may be a promising therapeutic approach. By
enhancing the production of TNF-q, it may be possible to promote ECM degradation and reduce TM

resistance hence IOP.
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Développement d’un modéle ex vivo de neurorétine glaucomateuse permettant

I'étude de composés thérapeutiques neuroprotecteurs.
Contexte et objectifs

Enfin, nous avons étendu notre exploration vers la neurorétine, 1’autre versant de la dégénérescence du
glaucome. En effet, le glaucome est une neuropathie optique dégénérative cécitante dans laquelle la
perte des cellules ganglionnaires rétiniennes (CGR) entraine une altération progressive du champ visuel
[345]. Actuellement, la seule stratégie thérapeutique démontrée pour ralentir la progression de la
neuropathie optique glaucomateuse est de réduire la PIO. La prévention de la mort des CGR par des
stratégies neuroprotectrices pourrait modifier complétement le pronostic visuel des patients atteints de

glaucome.

Dans le méme esprit que 1’explant trabéculaire, nous avons utilisé un explant de neurorétine pour créer
un modéle de neurorétine glaucomateuse par axotomie ex vivo afin d’évaluer des composés
thérapeutiques a visée neuroprotectrice. Dans ce modéle, la section du nerf optique entraine une

dégénérescence rapide des CGR, une gliose et une perturbation du transport axonal.

Aprées avoir exposé a un agent thérapeutique des explants de rétines de rat prélevées apres axotomie du
nerf optique, nous pouvons analyser la survie des cellules ganglionnaires rétiniennes en utilisant des
immunomarquages en fluorescence, une quantification en western blot des protéines RBPMS, Brn3a et
NeuN, utilisées comme marqueurs de CGR [346,347]. L'activation des cellules gliales et de la microglie
rétinienne est mesurée a l'aide de la quantification en RT-qPCR des ARNm GFAP, CD68 et ITGAM et
des marquages en immunofluorescence de GFAP, CD68 et Ibal. Nous pouvons également analyser
l'expression de ' ARNm des cytokines inflammatoires utilisées comme marqueurs de I'état M1, classique
ou pro-inflammatoire (TNF-a, IL1 et IL6) et de I’état M2, alternatif ou anti-inflammatoire (4rginase 1,
IL10, CD163 et TNFAIPO).

Nous disposons donc d’un modéele plus économe en animaux pour pouvoir cribler de potentielles
molécules ou approches thérapeutiques neuroprotectrices dans le glaucome. Un animal peut ainsi fournir
huit explants, tandis qu’un modele in vivo de glaucome exige un animal pour obtenir un ceil
glaucomateux, et souvent davantage compte-tenu de la faible reproductibilité des modeles de glaucomes
chez I’animal. Le mode¢le d'explant rétinien offre l'avantage par rapport aux lignées cellulaires ou aux
cultures dissociées, de maintenir une architecture de type in vivo avec toutes les couches
neurorétiniennes et conservant les interactions intercellulaires. Il permet aussi un acces direct a la couche
des CGR. La section du nerf optique entraine la mort par apoptose de 90 % des CGR 1ésées dans les 14
jours suivant l'axotomie [27-29]. Ainsi, ce modele comble le fossé entre les modéles précliniques

pertinents mais chronophages, colteux, et utilisant des animaux, et les modeles de culture cellulaire
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rapides/haut débit, souvent basés sur un seul type de cellule, qui ne peuvent pas remplacer la complexité

d'un tissu entier.

La neuroinflammation semble étre un ¢élément clé dans la progression et la propagation de cette
neuropthie. Ainsi, I'immunomodulation microgliale représente une approche thérapeutique intéressante
dans laquelle les cellules souches mésenchymateuses (CSM) pourraient jouer un role [340,348-350].
Leurs potentiels neuroprotecteur et régénérateur ont déja suscité l'espoir dans les modeles animaux
[351,352] [353-355]. Pourtant, aucun traitement définitif n'a été développé et des problémes de sécurité

ont été signalés dans des essais sur 'homme [356].

Nous avons étudié les propriétés neuroprotectrices et immunomodulatrices ainsi que 1'innocuité des

CSM dans un modéle d'explant de neurorétine ex vivo.

La description de ce mod¢le et 1’évaluation des effets neuroprotecteurs et d’immunomodulation des

CSM sont présentées dans I’article suivant, publié en 2021 dans Journal of Neuroinflammation.

Article 5 : Evaluation of neuroprotective and immunomodulatory properties of mesenchymal

stem cells in an ex vivo retinal explant model
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Abstract

Background: Glaucoma is a blinding degenerative neuropathy in which the death of retinal ganglion
cells (RGCs) causes progressive loss of visual field and eventually vision. Neuroinflammation appears
to be a key event in the progression and spread of this disease. Thus, microglial immunomodulation
represents a promising therapeutic approach in which mesenchymal stem cells (MSCs) might play a
crucial role. Their neuroprotective and regenerative potentials have already raised hope in animal models.
Yet no definitive treatment has been developed, and some safety concerns have been reported in human
trials. In the present study, we investigated the neuroprotective and immunomodulatory properties as

well as the safety of MSCs in an ex vivo neuroretina explant model.

Methods: Labeled rat bone marrow MSCs were placed in coculture with rat retinal explants after optic
nerve axotomy. We analyzed the neuroprotective effect of MSCs on RGC survival by
immunofluorescence using RBPMS, Brn3a, and NeuN markers. Gliosis and retinal microglial activation
were measured by using GFAP, CD68, and ITGAM mRNA quantification and GFAP, CD68, and Ibal
immunofluorescence stainings. We also analyzed the mRNA expression of both ‘M1’ or classically
activated state inflammatory cytokines (TNFa, IL1B, and IL6), and ‘M2’ or alternatively activated state
microglial markers (Arginase 1, IL10, CD163, and TNFAIP6).

Results: The number of RGCs was significantly higher in retinal explants cultured with MSCs compared
to the control group at Day 7 following the optic nerve axotomy. Retinal explants cultured with MSCs
showed a decrease in mRNA markers of gliosis and microglial activations, and immunostainings
revealed that GFAP, Ibal, and CD68 were limited to the inner layers of the retina compared to controls
in which microglial activation was observed throughout the retina. In addition, MSCs inhibited the M1
phenotype of the microglia. However, edema of the explants was observed in presence of MSCs, with
an increase in fibronectin labeling at the surface of the explant corresponding to an epiretinal membrane-

like phenotype.

Conclusion: Using an ex vivo neuroretina model, we demonstrated a neuroprotective and
immunomodulatory effect of MSCs on RGCs. Unfortunately, the presence of MSCs also led to explant
edema and epiretinal membrane formation, as described in human trials. Using the MSC secretome
might offer the beneficial effects of MSCs without their potential adverse effects, through paracrine

signaling.

Keywords: glaucoma; neuroprotection; immunomodulation; cellular therapy; mesenchymal stem cell;

microglia; retinal ganglion cell.
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Background

Glaucoma is a blinding degenerative neuropathy in which retinal ganglion cell (RGC) death leads to a
progressive loss of visual field and eventually vision [345]. Preventing RGC death through
neuroprotective strategies could completely modify the visual prognosis of patients with glaucoma. In
the last few decades, MSCs and their neuroprotective and regenerative properties have raised

considerable hope in glaucoma therapy. However, no protocol has yet been validated in humans [356].

MSCs are multipotent cells found in many adult tissues, able to proliferate, self-renew and differentiate
into many types of specialized cells, including osteocytes, adipocytes, or chondrocytes. Moreover,
MSCs produce numerous growth or neurotrophic factors, leading to the hypothesis that they could play
a major role in stimulating the survival and growth of RGCs [353,355,356]. MSC-based therapies in
retinal diseases have been explored in order to prevent or delay RGCs death and even to regenerate
RGCs [351,352]. Intravitreal transplantation of bone marrow MSCs (BMMSCs) in rat ocular
hypertension models has been shown to be highly neuroprotective by reducing RGCs death [353-355].
Anterior chamber transplantation of rat BMMSC:s in a rat ocular hypertension model also demonstrated
neuroprotective effects as measured by peripheral RGC density and a significant but transient reduction

in IOP [357].

In glaucoma patients as well as in rodent preclinical models of glaucoma, higher expression of glial
fibrillary acidic protein (GFAP) was found to be associated with the degeneration of the optic nerve
fibers [340]. So, glial immunomodulation represents a promising therapeutic approach in which MSCs
might play a crucial role. Indeed, in glaucoma, RGC loss is associated with an inflammatory process
caused by activation of resident glial cells, e.g microglial cells, Miiller cells, and astrocytes [32,340,358—
360]. Once activated, these cells release a cocktail of cytokines, chemokines, and reactive oxygen
species (ROS) and consequently contribute to RGCs loss. Among these cells, microglial cells, also called
sentinel immune cells, exist in two dynamic and opposite activated states with neurotoxic or
neuroprotective effects [337,361,362]. During retinal degeneration, microglia are activated and
particularly polarized to a pro-inflammatory M1 phenotype [363]. The “classical activation state” or
“M1 state” is characterized by the production of ROS and secretion of numerous pro-inflammatory
molecules such as TNFa, IL-1p, and IL-6. The second state, also known as the “alternatively activated
state” or “M2 state,” is induced by IL-4 or IL-13. It allows clearance of debris, restores tissue
homeostasis, and promotes tissue repair by inhibiting inflammation through the production of anti-
inflammatory, neurotrophic factors, and chemokine receptors [337,361,362,364]. Several M2 phenotype
markers characterize this M2 state, e.g the enzyme Arginase 1 (ARG1), a marker of microglia involved
in tissue repair and phagocytosis, the receptor CD163, a marker of microglia implicated in the anti-
inflammatory process and healing, IL-10, an anti-inflammatory cytokine used by the M2 subtype to
antagonize the pro-inflammatory phase and healing, and TNFa-stimulated gene-6 (TSG-6/TNFAIP6),
which is a key anti-inflammatory factor produced by MSCs [338,365-367]. Reducing the pro-
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inflammatory M1 phenotype or inducing M2 microglial polarization might represent a potential and
promising therapeutic option to treat neuroinflammatory degenerative diseases such as glaucoma
[340,348-350]. Among potent immunomodulators of microglial polarization, MSCs possess potent
immunoregulatory properties and might inhibit a harmful inflammatory reaction in the diseased retina

[350,356,368].

Obtaining a model of RGC loss to reproduce the degenerative process observed in glaucoma is a
challenge. Indeed, many animal models have been developed but have encountered reproducibility
issues in the rate of RGC loss [356]. The retinal explant model offers the advantage compared to cell
lines or dissociated cultures, to maintain an in-vivo like architecture with all neuroretina layers retaining
intercellular interactions; it allows direct access to the RGC layer; it limits the number of animals used
and is less time-consuming than the classical use of animal models, considering the degeneration rate of
RGCs. Optic nerve transection leads to the death by apoptosis of 90% of injured RGCs within 14 days
post axotomy [369-371]. Thus, this model fills the gap between relevant but time/cost/animal-
consuming preclinical models and rapid/high-throughput cell culture models often based on one single

cell type, which cannot substitute for the complexity of an entire tissue.

Considering the promising MSC neuroprotective results previously demonstrated in animal models, our
objective was to evaluate the effects of MSCs use as a neuroprotective and immunomodulatory therapy
in a neuroretina explant model of RGC degeneration, with a particular attention to immuno-

inflammatory patterns and potential safety issues.

Materials and Methods
Animals

Adult (6 to 8 weeks old) male Long Evans rats weighing 250-300 g were purchased from Janvier
Laboratories and used for harvesting fresh BMMSCs and retinal explants to proceed to coculture.
Animals were kept in pathogen-free conditions with food and water ad /ibitum and housed in a 12-h
light/12-h dark cycle. All experiments were conducted after evaluation and approval by the Institutional
Animal Care and Use Committee following the guidelines from Directive 2010/63/EU of the European
Parliament on the protection of animals used for scientific purposes. All experimental procedures were

approved by the local animal care ethics committee C2EA-05—Charles Darwin.

MSC isolation and culture

Fresh BMMSCs were harvested from femurs of 6-week-old Long Evans rats (Janvier Laboratories).
Briefly, femurs were isolated, and the cavities were flushed with 5 ml of expansion medium composed
of aMEM (Thermo Fisher Scientific, ref. 31095029), 10% heat-inactivated Fetal Calf Serum (Thermo
Fisher Scientific, ref. 10499044), and 1% Penicillin-Streptomycin 10,000 U/mL (Thermo Fisher
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Scientific, ref. 15140122), through a 21G needle. Cells were incubated in 75 cm? flasks (200,000
cells/cmz) at 37 °C in 5 % CO; humidified air for 72 hours. Three days later, nonadherent cells were
washed away with DPBS (Thermo Fisher Scientific, ref. 14190169), and fresh medium was added and
kept until the first passage. MSCs were cultured with a weekly passage at a seeding rate of 100,000

cells/ml and characterized using flow cytometry (FCM) until cocultured with retinal explants.

Flow Cytometry

BMMSCs were cultured in 75 cm2 flasks until near confluence, in standard culture conditions (5% CO?2,
37°C, and saturated humidity atmosphere). Then, MSCs were harvested using Trypsin 0.05% EDTA
(Thermo Fisher Scientific, ref. 25300054), washed twice with DPBS, and suspended in DPBS at 500,000
cells/ml after numeration using Flow-Count fluorospheres (Beckman Coulter, ref. 7547053). The
suspension of live MSCs was characterized using flow cytometry (Cytomics FC 500 flow cytometer,
Beckman Coulter, Miami, FL, USA) and positive (CD29, CD90, CD73) and negative (CD11b/c, CD45,
CD68, MHC class II (Ia)) antigens were analyzed. The antibodies used for this characterization are
presented in table 21. Incubations for direct fluorochrome-conjugated antibodies and for non-conjugated
primary antibodies were performed in 50ul DPBS for 30mn in the dark. For indirect immunostaining,
another 30mn-incubation was carried out with the secondary antibody. After immunostaining, cells were

washed once in DPBS and finally suspended in 300u1 of DPBS for flow cytometric acquisition.

Tableau 21 : Antibodies used for the MSC characterization using flow cytometry

Antibody Host Supplier Reference
Positive markers

CD29 Armenian hamster eBioscience 11-0291-80
CD73 Mouse BD Biosciences 551123
CD90 Mouse eBioscience 45-0900-80
Negative markers

CD11b/c Rabbit BD Pharmingen 554862
CD45 Mouse Serotec MCAA43PE
CD68 Mouse Serotec MCA341R
Ia Mouse Bio-Rad MCA46G
Isotype control FITC Armenian hamster eBioscience 11-4888-81
IgG2a kappa Isotype Mouse eBioscience 45-4724-80
control

IgGl, Mouse BD Pharmingen 554680
IgG-UNLB Mouse SouthernBiotech 0107-01

Retinal explant cultures

8-week-old Long Evans rats (Janvier Laboratories) were used to collect retinal explants for culture, as
previously described [372,373]. Rats were euthanized, and the eyes were excised, then quickly placed

in an ice-cold CO; independent medium (Thermo Fisher Scientific, ref. 18045-054). Under sterile
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conditions at 4°C in a CO, independent medium, the anterior chamber, lens, and vitreous body were
removed, and the retina was separated from the surrounding ocular tissues by dissection with curved
microforceps. Retinas were then cut into four equal quarters and flat-mounted with the RGC layer up
on Millicell-Polytetrafluoroethylene (PTFE) 0.4um culture plate inserts (Merck Millipore, ref.
PICM01250), in culture medium composed of Neurobasal A (Thermo Fisher Scientific, ref. 10888022),
2% B27 supplement (Thermo Fisher Scientific, ref. 0080085-SA), 1% N2 supplement (Thermo Fisher
Scientific, ref. 17502048), L-glutamine (Thermo Fisher Scientific, ref. 25030032), and 1% Penicillin-
Streptomycin 10,000 U/mL, at 37 °C in 5 % CO- humidified air. The next day, half of the medium was

changed, which was then changed every 48 hours thereafter.

Pharmacologic agents

Brain Derived Neurotrophic Factor (BDNF) (Sigma—Aldrich, ref. SRP3014) or N-Methyl-D-Aspartate
(NMDA) (Sigma—Aldrich, ref. M3262) were diluted daily in retinal culture medium and added in direct
contact with the RGCs at a concentration of 200 ng/ml or 50 uM respectively, in a 3 pl droplet carefully
dispensed onto the surface of the explant [372]. Also, half of the retinal culture medium containing

BDNF or NMDA was changed at Day 1 and every 48 hours thereafter.

Retinal explant-MSC coculture

MSCs from passages 5 to 7 were used for this experiment. Before coculture, MSCs were trypsinized,
washed in DPBS, and suspended in retinal explant culture medium at 5,000 cells/ul [372,373]. MSCs
were labeled with Vybrant™ DiO Cell-Labeling Solution (Invitrogen, V22886) before the coculture to
track them within the coculture system. Once the retinal explants were flat-mounted with the RGC layer

up, 2 pl of this MSC suspension was gently dispensed onto the surface of the retinal explants.

Immunohistochemistry
Tissue preparation

For cryosections, retinal explants were fixed in PFA 4% for 24 h at 4°C, then dehydrated in sucrose 30%
(DPBS; pH 7.4) overnight at 4°C, before being embedded in OCT (Tissue-Tek® O.C.T. Compound,
Sakura® Finetek) and frozen. Cryosections of retinal explants 12 pm in thickness were performed using
a Leica cryostat CM 3050S and stored at -20°C until use. For wholemount counting, retinal explants

were fixed in PFA at 4°C overnight and rinsed in DPBS before the immunofluorescence step.
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Dual immunofluorescence labeling in whole flat-mounted retinal explants or cryosections

Retinal explant wholemounts or cryosections were incubated for 2 h at room temperature (RT) in a
blocking buffer (5% BSA, 2% Triton X-100, and 0.5% Tween20, in DPBS) and left to incubate overnight
at 4°C in the incubation buffer (2.5% BSA, 1% Triton X-100 and 0.25% Tween20, in DPBS) with
polyclonal rabbit anti-RBPMS (1/200, Merck Millipore, ref. ABN 1362), monoclonal mouse anti-Brn-
3a (1/100, Merck Millipore, ref. MAB1585), monoclonal mouse anti-NeuN (1/500, Merck Millipore,
ref. MAB377), monoclonal mouse anti-CD68 (1/400, AbD Serotec, ref. MCA341R), polyclonal rabbit
anti-GFAP (1/500, Dako, Agilent, ref. Z033429-2), polyclonal rabbit anti-Ibal (1/500, Wako, ref.
W1WO019-19741), polyclonal rabbit anti-fibronectin (1/250, Abcam, ref. ab2413), and polyclonal goat
anti-choline acetyltransferase (1/200, Merck Millipore, ref. AB144P). Explant wholemounts or
cryosections were washed in DPBS and incubated with an Alexa Fluor 594-conjugated donkey anti-
mouse immunoglobulin (1/500, Thermo Fisher Scientific, ref. A21203), an Alexa Fluor 488- conjugated
donkey anti-rabbit immunoglobulin (1/500, Thermo Fisher Scientific, ref. A21206), or an Alexa Fluor
594-conjugated donkey anti-goat immunoglobulin (1/500, Thermo Fisher Scientific, ref. A11058) as
secondary antibodies (Thermo Fisher Scientific), and the nuclei were stained with Dapi (1/500) for 1
hour, at RT. Then, retinal explants, wholemounts or cryosections, were washed and mounted in

Fluoromount (Sigma Aldrich, ref. F4680-25ML).

Histopathological analysis of retinal explants

Retinal explant cryosections 12 um in thickness were stained with hematoxylin and eosin (H&E).
Stained cryosections were scanned at 100x and 200x magnifications with the digital whole-slide scanner
NanoZoomer 2.0 HT scanner (Hamamatsu Photonics), using the NanoZoomer's 3-CCD TDI camera.
NDP viewer software (Hamamatsu Photonics) was used to measure the thickness of the retinal explants

and analyze their histology.

Immunohistological quantification

For RGC quantification in wholemount retinas, imaging was performed at 200x magnification (306 pm?)
using an epifluorescence microscope (Zeiss AX-10). RGCs were identified based on Brn3a and RBPMS
markers. Images were taken at four locations from the optic nerve to the peripheral retina for each
explant. Cell counts were performed manually using image analysis software (ImageJ, United States
National Institutes of Health (NIH)) and cell counter plugin and expressed as RGC/306 pm?® or
percentage of cells compared to Days Ex Vivo (DEV) 0. Concerning quantification in transverse sections,
sections were taken throughout the whole explant, with approximately 18 slides/explants, allowing
placement of different areas of the explant on the same slide. Three images were acquired per section,

in 5 different sections on a slide. RGC or displaced amacrine cells (DAC) quantification was expressed
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as RGC/mm or DAC/mm. For GFAP, Ibal and CD68 immunostaining quantification, explant
cryosections were taken using an epifluorescence microscope (Zeiss AX-10). Three images were
acquired for each explant using a x10 or x20 objective and the same parameters of time exposure for
each explant. NIH Image J software was then used to quantify the Raw Integrated Density of each
section, allowing us to obtain the sum of pixels values. For all images, Background values have been
subtracted of Raw Integrated Density and the same area was selected. Sections were analyzed in a

blinded manner; the experimenter was blinded to the treatment.

Quantitative RT-PCR

Total RNA of 6 to 16 retinal explants per group (3 mg/explant) was purified using the NucleoSpin RNA
XS kit (Macherey-Nagel, ref. 740902.50) according to protocol. Total RNA was reverse-transcribed into
cDNA a High Capacity RNA to cDNA kit (Life Technologies, ref. 4368814) according to the
manufacturer’s instructions. Real-time PCR was performed using the TagMan Gene Expression PCR
Master mix (Applied Biosystems, ref. 4324020) and the Applied Biosystem Fast 7500 (Applied
Biosystems). The delta-delta Ct method (ddCt) was used to analyze the relative gene expression; that is,
the fold change of mRNA upon downregulation of various target genes was determined. Rps18 was used

as a housekeeping gene.

Statistical Analysis

Statistical analyses were performed using GraphPad Prism 7. Data are presented as mean + SEM.
Student’s t-test or Mann-Whitney was performed for unpaired comparisons between RGC viabilities
after counting with Brn3a and RBPMS staining and relative mRNA levels. Unpaired t-test was used to
quantify neurons after exposure to pharmacological agents (BDNF and NMDA), and two-way ANOVA
or Mann Whitney was used for retinal explant cocultures with MSCs. RT-qPCR data were analyzed
using One-Way ANOVA, Student’s t-test, or Mann-Whitney for unpaired comparisons. One-way
ANOVA was used to quantify GFAP, Ibal and CD68 immunostaining.

Results
Isolation and characterization of rat bone marrow mesenchymal stem cells

Rat BMMSC:s from three different production batches were characterized using FCM analysis. The data
showed that MSCs highly expressed positive MSC markers CD29, CD73, and CD90 and did not express
CDl1b/c, CD45, CD68, and the MHC Class II (Ia) antigen in accordance with the International Society

for Cellular Therapy [32]. Overlaid fluorescence histograms of specific markers (in black line vs
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negative control in grey), percentages of positive cells and mean fluorescence intensities are presented

in the Additional file 1.
RGC degeneration in a retinal explant culture model

The best therapeutic window to assess neuroprotection was determined by evaluation of RGCs
degeneration following optic nerve axotomy in the retinal explant culture model, which can vary
between laboratories, handlers, or culture conditions. Brn3a and RBPMS specific RGCs markers were
used for RGCs counting from ‘Day ex vivo’ (DEV) 0 to 7 (Figure 30 A, B, C, and D) [374,375]. Loss of
RGCs occurred with both markers after 24 hours of culture but without significance. The number of
RGCs was statistically different at DEV 3 and later compared to DEV 0 for Brn3a quantification (44%
RGCs death at DEV 3 from DEV 0, P<(0.0001) or DEV 5 for RBPMS quantification (36% RGCs death
compared DEV 0, P<0.0001) (figure 30). From DEV 5 to DEV 7, a plateau of the RGCs loss curves for
Brn3a and RBPMS quantification was obtained. From these results, we determined an optimal

therapeutic window from DEV 5 to 7 of culture for testing neuroprotective agents or MSCs.
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Figure 30 : RGC degeneration in a retinal explant culture model

Representative images of wholemount retinal explants (n=8 per day) in culture from DEV0 to DEV7 immunolabeled with Brn3
(A) and RBPMS (B) at 200x magnification (scale bar = 100 pm). Quantification of Brn3a+ RGCs (C) and RBPMS+ RGCs (D)
from wholemount retinal explants was expressed as percentage of DEV 0 (defined as 100%). Error bars are standard error of
the mean. ***P<0.001, ****P<0.0001.

Retinal explant responses to neuroprotective or excitotoxic stimuli

To evaluate the ability of the retinal explant model to respond to neuroprotective agents, we exposed
explants for 5 days to BDNF [376,377]. At DEV 5 with Brn3a and RBPMS markers, quantification of
RGCs on wholemount retinas confirmed the neuroprotective effect of BDNF, with a significant increase

in the percentage of Brn3a+ RGCs survival at DEV 5 in treated group compared to control group
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(76.38%=x7.08% vs. 45.47%+1.55%, P=0.0053) and RBPMS+ RGCs survival at DEV 5 in treated group
compared to control group (72.81%+6.16% vs. 50.06%+1.37%, P=0.0113) (figure 31). Retinal explants

significantly respond to a neuroprotective stimulus.
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Figure 31 : Retinal explant responses to neuroprotective stimuli

A. Representative images of wholemount retinal explants (n=4/day) in culture at DEV 0 and DEV 5, immunolabeled with
Brn3a (red) and RBPMS (green) at 200x magnification (scale bar = 100 pm) treated daily with BNDF (200 ng/ml). B.
Quantification of Brn3a+ or RBPMS+ RGCs in control group (grey bar) and Brn3a+ or RBPMS+ RGCs in BDNF-treated
group (black bar) at DEV 5 from wholemount retinal explants was expressed as percentage of DEV 0 (defined as 100%). Error
bars are standard error of the mean. *P<0.05, **P<0.01.

To evaluate the ability of the retinal explant model to respond to excitotoxic agents, we exposed explants
for 5 days to NMDA [376,377]. At DEV 5 NMDA exposure at 50 uM caused significant decrease in
RGCs survival compared to controls with both markers Bm3a (0.65%+0.33% vs. 39.73%+3.98%,
P<0.0001) and RBPMS (17.46%+2.91% vs. 47.75%=+4.53%, P=0.0014) (figure 32). Retinal explants

significantly respond to an excitotoxic stimulus.
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Figure 32 : Retinal explant responses to excitotoxic stimuli

A. Representative images of wholemount retinal explants (n=4/day) in culture at DEV 0 and DEV 5, immunolabeled with
Brn3a (red) and RBPMS (green) at 200x magnification (scale bar = 100 pm) treated daily with NMDA (50 uM). B.
Quantification of Brn3a+ or RBPMS+ RGCs in control group (grey bar) and Brn3a+ or RBPMS+ RGCs in NMDA-treated
group (black bar) at DEV 5 from wholemount retinal explants was expressed as percentage of DEV 0 (defined as 100%). Error
bars are standard error of the mean. Error bars are standard error of the mean. **P<0.01, ****P<(.0001.

144



Coculture of MSCs with retinal explants confers RGC neuroprotection

In accordance with the publications of Johnson et al., we investigated whether the presence of MSCs
could limit or prevent RGC loss in retinal explants after an even longer duration, namely at DEV 7
[373,378]. At DEV 7, the number of RGCs stained with Brn3a and NeuN was significantly higher in
cryosections of retinal explants cocultured with 1.10* MSCs compared to the control group
(28.13+4.61/mm vs 16.16£5.85/mm, P=0.0490 and 62.55+6.92/mm vs 44.39+£8.26/mm, P=0.0018,
respectively). RBPMS quantification did not show statistically significant differences at DEV 7 between
control and MSC coculture groups. No significant difference in RGC numbers was found between DEV
0 and DEV 7 with 10* MSCs for RBPMS, Brn3a, or NeuN staining (figure 33). However, NeuN being
a neuronal marker expressed by both RGCs and DACs, we specifically quantified DACs in RGC layer
using an anti-choline acetyltransferase (ChAT) antibody in order to avoid a bias in RGCs survival
counting using this marker. We found no significant difference in ChAT+ DACs between group at DEV
0 and DEV 7 (Additional file 2). Thus, RGCs survival estimated with NeuN is not influenced by
potential NeuN+ DACs in the RGC layer. MSCs reduced RGC loss in retinal explants at DEV 7.

A

Number of RGCs cells/mm

Il Dayo0
Day 7 control
B Day 710% MSCs

04
B RBPMS Brn3a NeuN

DEV 0

DEV7
control

DEV7
10*MSCs

Figure 33 : Neuroprotection evaluation of RGCs on retinal explant responses to cocultured MSCs
A. Quantification of RBPMS+, NeuN+ and Brn3a+ RGCs from retinal explants (n=6/day) cocultured with 1.10* MSCs for 7
days. RGC counts on cryosections are expressed as RGCs/mm. *P<(.05, **P< 0.001. B. Representative images of retinal
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explant cryosections cocultured with 1.10* MSCs for 7 days at DEV 0 and DEV 7, immunolabeled with Brn3a (red) and DiO
labeled MSCs (green) at 200x magnification (scale bar = 100 um).

MSC:s decrease gliosis in retinal explants

To determine the inflammatory response following MSCs implantation, we analyzed GFAP
immunostaining and GFAP mRNA expression in retinal explants at DEV 0 and DEV 7. GFAP
immunoreactivity in astrocytes and Miiller cells was upregulated in all retinal layers at DEV 7 in the
control group compared to DEV 0, where GFAP was limited to the nerve fiber layer (NFL) and outer
plexiform layer (OPL). In contrast, at DEV 7 in the MSC coculture group, GFAP immunostaining was
limited to the NFL and to a lesser extent to the OPL (figure 34A). Moreover, we measured the Raw
Integrated Density at DEV 0 and DEV 7 in the control group and the MSCs coculture group. This semi-
quantitative analysis clearly demonstrated the significant upregulation of GFAP staining at DEV 7 in
both groups confirming the glial activation (P=0.0015 and P=0.0361 respectively) compared to DEV 0
(figure 34B). Nonetheless, no significant difference was observed between the control and the MSC
coculture group at DEV 7. GFAP mRNA was significantly higher at DEV 7 in the control and MSC
coculture groups (38.5-fold, P<0.0001 and 11.4-fold, P<0.0001 respectively) compared to DEV 0.
However, GFAP mRNA was significantly lower at DEV 7 in the MSC coculture group compared to the
control group (P<0.0001) (figure 34C). These data demonstrate that MSC coculture conferred limited
glial activation in retinal explants at DEV 7 compared to the control group. However, GFAP activation
was limited but still robust in the NFL and OPL layer in the MSC coculture group, proving a significant,

localized reactive gliosis following MSC implantation.
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Figure 34 : Gliosis evaluation on retinal explants cocultured with MSCs

A. Representative images of retinal explant cryosections cocultured with 1.104 MSCs for 7 days at DEV 0 and DEV 7,
immunolabeled with GFAP (red) and DiO labeled MSCs (green) at 200x magnification (scale bar = 100 um). B. Quantification
of GFAP immunoreactivity (expressed as Raw Integrated Density). N=4-6 animals/group. Ordinary one-way ANOVA was
performed. *P<0.05, **P<0.01. C. RT-qPCR analysis of GFAP expression in retinal explants at DEV 0 and DEV 7. mRNA
levels are presented after normalization with the housekeeping gene Rpsl8. N=12 animals/group. Unpaired t-test was
performed for unpaired comparisons. ****P< (0.0001.

MSCs reduce microglial activation

To determine the microglial cell response following coculture with MSCs, we analyzed ionized calcium
binding adaptor molecule 1 (Ibal) and CD68 immunostaining and ITGAM and CD68 mRNA
expressions in retinal explants at DEV 0 and DEV 7. At DEV 0, Ibal+ microglial cells were located in
the inner plexiform layer (IPL) and ganglion cell layer (GCL), and no CD68+ cells were found in retinal
layers. At DEV 7 in the control group, Ibal+ and CD68+ cells were found in all retinal layers, contrary
to the MSC group, where Ibal+ and CD68+ cells were limited to the inner retinal layers (GCL, IPL and
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inner nuclear layer (INL)). Moreover, at DEV 7 in the MSC group, microglial cells were present mainly
at the interface between the GCL and MSCs (figure 35 A, B). Then, we quantified Ibal and CD68 Raw
Integrated Density at DEV 0 and DEV 7 in the control and MSC coculture groups. It demonstrates the
significant upregulation of Ibal staining at DEV 7 in MSC coculture group compared to DEV 0
(P=0.0235). Moreover, no significant difference was observed between control group at DEV 7 and
MSC coculture or DEV 0 groups (figure 35 C). Concerning CD68 staining, no significant difference
was observed in all groups, despite a slight tendency to fluorescence increase at DEV 7 for both groups
(figure 35 D). RT-qPCR analysis showed that ITGAM and CD68 mRNA fold inductions were
significantly lower in the MSC group compared to the control group (respectively 17.3 vs. 33.1 and 83.4
vs. 169, p<0.0001) (figures 35 E, F). These data demonstrate that microglial cells were distributed
differently throughout the retina at DEV 7 in the control and MSC groups, with a limited but strong
distribution of microglial cells to the internal retinal layers in the MSC group. In the control group at
DEV 7, Ibal+ microglial cells migrated and proliferated toward the outers layers of the retina.
Furthermore, microglial activation and proliferation were higher at DEV 7 in the control group compared
to the MSC coculture group. However, in the MSC coculture group, this microglial activation was

concentrated at the RGC/MSC interface. MSC limited the microglial activation in retinal explants.
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Figure 35 : Evaluation of microglial activation on retinal explants cocultured with MSCs

Representative images of retinal explant cryosections cocultured with 1.10* MSCs at DEV 0 and DEV 7 immunolabeled with
Ibal (red) (A.), CD68 (red) (B.) and DiO labeled MSCs (green) at 200x magnification (scale bar = 100 um). C. Quantification
of Ibal immunoreactivity (expressed as Raw Integrated Density). N=4-6 animals/group. Ordinary one-way ANOVA was
performed. *P<0.05. D. Quantification of CD68 immunoreactivity (expressed as Raw Integrated Density). N=4-6
animals/group. Ordinary one-way ANOVA was performed. E and F. RT-qPCR analysis of ITGAM and CD68 expression in
retinal explants at DEV 0 and DEV 7. mRNA levels are presented after normalization with the housekeeping gene Rps18.
N=12-13 animals/group. Unpaired t-test was performed for unpaired comparisons. ****P< (0.0001.

MSCs have an immunomodulatory effect on retinal explants

To investigate whether the presence of MSCs in the retinal explant coculture model could exert
immunomodulatory properties and influence on microglial phenotypes, we analyzed microglial
polarization markers through the mRNA expression of type M1 classically activated, namely TNFa,
IL1P and IL6, and M2 alternatively activated, namely Arginase 1, IL10, CD163 and TNFAIP6 [337,338].
Our data showed that mRNA expression of M1 phenotype markers TNFa, and IL1B levels were
significantly lower at DEV 7 in the MSC group compared to the control group (p=0.0143 and p<0.001
respectively) (figure 36 A). There was a significant increase in the level of IL6 mRNA expression at
DEV 7 but no significant difference between the control group and the MSC coculture group. The
mRNA expression levels of the markers of M2-polarized microglia, Arginase 1, IL10, and TNFAIP6
were significantly lower in the MSCs coculture group at DEV 7 compared to the control group
(p<0.0001, p=0.071, and p<0.0001, respectively) (figure 36 B). Only mRNA expression of the M2
marker CD163 was significantly lower in the control group compared to DEV 0, with no significant
difference between the MSC coculture group and the control group at DEV 7. However, there were no
significant difference between the DEV 7 MSC group and DEV 0 for IL10, CD163 or TNFAIP6 mRNA

expression levels. MSCs reduced the expression of M1 inflammatory markers.
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Figure 36 : RT-qPCR analysis of M1 (A.) and M2 (B.) phenotype marker expression in retinal explants at DEV 0 and
DEV 7

mRNA levels are presented after normalization with the housekeeping gene Rps18. N=6-16 explants/group. Unpaired t-test or
Mann-Whitney test were performed for unpaired or nonparametric comparisons. *P<0.05, **P< 0.01, ***P<(.001,
*xxxP<0.0001.

MSC:s affect retinal architecture and induce an ERM-like phenotype

Before the coculture, DiO labeling of MSCs allowed tracking of the MSCs to determine their ability to
graft into the retinal explant. At DEV 7, a few MSCs were found in the retinal explants at the GCL level.
Most MSCs did not penetrate the retina and remained at the surface of the explant, probably where the
2 ul of MSC suspension was deposited (figure 32B).

Explant “swelling” was observed in all explants in the MSC cocultured group, with increased explant
thickness and retinal folding, compared to DEV 0 and to DEV 7 controls. MSCs also induced the
appearance of an epiretinal membrane at the surface of the retinal explants. In order to investigate
whether this distortion was associated with an epiretinal membrane phenotype, we used an anti-
fibronectin antibody, since this protein is known to be upregulated in idiopathic epiretinal membranes
[379]. Figure 37 shows the increase in fibronectin labelling at the surface of the explant cocultured with
MSCs. This fibronectin expression was higher on the apical side of the explant, at the contact area
between the MSCs and GCL. Likewise, H&E staining was performed to assess retinal micro-

architectural organization and to quantify explant swelling in presence of MSCs. The laminar structure
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of the retinal explants at DEV 7 in the control group showed a folded appearance to the outer segments
(OS) and outer nuclear layer (ONL) compared to DEV 0 (figure 38). Explants in the coculture group
exhibited a thicker internal retinal layer. Figure 38C shows a significant increase in retinal explant
thickness, which was found in all the explants in the MSCs cocultured group compared to the DEV 7
control and DEV 0 groups (405430 pm vs 218+£20 um and 220+£28 um respectively, P<0.0001). MSCs
induced thickening of the explants and disorganization of the retinal architecture with a formation of an

epiretinal membrane.

DEV 0

DEV 7
control

DEV7
104
MSCs #1

DEV 7
104
MSCs #2

Figure 37 : Representative cryosections of retinal explants cocultured with 104 MSCs at DEV 0 and DEV 7,
immunolabeled with fibronectin (green)
at 200x magnification (scale bar = 100 pm) (n=3-5/group).
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Figure 38 : Representative hematoxylin and eosin (H&E) staining of retinal explant cryosections cocultured with MSCs
(A) Representative hematoxylin and eosin (H&E) staining of retinal explant cryosections cocultured with 10* MSCs at Days
Ex Vivo 0 and Ex Vivo 7 at 100x magnification (scale bar = 200 pm) and (B.) at 200x magnification (scale bar = 100um).
Abbreviations: MSC: mesenchymal stem cell, GCL: ganglion cell layer, IPL: inner plexiform layer, INL: inner nuclear layer,
OPL: outer plexiform layer, ONL: outer nuclear layer, OS: outer segments, IM: insert membrane. (C.) Retinal explant thickness
measurement. Each bar is the mean = SEM. n=4-6/group. Ordinary one-way ANOVA was performed. ****P<0.0001.

Discussion

Over the last decade, there has been increasing interest in the use of stem cells, including retinal
progenitor cells (RPCs), embryonic stem cells (ESCs), induced pluripotent stem cells (iPSCs) and MSCs
to regenerate RGCs in glaucoma [380]. MSCs have also shown neuroprotective and immunomodulatory
properties. They have the advantages of demonstrating immunosuppressive effects and are less
immunogenic and tumorigenic than ESCs. Compared with harvesting RPCs, it is relatively easy to
obtain MSCs, and they possess a higher proliferative capacity [356]. The iPSCs strategy is also
interesting, as these cells have the potential for reducing immunogenicity through autologous
transplantation, but iPSCs have a lower variable differentiation efficiency and a relatively high risk of

gene mutation [381].

Despite promising results in animals, clinical trials of intravitreal injections of BMMSCs have raised
some safety concerns, which require further studies and the development of additional experimental

models mimicking retinal degeneration in glaucoma [356].
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In the present study, we showed that our ex-vivo axotomy model results in rapid RGC degeneration and
gliosis caused by optic nerve transection and disruption of axonal transport, enabling investigation of
neuroprotective or anti-inflammatory therapeutic compounds or stem cell transplantation therapies in
human or rodent tissues [382,383]. This retinal explant model has the advantage of maintaining an in-
vivo type architecture with all the neuroretina layers retaining intercellular interactions. It also limits the
number of animals sacrificed, since one animal provides eight explants. Thus, this model fills the gap
between relevant but time/cost/animal-consuming preclinical models and cell culture models which

cannot substitute for the complexity of an entire tissue.

Advances in glaucoma research increasingly suggest that this degenerative optic nerve disease is linked
to neuroinflammation [32]. The activation of microglia seems to play an important role in glaucoma
pathogenesis, and strategies aiming to modulate reactive microglia are explored to slow down the
progression of glaucoma and improve RGC survival [340]. In this study, we show that the MSCs have
immunomodulatory properties and could be able to block RGC death in the retinal explant axotomy

model by modifying the inflammatory state.

Although MSCs allowed us to observe neuroprotection, reduced gliosis, and modulation of

inflammation in our ex vivo retinal explant model, we noticed edema and folding of the retinal explants.

This swelling of the explants may correspond to the adverse effects reported in clinical trials in humans.
Indeed, despite promising results in animals with good efficacy and good safety profiles, the translation
to humans in clinical trials was more than disappointing [350]. Several studies and trials have warned
of serious ocular adverse effects following MSC transplantation, questioning the safety of using MSCs
in retinal disease [384-386]. Among the complications reported, retinal detachments, retinal folds,
subretinal exudative fluid, vitreous hemorrhage, vitreoretinal proliferation, proinflammatory vitreous
clumping, thick epiretinal membrane formation as well as ocular hypertension and microcystic corneal
edema have been described [385,387—389]. Surprisingly, these effects were not found in a phase 1 trial
studying the safety of intravitreal autologous MSC transplantation in 14 patients with retinitis
pigmentosa [390]. This could be due to the atrophic status of the retina in such severe degenerations. In
a clinical phase I study, Satarian et al. described severe fibrous tissue proliferation in the BMMSC-
injected eye of one patient, which was reproduced in a mouse vitreous cavity injected with the same
MSCs [389]. MSC:s of the other two patients did not generate fibrosis in the animal vitreous. Considering
the heterogeneity of individual MSC samples, they thus proposed evaluation of the cells in animals prior

to their intravitreal injection in patients.

Possible explanations for the disorganization found in our explants following coculture with MSCs
could include differentiation of MSCs into myofibroblasts, promoting retinal fibrosis [391]. We noticed
an increase of gliosis and microglial activation at the junction between the explants and MSCs. Tassoni

et al. also demonstrated in both in vivo and ex vivo mice retina that intravitreal BMMSC transplantation
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was associated with gliosis-mediated retinal folding, upregulation of intermediate filaments, and
recruitment of macrophages. They described a JAK/STAT3 and MAPK (ERK1/2 and JNK) cascade

activation in retinal Miiller glia [392].

The question, therefore, arises of finding a method allowing preservation of the beneficial effects of
MSCs while avoiding the undesirable effects and disadvantages of using MSCs, such as potential

tumorigenicity, need for autologous collection, and variability.

It was initially hypothesized that cell replacement was an important mechanism of action of MSCs.
However, considering the poor ability to graft MSCs into the retina [353,373], the beneficial effects of
MSCs are now believed to be mediated mostly by their paracrine ability to release multiple factors such
as neurotrophins, growth factors (BDNF, NGF, PDGF), chemokines, immunomodulators (IDO, PGE2,
TSG-6) and extracellular vesicles [368,393,394]. This broad range of released factors with diverse
functions, including anti-inflammatory potential, neuroprotection, and immunomodulation, is known as
the secretome or conditioned medium (CM). Concerning the immunomodulatory effects of MSCs, we
were able to show in our model that MSCs reduced the expression of M1 state as well as M2 state
cytokine mRNAs. Therefore, MSCs induced an immunosuppressant effect, but failed to promote M2
subtype polarization. Such properties of MSCs have been found in several studies [338,395]. Holan et
al. demonstrated that the cytokine environment of MSCs influences the spectrum of cytokines they
produce, and thus, their immunoregulatory potential [396]. To enhance the efficiency of such CM,
several priming methods, such as culture duration, O, level, addition of growth factors or anti/pro-
inflammatory cytokines, or three-dimensional culture methods, could allow switching the factors

produced by MSCs towards an anti-inflammatory profile [397-400].

More recently, other stem cell-free approaches using extracellular vesicles (exosomes and
microvesicles), have been under investigation. These vesicles are considered to be responsible for the
paracrine effects of MSCs, promoting immunomodulation, tissue repair, and regeneration, with a lower

risk of oncogenic transformation and immune reactions than injections of whole MSCs [350,401-403].

Conclusion

Using an ex vivo retinal explant model, we demonstrated a neuroprotective and immunomodulatory
effect of MSCs on RGCs. Since this model allowed us to reproduce the expected but also undesirable
effects of injections of MSCs, it appears suitable for screening efficacy and safety of potential candidates
for retinal therapy and should be useful for future assessment of cell-based or alternative methods of

neuroprotection and neuroregeneration.
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Additional File 1. Flow cytometric images showing the histogram overlays of specific antibodies vs isotypic-matched
immunoglobulins for each marker from one BMMSC production batch with table presenting the percentages of
positive cells and means of fluorescence intensities (MFI) for each marker and each production, with their means, and standard
error of the means (SEM).
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Additional File 2. A. Representative images of retinal explant cryosections cocultured with 1.104 MSCs for 7 days at DEV 0
and DEV 7, immunolabeled with ChAT (red) and DiO labeled MSCs (green) at 200x magnification (scale bar = 100 um). B.
Quantification of ChAT+ DACs from retinal explants (n=4-6/day) co-cultured with 1.104 MSCs for 7 days. DACs counts on
cryosections are expressed as DACs/mm.
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Evaluation des effets neuroprotecteurs et inmunomodulateurs des inhibiteurs de la Rho-kinase

dans un modéle ex vivo neurorétinien de rat aprés axotomie
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Les inhibiteurs des rho-kinases (ROCK-i) ont été reconnus comme agents antiglaucomateux [404].
Comme nous 1’avons vu dans la premicre partie de cette thése, ces inhibiteurs diminuent la PIO en
augmentant le débit d’évacuation de ’humeur aqueuse au niveau du trabéculum. Leur rdle dans la
neuroprotection et la régénération neuronale a été suggéré comme étant utile dans le traitement de
maladies neurologiques, telles que les 1ésions de la moelle épinicre, la maladie d'Alzheimer et la sclérose
en plaques [405,406]. Au niveau de I’ceil, des études chez le rat ont montré que I’instillation topique
d’un ROCK-i pourrait promouvoir la survie des CGR et la régénération du nerf optique apres son
¢crasement [407,408]. En agissant directement sur les neurones et en interrompant l'apoptose des CGR,
ils pourraient constituer une nouvelle approche pharmacologique pour la neuroprotection du glaucome.
La réduction conjointe de la PIO avec des effets neuroprotecteurs ou régénératifs par une méme

molécule susciterait beaucoup d’espoir dans le traitement des patients atteints de glaucome.

L’utilisation de notre modele d’explant rétinien pour évaluer Ieffet neuroprotecteur et
immunomodulateur des ROCK-i a fait 1’objet d’un travail de recherche d’un étudiant de master 2 au
sein de notre laboratoire (I. Benmessabih, co-encadré par E. Reboussin et moi-méme) avec des résultats

préliminaires prometteurs.

Introduction

Les rho-kinases, ou ROCK, sont des protéines kinases découvertes en 1995 par Leung et al. Elles
possedent une structure coiled-coil formant des hélices enroulées abritant le site de liaison des protéines
Rho [409,410]. Elles possedent deux isoformes, ROCK1 et ROCK2. Les ROCK sont des protéines
ubiquitaires jouant un role dans divers processus cellulaires tels que la stabilisation du cytosquelette
d’actine, la régulation de la production de cytokines et chimiokines, la régulation de la mort cellulaire
et la rétractation des neurites dans les neurones [269,410]. 1l est & noter que I'expression des isoformes
ROCKI et ROCK?2 varie selon les régions de l'organisme. Dans ’ceil, ROCK2 est fortement exprimé
par rapport a ROCK1[411].

Elles sont devenues des cibles d’intérét pour des traitements neuroprotecteurs et immunomodulateurs

[405,406].
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Les inhibiteurs des ROCK (ROCK-i) sont des inhibiteurs compétitifs et présentent donc une inhibition
réversible. Ils se fixent dans le domaine kinase des ROCK et empéchent les protéines cibles de se fixer
et d’étre phosphorylées. Certains d’entre eux sont spécifiques d’une des isoformes de ROCK, d’autres

inhibent les deux isoformes, avec une action égale pour les deux ou non.

Les ROCK-i ont trouvé des applications diverses, de la différenciation de cellules souches en culture a
la recherche sur le cancer et le traitement du glaucome. Ils ont démontré des effets bénéfiques sur la PIO
en favorisant I'évacuation de 'humeur aqueuse [407,412]. En effet, les ROCK-i ont démontré leurs effets
sur I’HTO grace a leurs effets sur le cytosquelette des cellules du TM et leur MEC [14,413,414],
permettant ainsi une meilleure évacuation de ’humeur aqueuse et une baisse de la PIO. Des études
suggerent un effet neuroprotecteur indépendant de la PIO associé des ROCK-i [407,408,415]. Cet effet
serait mixte par amélioration du flux sanguin vers le nerf optique mais aussi par un effet direct sur la
neurorétine en augmentant la survie des cellules ganglionnaires et en favorisant la régénération axonale

[412,416].

Dans cette étude, nous avons évalué trois ROCK-i distincts, a savoir Y-27632, Y-33075 (également
connu sous le nom de Y-39983), et H-1152, pour étudier leurs effets sur la survie des CGR et sur
l'inflammation rétinienne dans un modé¢le d'explant rétinien apreés axotomie. Ces trois ROCK-i
présentent des caractéristiques spécifiques qui les distinguent les uns des autres, ce qui permet une

comparaison approfondie de leurs effets neuroprotecteurs et immunomodulateurs.

Y-27632 est I’'un des premiers ROCK-i développés (1997) et c’est une des molécules classiquement
utilisées dans les études sur le glaucome et les cellules souches, notamment dans notre équipe ou il a été
utilisé¢ dans un modele de glaucome TGF-B2-induit sur culture primaire de cellules de TM humaines.
Sur ce modele il a démontré un effet de détente du cytosquelette des cellules et de la MEC [14]. Y-27632
est non-spécifique d’une isoforme mais a une affinité légérement plus importante pour ROCK1 que pour
ROCK?2. Cette molécule a été testée in vivo en instillation topique chez le lapin et a démontré son effet
hypotenseur, tandis qu’en injection intravitréenne chez le rat, dans un modele d’ischémie rétinienne

transitoire, une diminution de la mort des CGR dans la rétine a été observée [414,417,418].

Y-33075 est un ROCK-i développé plus récemment (2005) possédant deux particularités le différenciant
d’Y-27632 : un pouvoir inhibiteur 30 fois plus important et 1’absence d’affinité spécifique pour une
isoforme de ROCK [419,420]. In vivo, Y-33075 a été testé en injection intravitréenne dans un modele
d’encéphalomyélite auto-immune chez la souris et a démontré une diminution de la démy¢linisation des

axones du nerf optique [421].

H-1152 a pour particularité d’étre spécifique de ROCK2 et d’avoir une affinité six fois plus importante
pour ce dernier qu’Y-27632. In vitro, la molécule a été testée sur un modele d’hypoxie rétinienne

transitoire dans une rétine bovine isolée, ainsi que sur une rétine organotypique isolée soumise a des
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conditions de stress ou H-1152 a démontré un effet neuroprotecteur et un effet d’inhibition de I’activité

gliale [346,422].

Matériel & Méthodes
Animaux

Pour la production des explants de neurorétine, nous avons utilisé des rats Long Evans males adultes (8-
10 semaines) pesant 250-300g, fournis par Janvier Labs (Le Genest-Saint-Isle, France). Les animaux
ont été hébergés dans des conditions dites « pathogen-free » avec nourriture et eau ad libitum et sous un
cycle 12h lumiere/12h obscurité. Toutes les expérimentations ont été conduites aprés évaluation et
approbation de /’Institutional Animal Care and Use Committee suivant les lignes directrices de la
Directive 2010/63/EU du Parlement européen concernant la protection des animaux utilisés a des fins
scientifiques. Toutes les procédures expérimentales ont été approuvées par le comité local d’éthique sur
I’expérimentation animale C2EA-05-Charles Darwin. Les animaux ont été euthanasiés par asphyxie en

caisson CO2 puis dislocation cervicale.
Culture d’explants de rétine et exposition aux agents pharmacologiques

Les yeux ont été prélevés apres section du nerf optique et ont été rapidement placés dans un milieu CO2-
indépendant (Thermo Fisher Scientific, Réf : 18045-054). La chambre antérieure a été séparée du reste
de I’ceil, le vitré extrait du globe oculaire, puis la rétine a été séparée des tissus oculaires périphériques
par dissection. La rétine a été ensuite coupée en quatre explants de taille égale montés a plat, couche des
CGR vers le haut, sur membrane Millicell-Polytetrafluoroethylene (PTFE) de 0, 4pum dans un insert de
culture. Les explants ont ensuite ét¢ placés dans un milieu composé de milieu Neurobasal-A, 2% de
supplément B27, 1% de supplément N2, 0, 4% L-glutamine, 1% de Pénicilline-Streptomycine
10 000U/mL (tableau 22) et des différents traitements ROCK-i et leur controles (DEV4 CTL). Les
solutions contrdles ont été obtenues en diluant le véhicule (eau RNase free) a la méme concentration que
les solutions de ROCK-i (tableau 23). Les explants ont ensuite été mis en culture & 37°C a 5% de CO2
dans un air humidifi¢. Le milieu de culture était ensuite changé pour moitié¢ le lendemain, puis toutes les
48h. Trois microlitres de solution de ROCK-i ou contréle ont été déposés quotidiennement a la surface

de chaque explant. La culture des explants était arrétée apres 4 jours (DEV4).

Tableau 22 : Fournisseurs et références du matériel et réactifs utilisés pour la culture d’explants

Désignation Fournisseur Référence
Insert de culture Merck Millipore PICMO01250
Milieu Neurobasal-A Thermo Fisher 10888022
Supplément B27 Thermo Fisher 0080085-SA
Supplément N2 Thermo Fisher 17502048
L-glutamine Thermo Fisher 25030032
Milieu CO2-indépendant Thermo Fisher 18045-054
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Tableau 23 : Détails des ROCK-i utilisés

Concentration Dilution dans le
Type Désignation Fournisseur Référence solution  stock | milieu de culture
(H20)
Y-27632 MedChemExpress HY-10583 100mM
ROCK 1/1000, 1/500 et
inhibiteurs Y39983 MedChemExpress HY-10069 10mM 1/200
H-1552 MedChemExpress HY-15720A 20mM

Immunohistochimie sur explants entiers et coupes d’explants

A DEVO et DEV4, les explants ont été fixés dans du PFA 4% (Merck Millipore, Réf : 1.00496.5000)
pendant 2h a 4°C.

Pour I’immunohistochimie sur explants entiers, les explants ont ensuite été incubés dans la solution de
saturation (5% BSA, 2% Triton, 0, 5% Tween 20) durant 3 heures, puis dans la solution d’anticorps
primaires toute la nuit sous agitation a 4°c (cf. tableau 24) (2, 5% BSA, 1% Triton, 0, 25% Tween 20).
Le lendemain, aprés 3 ringages de 10 minutes au PBS, les explants ont été incubés en présence des
anticorps secondaires et de DAPI (2, 5% BSA, 1% Triton, 0, 25% Tween 20 + anticorps anti-souris/anti-
lapin/DAPI) durant 2 heures, a I’obscurité, sous agitation et a température ambiante. Apres 3 lavages de
10 minutes au PBS, les explants ont ét¢ montés entre lames et lamelles et conservés dans 1’obscurité a

4°C.

Pour I’immunohistochimie sur les coupes d’explants, apres fixation au PFA 4%, les explants ont été
déshydratés dans une solution de sucrose 30% pendant 24h a 4°C. Apres déshydratation, les explants
ont été rincés puis inclus en OCT avant d’étre stockés a -20°C. Les explants ont ensuite été coupés au
cryostat (12um d’épaisseur) avant d’étre placés sur lame et stockés a -20°C en attendant le marquage.
Les coupes sont ensuite réhydratées puis soumises a un double immunomarquage Ibal/ki67 (marqueur
de prolifération microgliale), Ibal/CD68 ou GFAP/S100p. Les images ont été réalisées au microscope

confocal inversé (Olympus, FV10) au grossissement x40.

Tableau 24 : Anticorps et marqueurs utilisés pour les marquages d’immunofluorescence

Type Désignation Fournisseur Référence
Mouse monoclonal anti-3A3A Merck Laboratories MABI1585
Rabbit polyclonal anti-GFAP Wako 70334
Rabbit polyclonal anti-Ibal FUJIFILM Wako Pure Chemical | WIWO019-

Anticorps Corporation 19741

primaires Mouse monoclonal anti-CD68 Bio Rad Laboratories MCA341R
Goat polyclonal anti-Ibal Abcam Ab5076
Rabbit monoclonal anti-Ki67 Abcam Ab16667
Mouse monoclonal anti-S1008 Sigma 52532
Rabbit polyclonal anti-GFAP Agilent 7033429-2
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Donkey anti-mouse IgG (Alexa Fluor® | Thermo Fisher Laboratories A21203
594 conjugate)

Anticorps
secondaires Donkey anti-rabbit IgG (Alexa Fluor® | Thermo Fisher Laboratories A21206

488 conjugate)

Donkey anti-goat 1gG (Alexa Fluor® | Thermo Fisher Laboratories A11058
594 conjugate)

Autres DAPI

Analyse immunohistologique
Quantification des CGR

Les images ont été réalisées au microscope a épifluorescence (Zeiss AX-10) au grossissement x200 avec
4 images par explant (1 image en rétine centrale proche du nerf optique, 1 en périphérie de la rétine et 2
en moyenne périphérie. Le comptage a été réalisé grace au marqueur Brn3 A, marquant en moyenne 83%
des CGR [346], via le logiciel ImageJ (United States National Institutes of Health (NIH)) et le plugin
Cell counter. La moyenne du nombre de CGR par champ a été calculée pour chaque explant puis pour
chaque traitement. Les moyennes de chaque traitement ont été comparées avec les moyennes des autres

traitements ROCK-i, la moyenne des explants DEV4 CTL et la moyenne des explants DEVO.
Analyse de la réaction inflammatoire

L’analyse de la réaction inflammatoire a été réalisée par un marquage des protéines Ibal et/ou CD68,
respectivement marqueur de la microglie et marqueur de I’activation microgliale. L’astrogliose a été
quant a elle étudiée par un marquage des protéines GFAP et S100f, respectivement marqueurs des
filaments intermédiaires des astrocytes et marqueur de la prolifération et de la migration des astrocytes
matures. Les images ont été réalisées au microscope confocal inversé (Olympus, FV10) au

grossissement x200 ou x400.
RT-PCR quantitative

Les ARN totaux de tous les explants ont été purifiés grace au kit d’extraction NucleoSpin RNA
(Macherey—Nagel, Réf : 740955.250) selon le protocole du fabricant et conservés a -80°C. Les ARN
totaux ont ensuite été rétrotranscrits en ADN complémentaire avec le kit High Capacity RNA to cDNA
(Life Technologies, réf. 4368814) selon les instructions du fabricant. Une PCR en temps réel a été
réalisée grace au mélange Master Mix TagMan™ Fast Advanced (Applied Biosystems, Réf. 4444557)
et la machine QuantStudio™ 5 Real-Time PCR System for Human Ildentification (Applied Biosystems,
Réf. A34322). La méthode delta-delta Ct (ddCt) a été utilisée pour analyser les variations de I’expression
relative des différents génes étudiés. L’expression relative des différents marqueurs (GFAP, CD11B,
CD68, TNF-a, IL1-B, IL6, Arginase 1, CD163 et [L10) a été comparée a I’expression basale des explants

DEVO0 normalisée a 1.

Analyse statistique
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Les analyses statistiques ont été réalisées grace au logiciel GraphPad Prism 7. Les données sont
présentées sous la forme de moyenne + SEM. Pour la quantification des CGR et les analyses RT-qPCR,

des T-tests ou tests de Mann-Whitney ont été réalisés.

Résultats
Y-33075 a une action neuroprotectrice sur les CGR

Pour le contrdle, il existe une baisse significative du nombre de CGR entre DEVO0 et DEV4 (674 + 21
cellules par image versus 354 + 30, respectivement) représentant 52, 5 % de cellules restantes (T-test,

p<0, 0001) (figure 39).
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Figure 39 : Explants rétiniens 8 DEV0 et DEV4

A. Images de microscopie confocale (x20) d’explants de rétine marqués Brn3A apres dissection (DEVO) et apres 4 jours de
culture (DEV4) (barre d’échelle = 150pm) B. Quantification des CGR Brn3A+ (n=4). Les barres d’erreur correspondent a
I’erreur standard moyenne (**p = 0,0019) C. Images de microscopie confocale (x40, barre d’échelle : 50um) d’explants de
rétines marqués Ibal (vert) et CD68 (rouge) apres dissection (DEVO) et apres 4 jours de culture (DEV4).

Avec les ROCK-i Y-27632 et H-1152, il n’y avait pas de différence significative par rapport au CTL
DEV4 pour les trois concentrations étudiées. Respectivement 444 + 68, 335 + 63 et 338 £ 32 cellules
par image pour les concentrations de 100uM, 200uM et 500uM de Y-27632 et 518 + 53,407 £ S et 411
+ 40 cellules/image pour les concentrations 20 uM, 40 pM et 100 pM de H-1152. Cependant, pour Y-
27632 et H-1152, nous pouvons remarquer une diminution des moyennes entre les premieres

concentrations (respectivement 100uM et 20uM) et les concentrations suivantes. Malgré une absence
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de différence significative entre les groupes de chaque molécule, nous pouvons envisager un
dépassement du seuil de toxicité pour ces deux molécules qui pourrait expliquer une absence d’effet

neuroprotecteur (figure 40).

Pour le ROCK-i Y-33075, on observe une différence significative par rapport au CTL DEV4 en moyenne
508 + 32, 467 + 28 et 560 £ 23 cellules/image pour les concentrations 10 pM, 20 uM et 50 uM
respectivement (Mann-Whitney, p = 0,0140; p = 0, 0286; Unpaired t-test, p =0,0140) (figure 40). Le
ROCK-i Y-33075 semble donc avoir une efficacité dans la neuroprotection des CGR.
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Figure 40 : Evaluation de I’effet neuroprotecteurs des différents ROCK-i

Images d’immunomarquage Brn3A représentatives d’explants rétiniens entiers en culture des groupes DEV0, DEV4 CTL ou
des groupes traités DEV4 (y-27632 100uM, Y-33075 10uM, H-1152 20uM) (grossissement x200 : barre d’échelle=150um).
A. Comptages de cellules Brn3A+ (n=3-6 par groupe) pour les différents traitements comparés au groupe DEV4 CTL. B.
Faibles concentrations C. Concentrations moyennes. D. Fortes concentrations (*p<0,05, barres d’erreur standard moyenn
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Y-27632, Y-33075 et H-1152 réduisent ’inflammation dans la rétine

Tout d’abord, entre les groupes DEVO0 et DEV4 CTL, nous constatons une augmentation qualitative de
la taille des corps cellulaires des cellules microgliales grice au marquage Ibal, ainsi qu’une
augmentation du marquage CD68 a DEV4 (Figure 41 et 42). Ces différences de marquages témoignent
d’une inflammation et d’une activation de la microglie rétinienne au cours du temps apres axotomie du

nerf optique.

Lorsque 1’on compare les groupes DEV4 CTL aux groupes traités, on note chez ces derniers, une
diminution qualitative de la taille des corps cellulaires, et une morphologie cellulaire se rapprochant de

celle de la microglie des explants a DEVO (Figure 41).

DEV4 CTL

DEV4 Y-27632

DEV4 Y-33075

DEV4 H-1152

Figure 41 : Evaluation de I’effet des différents ROCK-i sur I’inflammation sur des explants rétiniens a plat

Images en microscopie confocale (x200, barre d’échelle : 150pm) représentant les explants de rétine marqués Ibal (vert) apres
dissection (DEVO0), apres 4 jours de culture sans traitement (DEV4 CTL) et apres 4 jours de traitement par ROCK-i (Y-27632
500uM, Y-33075 50uM et H-1152 100uM).

Ces différences, notamment concernant le marquage CD68, sont confirmées par I’étude des marquages
réalisés sur les cryosections transversales d’explants qui montrent également une augmentation d’Ibal
et de CD68, témoins de I’activation de la microglie, entre les groupes DEV0 et DEV4 CTL. Au contraire,
nous remarquons un niveau similaire de marquage entre les groupes DEVO et DEV4 traités. Nous

remarquons également une réduction du marquage Ibal dans les groupes DEV4 Y-27632 et Y-33075
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comparés au groupe DEVO0 et un marquage équivalent entre le groupe DEV4 H-1152 et le groupe DEVO
(Figure 42).

DEVO

DEV4 CTL

DEV4 Y-27632

DEV4 Y-33075

DEV4 H-1152

Figure 42 : Evaluation de I’effet des différents ROCK-i sur I’inflammation sur des explants rétiniens en coupe

Images en microscopie confocale (x400, barre d’échelle : 100pm) de cryosection marquées DAPI (bleu), Ibal (vert) et CD68
(rouge) apres dissection (DEVO0), aprés 4 jours de culture sans traitement (DEV4 CTL) et apres 4 jours de traitement ROCK-i
(Y-27632 500uM, Y-33075 50uM et H-1152 100puM)
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De plus, le double marquage KI167/Ibal révele une augmentation du nombre de cellules microgliales en
prolifération (cellules Ibal/KI167 double positives) dans le groupe DEV4 CTL comparé au groupe DEVO
ce qui témoigne d’une activité de prolifération de la microglie en réaction a I’inflammation importante
présente dans le groupe DEV4 CTL. Cette prolifération semble inhibée en présence des ROCK-i. En

effet, nous observons une diminution des cellules microgliales marquées par Ibal et K167 (Figure 43).

T A DEVO

DEV4 CTL

DEV4 Y-27632

DEV4 Y-33075

DEV4 H-1152

Figure 43 : Evaluation du nombre de cellules microgliales en prolifération sur des coups d’explants rétiniens traités par
les différents ROCK-i

Images en microscopie confocale (x400, barre d’échelle : 100um) de cryosections marquées DAPI (bleu), Ki67 (vert) et IbA1
(rouge) apres dissection (DEVO0), aprés 4 jours de culture sans traitement (DEV4 CTL) et apres 4 jours de traitement ROCK-i
(Y-27632 500uM, Y-33075 50pM, et H-1152 100uM)
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Concernant D’activité astrocytaire, nous remarquons une forte augmentation du marquage GFAP
(marquage des astrocytes et des cellules de Miiller) et du marquage S100p (marqueur de 1’astrogliose)
qui passe d’un marquage quasi-exclusif de la couche des CGR et de la couche plexiforme interne pour
le groupe DEVO a un marquage étendu a toutes les couches de la rétine, plus intense dans la couche
plexiforme interne dans le groupe DEV4 CTL. Cette observation témoigne d’une modification
importante de la morphologie et de I’activité des astrocytes dans des conditions inflammatoires (Figure
44). Pour les groupes traités, nous obtenons des résultats différents pour chaque ROCK-i. Pour Y-27632,
nous n’observons pas de baisse du marquage GFAP et S100p par rapport au groupe DEV4 CTL. En
revanche, Y-33075 réduit fortement le marquage GFAP pour revenir au niveau de DEV0 sans réduction
du marquage S100B. Enfin, H-1152 réduit les deux marquages GFAP et S100B. Y-33075 et H-1152
inhibent donc bien 1’astrogliose dans la rétine et H-1152 inhibe méme la prolifération des astrocytes
(marqueur de prolifération S100B réduit). Ces observations en immunomarquages ont ensuite été
confirmées par 1’analyse de I’expression génique des marqueurs de ’astrogliose et de 1’activation

microgliale décrite ci-aprés.
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Figure 44 : Evaluation de I’astrogliose sur coupes d’explants exposés aux différents ROCK-i

Images en microscopie confocale (x400, barre d’échelle : 100um) de cryosections marquées au DAPI (bleu), GFAP (marquage
des astrocytes et des cellules de Miiller, vert) et S100p3 (marqueur de ’astrogliose, rouge) apres dissection (DEVO0), apres 4
jours de culture sans traitement (DEV4 CTL) et aprés 4 jours de traitement ROCK-i (Y-27632 500uM, Y-33075 50uM et H-
1152 100uM)
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Les ROCK-i diminuent I’expression des marqueurs de I’inflammation

Pour le contrdle, nous avons remarqué une augmentation significative de I’expression génique de tous
les marqueurs étudiés, a ’exception des marqueurs de la polarisation M2, dans le groupe DEV4 CTL
compar¢ au groupe DEVO, de I'ordre de 10 fois pour GFAP et 200 fois pour IL-1B (Figure 45).
Concernant la polarisation M1 des cellules microgliales, TNF-a et IL-1B étaient significativement
réduits avec les trois ROCK-i aux concentrations les plus importantes testées par rapport au groupe
contrle (TNF-a : Y-27632 500uM p<0.03 ; Y-33075 50uM p< 0.003 ; H-1152 100uM p<0,005 ; IL-
1B : Y-27632 500uM p<0.03; Y-33075 50uM p<0,003 ; H-1152 100uM p = 0.02). Nous avons
¢galement observé, par rapport 8 DEV4, une réduction de I’expression de CD11b significative avec les
traitements Y-27632 500uM et Y-33075 50uM (p<0.003 pour les deux traitements) ainsi que pour le
marqueur CD68 pour le traitement Y-33075 50uM (p = 0.003). Enfin, pour les marqueurs de 1’état
d’activation M2 de la microglie, nous n'avons pas retrouvé de différence significative entre les groupes
DEVO0 et DEV4 CTL mais nous observons une baisse significative de 1’expression de 1’4rginase 1 et
d’IL10 pour le groupe H-1152 100uM et de CD163 dans le groupe Y-27632 500uM ainsi qu’une
tendance a la baisse mais non significative dans le groupe H-1152 100uM (résultat indéterminé pour Y-
33075 50uM nous empéchant de conclure pour ce groupe). Nous pouvons ainsi conclure quant aux
résultats de RT-qPCR a une baisse significative de I’expression d’une majorit¢ des marqueurs de
I’inflammation et de I’activation microgliale étudiés pour les 3 ROCK-i aux plus fortes concentrations

testées.
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Figure 45 : Quantification de I’expression génique des marqueurs de ’inflammation aprés traitement par différents
ROCK-i par RT-PCR.

Graphiques représentant I’expression génique relatives des marqueurs A. GFAP, B. CD11B, C. CD68, D. TNF-alpha, E IL1-f,
F. IL6, G. Arginase 1, H. CD163 et IL10 dans les explants de rétine a DEV0, DEV4 CTL et DEV4 apreés traitement par les
différents ROCK-i.

Discussion

Notre étude sur ce modele d'explant rétinien de rat aprés axotomie a révélé des résultats prometteurs
quant au réle immunomodulateur et neuroprotecteur des ROCK-i. Ces résultats sont encourageants pour
la recherche sur le glaucome, une maladie neurodégénérative inflammatoire. Au quatriéme jour apres

l'axotomie, nous avons constaté une diminution significative de la perte des CGR dans les explants
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traités avec le Y-33075 par rapport aux explants non traités (DEV4 CTL), suggérant un effet

neuroprotecteur.

En outre, nous avons observé que les trois ROCK-i testés, a des concentrations élevées, exercaient un
effet anti-inflammatoire en réduisant l'expression des marqueurs d’activation des cellules de Miiller,
d'astrogliose et d'activation des cellules microgliales. Il convient de noter que ce modele d'explant est
indépendant du flux sanguin, ce qui renforce l'idée que les effets observés sont dus a 'action directe des
ROCK-i sur la neurorétine. Cette modulation anti-inflammatoire se révele étre une stratégie
thérapeutique intéressante pour le traitement de cette maladie neurodégénérative et neuroinflammatoire
[32]. On sait en effet que dans les yeux des patients atteints de glaucome, la production gliale de TNF-
o est augmentée et que le récepteur de celui-ci est régulé positivement sur les CGR et leurs axones [334].
Plusieurs modeles animaux de glaucome ont fourni des preuves de l'activation des cellules microgliales
et des astrocytes précédant la perte des CGR [32]. De plus, les génes de la cascade de signalisation

RhoA/ROCK sont fortement régulés a la hausse dans la microglie neurodégénérative [423].

Grace a la phosphorylation de différents substrats moléculaires, 1'activité ROCK affecte une multitude
de fonctions cellulaires, par exemple 1’organisation du cytosquelette, la synthése des protéines, la
fonction des cellules gliales, 1’autophagie, 1’apoptose, ’activation microgliale et la fonction synaptique.
Dans le contexte de la neurodégénérescence, une activité ROCK élevée dans le systéme nerveux central
a été associée a des effets néfastes, alors que l'inhibition de I'activité ROCK entrainerait neuroprotection,
stabilité¢ axonale, survie des CGR et méme régénération axonale [424]. L’inhibition de cette voie peut
ainsi diminuer I’inflammation en inhibant la migration des cellules inflammatoires, en diminuant la
production des médiateurs inflammatoires tels que le TNF-alpha, en réduisant l'activation des cellules
gliales et en supprimant la production de cytokines pro-inflammatoires, et ainsi éviter la perte des CGR

(figure 46).
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Figure 46 : Représentation schématique de la voie RhoA/Rho kinase dans la pathogenése de la neuroinflammation
La voie RhoA/Rho kinase déclenche une série d’événements, notamment I’inflammation, 1’activation microgliale, 1a mort des
RGC, et ’astrogliose ; ROCK : Rho Kinase ; GTP : guanosine triphosphate ; GDP: guanosine diphosphate ; GAP : protéine
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activatrice de la GTPase PTEN : homologue de la phosphatase et de la tensine ; cPLA2 : phospholipase cytosolique A2 ; LIMK :
LIM kinase ; MLC : chaine légere de myosine ; CRMP2 : collapsin response mediator protein 2

Ces résultats sont en accord avec d’autres résultats encourageants de la littérature concernant I’ activité
neuroprotectrice des ROCK-i. Le ROCK-i Y-27632 a ainsi été testé en injection intravitréenne chez le
rat, dans un mod¢le d’ischémie rétinienne transitoire ou une diminution de la mort des CGR a été
observée [418]. Y-33075 a été testé en injection intravitréenne dans un modele d’encéphalomyélite auto-
immune chez la souris et a conduit a une diminution de la démyélinisation des axones du nerf optique
[419]. H-1152 a été testé in vitro sur un modele d’hypoxie rétinienne transitoire dans une rétine bovine
isolée, ainsi que sur modele organotypique de rétine isolée soumise a des conditions de stress et a pu

révéler un effet a la fois neuroprotecteur et inhibiteur de I’activité gliale [346,422].

Notre étude met en lumiére le potentiel du Y-33075, notamment a la concentration la plus élevée étudiée
(50 uM), comme la seule molécule a avoir simultanément démontré un effet neuroprotecteur et
immunomodulateur. Ces propriétés en font un bon candidat pour des études futures in vivo et
éventuellement pour le développement d'un traitement complet, capable de réduire la P10, de protéger

les cellules nerveuses rétiniennes et de moduler la réponse inflammatoire dans le glaucome.

Ces résultats soulignent une fois de plus l'utilité¢ de notre modé¢le d'explant rétinien pour le criblage de
molécules a visée neuroprotectrice dans le glaucome. Ce modele permet de préserver l'architecture
complexe et multicellulaire de la rétine, se rapprochant ainsi des conditions in vivo. En outre, I'utilisation
d'explants de rétine permet d'étudier plusieurs molécules simultanément tout en réduisant le nombre
d'animaux sacrifiés, en accord avec les principes des 3R (Remplacement, Réduction et Raffinement) en

recherche animale.
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Discussion

De la modélisation in vitro d’un trabéculum en trois dimensions a I’exploration des explants de
trabéculum et de rétine, ce travail cherche a décrire et comprendre les mécanismes d’action du TGF-2,
et ses relations avec le TNF-a. Cette thése appréhende la physiopathologie du glaucome de manicre
holistique et souligne ’'importance de la régulation de la voie ROCK et de la modulation de

I’inflammation dans la trabéculoprotection et la neuroprotection.

Dans le cadre de cette thése, nous avons, dans un premier temps, cherché a mettre au point un
modele de trabéculum en 3D respectant son architecture complexe. Cette approche nous permettrait de
mieux comprendre le fonctionnement physiologique de cette structure anatomique fondamentale dans
la régulation de la pression intraoculaire, ses réactions en situation de stress ou de toxicité, ainsi que

l'impact et les mécanismes potentiels de nouvelles molécules thérapeutiques.

Nos premiers travaux nous ont permis d’abord d’obtenir des modéles en 2D, puis en 3D a partir de
cultures primaires de cellules trabéculaires humaines. En effet, dans notre équipe, la collaboration entre
I’Institut de la Vision et I’Hopital des 15-20 nous permet de bénéficier de cellules trabéculaires humaines
de donneurs sains, a partir de collerettes de greffons cornéens préparés pour kératoplastie. Pour simuler
le dysfonctionnement observé dans le glaucome, nous avons utilisé¢ le TGF-B2. La famille des cytokines
TGF-B est connue pour étre associée a des altérations de plusieurs fonctions cellulaires, notamment la
différenciation, la prolifération et I'accumulation de la MEC. Le TGF-B2 a un effet profibrotique et des
taux €levés de cette cytokine ont été trouvés dans I'humeur aqueuse de patients atteints de glaucome, ce
qui suggere qu'il pourrait jouer un réle dans la pathogenése de I'hypertension oculaire en altérant la
fonction de la matrice trabéculaire [207]. Nos résultats ont démontré que 1’utilisation du TGF-2 dans
nos modéles in vitro reproduisait avec succes les altérations du cytosquelette et I'accumulation de
protéines matricielles observées dans la trabéculopathie glaucomateuse. La culture cellulaire en 3D en

lTM

Matrigel ™ nous a permis d'obtenir une organisation en maille de cellules trabéculaires avec des
interconnexions et la formation d’espaces intercellulaires variables selon les traitements. Cette
organisation qui refléte mieux l'anatomie réelle du trabéculum n’était pas retrouvée en 2D. La culture
en 3D recrée les conditions du microenvironnement rencontrées in vivo et offre aux cellules un
environnement leur permettant d'interagir entre elles et avec la MEC [13,254]. Cela aiderait également
a mieux étudier le fonctionnement physiologique du trabéculum mais aussi les modifications qui ont
lieu dans des conditions de stress ou de toxicité, ainsi que 1'effet des médicaments [42]. Ce modéle de
trabéculum en 3D a été utilisé pour la premicre fois dans notre équipe par Bouchemi et al. pour étudier
l'effet du chlorure de benzalkonium (BAK), un conservateur couramment utilisé en collyre [29]. Il avait
montré que BAK induisait I’expression génique de chimiokines inflammatoires IL-6 et IL-8 et tendait a

moduler celle des MMP, qui jouent un réle crucial dans la dégradation de la MEC et donc I'augmentation

de I’évacuation d’HA hors de DI’ceil. Nous avons, pour notre part, étudi¢ [D’effet de molécules
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thérapeutiques tels que le latanoprost et les ROCK-i sur ’organisation de la MEC et la régulation du
cytosquelette. Nos travaux ont mis en évidence d’une part, un effet significatif d’'un ROCK-i (Y-27632)
sur la dégradation de la MEC et la relaxation du cytosquelette et en parallele, une action du latanoprost
sur les dépot de fibronectine sans action sur le cytosquelette [ 14]. Néanmoins, pour I’instant, les résultats
fournis sont uniquement qualitatifs, ce qui constitue une limite de 1’¢tude. Des recherches
supplémentaires seront nécessaires pour mieux exploiter toutes les informations fournies par ce modele.
En effet, les principaux signaux biomécaniques auxquels sont soumises les cellules trabéculaires ne sont
pas étudiés dans ce travail. Par exemple, les cellules trabéculaires in vivo sont soumises a un changement
significatif de pression, a une contrainte de cisaillement et a un étirement mécanique. Des systémes de
mesure de la rigidité et de 1'écoulement utilisant ce mod¢le pourraient également €tre mis en ceuvre pour

améliorer la pertinence du modele.

Nous avons eu ensuite pour objectif d’enrichir notre mode¢le en travaillant directement sur des
tissus. A partir d’explants trabéculaires prélevés sur des collerettes de greffons, nous avons a notre
disposition un modele ex vivo a la fois de trabéculum normal et de trabéculum glaucomateux sous 1’effet
du TGF-B2. En effet, le TGF-B2 induisait un réarrangement du cytosquelette d’actine et une
accumulation de MEC qui modifiait bien I’architecture filtrante du trabéculum que nous avons pu
objectiver en microscopie confocale. Nous avons réalisé une caractérisation transcriptomique globale
(RNA-Seq), en parallele avec des analyses immunohistologiques, afin de corréler les signatures
géniques avec les altérations morphologiques observées. Cette approche nous a permis d'identifier des
genes différentiellement régulés, principalement impliqués dans la régulation de la MEC et des voies de
signalisation profibrotiques du TGF-3 mais aussi des voies de BMP et de Wnt. Le TGF-p2 a été utilisé
dans plusieurs études pour reproduire les changements observés dans le trabéculum des patients atteints
de glaucome, car il modifie simultanément le cytosquelette et la MEC [14,200,262]. Dans notre étude,
nous avons confirmé que le TGF-B2 induit I'expression de protéines de la MEC, telles que les collagénes,
la fibronectine, I'¢lastine, des inhibiteurs de la dégradation de la MEC tels que SERPINE-1, et des

enzymes de réticulation telles que les lysyl oxydases (LOX).

L’utilisation d’explants trabéculaires humains (HTMEx) représente un moyen simple et efficace
d’obtenir un modele 3D de trabéculum permettant d'étudier l'effet de molécules thérapeutiques, de
facteurs de croissance et d'autres composés sur la fonction trabéculaire. De plus, nous avons pu
subdiviser le trabéculum d'une seule collerette et ainsi étudier les modifications d’un méme tissu dans
différentes conditions. Cependant, 1'utilisation de ces explants comporte des limites, telles que la
difficulté d'obtenir des tissus frais, la variabilité¢ entre les donneurs et la disponibilité limitée de tissus
provenant de patients atteints de glaucome. La possibilité de disposer de collerettes corn€osclérales apres
transplantation cornéenne reste une source précieuse de tissu trabéculaire entier. Etant donné que les
trabéculums provenant de patients atteints de glaucome ont souvent un faible nombre de cellules, 1'ajout

de TGF-f2 a un trabéculum sain permet la reproduction des modifications de I'organisation
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cytosquelettique et de la MEC, tout en fournissant suffisamment de matériel pour une étude

transcriptomique [12,239]

D'autres molécules pourraient étre utilisées pour développer des modéles de glaucomes secondaires. Par
exemple, I’exposition des HTMEx a la dexaméthasone peut constituer une méthode efficace pour étudier
le glaucome cortico-induit, et 1’utilisation du TGF-B1 peut donner un apercu du glaucome
pseudoexfoliatif [196,199]. L’utilisation de chlorure de benzalkonium ou de peroxyde d’hydrogéne

serait également intéressante pour étudier les effets du stress oxydant sur les HTMEx [222,316].

Grace a la caractérisation précise de notre modele d’explants trabéculaires pathologiques induits par le
TGF-B2, nous avons choisi d’explorer 1’effet d’une cytokine antagoniste, le TNF-o, dans le contexte du
glaucome. Cette balance TGF-B2/TNF-a si importante dans toute pathologie inflammatoire chronique
nous semblait logiquement intéressante a étudier dans le glaucome [332,333]. Nos résultats ont, comme
nous I’attendions, démontré que le TNF-a induisait une réponse pro-inflammatoire, avec I’augmentation
de l'expression de cytokines et de chimiokines pro-inflammatoires en méme temps qu’une réponse
apoptotique dans les cellules trabéculaires. En revanche, le TGF-B2 induisait un remodelage matriciel
au sein des HTMEX, caractérisé par I’augmentation de 1’expression de geénes impliqués dans la synthése
de la MEC et la réorganisation du cytosquelette. Lorsque le TGF-B2 et le TNF-a étaient appliqués en
méme temps, nous avons observé que le TNF-a neutralisait les effets profibrotiques du TGF-B2.
Inversement, le TGF-B2 supprimait la réponse pro-inflammatoire avec une diminution de 1'expression
des cytokines et des chimiokines proinflammatoires. Ces résultats suggerent que le TNF-a et le TGF-$2
jouent des roles opposés dans la régulation de la fonction trabéculaire et donc que le TNF-a peut
contrecarrer les effets du TGF-B2. SMAD7, un médiateur clé¢ dans les interactions entre les voies de
signalisation du TNF et du TGF-B2 (figure 26a), semble jouer un réle important dans I’homéostasie du
trabéculum [311]. Une mauvaise régulation de SMAD7 a été impliquée dans diverses maladies,
notamment les cancers et la fibrose et une modulation thérapeutique de SMAD7 pourrait représenter

une approche prometteuse pour limiter I’accumulation de la MEC dans le trabéculum [332].

En parallele, nous avons développé un modéle d’explant rétinien de rat, économe en termes
d’utilisation des animaux, puisqu’un seul rat nous permet d’obtenir huit explants pouvant étre soumis a
divers traitements. Ce modele s'est révélé efficace pour le criblage de molécules a visée neuroprotectrice,
car la perte des CGR est reproductible d'un explant a I'autre. Nous avons explor¢ l'effet de facteurs de
croissance tels que le BDNF, les cellules souches mésenchymateuses et un ROCK-i sur la
neuroprotection et l'immunomodulation, deux aspects importants dans la pathologie neuro-

inflammatoire qu'est le glaucome a angle ouvert [32].
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Synthése et perspectives

La thése présentée ici se distingue par l'utilisation de modéles réduisant le recours aux modeles animaux
ou le nombre d’animaux utilisés, tels que des explants de trabéculums humains et des modeles ex vivo

de neurorétine de rat, pour étudier les mécanismes impliqués dans la pathologie du glaucome.

Deux voies interdépendantes prédominantes semblent étre impliquées a la fois dans la dysfonction de la
matrice trabéculaire et la dégénérescence neurorétinienne du glaucome : le TGF-B2 et ses voies de
signalisation conventionnelles (Smad) et non conventionnelles (MAPK, Rho GTPase) impliquées dans
la fibrose et le remaniement du cytosquelette des cellules ; les voies de l'inflammation avec notamment

le TNF-a, régulant I’apoptose et les protéines de la MEC en activant métalloprotéases et collagenes.

L'analyse transcriptomique menée dans cette étude a permis de caractériser les modifications induites
par le TGF-B2, en identifiant les principales cytokines impliquées dans le glaucome et en identifiant des
cibles thérapeutiques potentielles. Parmi ces cibles, I'inhibition de la voie Rho/ROCK a été étudiée en
détail, montrant un effet double a la fois sur la MEC et sur le cytosquelette des cellules trabéculaires. I1
est intéressant de noter que cette méme cible pourrait également avoir un effet neuroprotecteur sur les
cellules trabéculaires humaines. Enfin, 1'é¢tude menée sur le TNF-o a permis de mettre en évidence
lI'implication de l'inflammation dans le remodelage trabéculaire et la pathologie du glaucome. Ces
résultats soulignent 1'importance de prendre en compte les aspects inflammatoires dans les recherches

futures sur le glaucome.

Ces premiers travaux ouvrent la voie a de nombreuses perspectives de recherche. Les résultats obtenus
ont permis d'identifier plusieurs cibles thérapeutiques potentielles pour le traitement du glaucome, cibles
qui restent a valider mais qui offrent de nombreux espoirs pour le développement de nouveaux
traitements. De plus, les modeles alternatifs notamment tissulaires utilisés dans cette étude, tels que les
explants trabéculaires et rétiniens, sont des outils précieux pour le criblage de molécules thérapeutiques.
En effet, ces modeles permettent de mieux simuler les conditions physiologiques in vivo, offrant ainsi

une approche plus pertinente pour 1'étude des mécanismes impliqués dans la pathologie du glaucome.
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