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Reésume

Le Syndrome métabolique (SMet) se définit par la coexistence d’au moins 3 des symptomes
suivants : une hypertriglycéridémie, un faible taux de Cholestérol-HDL sanguin, une
hyperglycémie a jeun, une adiposité abdominale élevée et une hypertension. Il traduit le
développement de désordres glucidiques et lipidiques résultant d’une balance énergétique
positive. Par ses caractéristiques, le SMet est un facteur de risque de développer un diabete de
type 2 qui se caractérise dans ses formes pathologiques par des altérations macro et
microvasculaires, en particulier au niveau de la rétine, créant ainsi une rétinopathie diabétique
(RD). Fortement vascularisée et bien que présentant une barriere hémato-rétinienne qui limite
I’entrée de composés sanguins, la rétine subit les variations métaboliques. Alors méme que les
conséquences du diabete a long terme sur la rétine sont bien connues dans le cas de la RD, les
conséquences du SMet sur la rétine sont peu étudiées, alors méme qu’une prise en charge
précoce pourrait diminuer leur importance. A cet égard, une alimentation a la fois riche en
acides gras polyinsaturés a longue chaine (AGPI-LC) de type oméga 3, comme 1’acide
docosahexaénoique (DHA) et 1’acide eicosapentaénoique (EPA) et pauvre en oméga 6
participerait a la prévention de I’insulinorésistance, une composante du SMet, et serait
protectrice vis-a-vis des premiers stades de la dégénérescence maculaire liée a I’age (DMLA)
et du vieillissement de la rétine. Toutefois, la biodisponibilité des AGPI de type oméga 3 dans
les tissus, dont la rétine, est un paramétre important a prendre en compte pour bénéficier de
leurs effets protecteurs. Pourtant, ces données de biodisponibilité, selon la source de

provenance des acides gras, sont trés peu accessibles et méritent d’étre étudiées.

Ainsi, nos travaux avaient un double objectif. D’abord nous voulions évaluer I’effet d’un
régime pro-diabétogéne sur le métabolisme glucidique et lipidique chez le rat pour, de
maniere concomitante, en étudier les conséquences fonctionnelles et structurales sur la rétine.
Nous souhaitions ainsi associer les dysfonctions métaboliques aux altérations de la rétine.
Notre second objectif était de comparer I’intégration de plusieurs formulations a base de
phospholipides ou triglycérides, portant EPA ou DHA, dans la rétine.

Pour vérifier nos hypotheses, des rats Brown Norway ont été nourris 8 jours, 4 semaines ou
12 semaines avec un régime composé de 60% de fructose et 10% de lipides saturés (HFHF).
A I’issue de ces durées, I’étude du métabolisme glucidique a révélé une hyperglycémie a jeun,

une intolérance au glucose et une résistance a 1’insuline dés 8 jours de régime, alors que les



taux plasmatiques d’insuline, de leptine et des facteurs pro-inflammatoires n’ont pas été
modifiés. D’autre part, si une stéatose hépatique est survenue transitoirement a 4 semaines de
régime HFHF, nos analyses n’ont pas révélé de dyslipidémie. Ainsi, compte tenu de la
résistance de ces rats a développer de maniere précoce des altérations d’'un mécanisme clé du
syndrome métaboliqgue comme la dyslipidémie, nous avons réalisé une étude comparative
entre rats Brown Norway (BN) et Wistar (W) soumis a 8 jours et 4 semaines de régime
HFHF. Cette étude a révélé que les rats W étaient plus sensibles aux dérégulations lipidiques
puisque ces derniers présentaient une dyslipidémie importante des 8 jours de régime,
s’accentuant a 4 semaines de régime. Toutefois, les rats W n’ont pas développé
d’insulinorésistance, et présentaient une hyperglycémie a jeun plus tardive que les rats BN.
En complément de ces données, les analyses fonctionnelles de la rétine des rats BN par
électrorétinographie ont révélé une diminution de sensibilité des photorécepteurs de type
cone, apres 4 semaines de régime HFHF, sans que d’autres atteintes aient pu étre mises en
évidence. Apres 3 semaines de régime, une néovascularisation choroidienne a été induite par
des impacts laser dans la membrane de Bruch. Nos résultats révelent ainsi que le réegime
HFHF constitue un terrain favorable au développement néovasculaire dans la rétine, avec une

exacerbation de I’activation des cellules de Miller.

Dans I’objectif d’optimiser la forme d’apport en acides gras a effets protecteurs de la rétine,
nous souhaitions étudier 1’intégration du DHA dans la rétine apporté par 6 sources de lipides
intégrées dans 1’alimentation de rats Wistar. L’originalité de ce travail résidait dans un apport
principalement en EPA ou en DHA, soit sous forme de phospholipides, soit sous forme de
triglycérides. L’équilibre de ’apport en oméga 6/oméga 3 et des autres acides gras a été
contrdlé, puisqu’il influence I’intégration du DHA dans les tissus. Nos données qualitatives,
obtenues au cours d’un séjour doctoral au Neuroscience Center of Excellence a la Nouvelle
Orléans (USA), dans le laboratoire du Pr. Bazan, mettent principalement en évidence un
enrichissement de la rétine, et notamment de la couche des photorécepteurs dans une zone a
proximité du nerf optique, ceci quelle que soit la formule lipidique considérée lorsqu’elle
contenait des AGPI de type oméga 3. Nos données quantitatives révelent quant a elles une
meilleure intégration du DHA, notamment estérifié sur les phosphatidylcholines, dans la
rétine lorsque I’EPA est apporté sous forme de phospholipides, et que le DHA est apporté par
les phospholipides ou les triglycérides. L’ensemble des régimes permettent d’augmenter la

teneur en AGPI a tres longue chaine (VLC) dans la rétine.
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Pour conclure, nos travaux suggérent une altération trés précoce de la rétine, concomitante a
des désordres majoritairement glucidiques induits par une alimentation riche en fructose et
lipides. IIs attirent également 1’attention sur le choix du modé¢le utilisé, pouvant présenter des
spécificités a prendre en compte telles que la pathogenese. Enfin, nos résultats permettent de
recommander 1’apport en mélange d’EPA et de DHA sous forme de phospholipides et de
triglycérides pour améliorer I’incorporation des AGPI oméga 3 dans la rétine, facteur a
prendre en compte dans la prévention des pathologies oculaires par les AGPI de type oméga
3.
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Abstract

Metabolic syndrome (MetS) is characterized by at least three symptoms among the following
ones: hypertriglyceridaemia, a low level of HDL cholesterol, hyperglycaemia, an excess of
central body fat and hypertension. It results from carbohydrate and lipid disorders that
originate from misbalanced energy metabolism. MetS is a risk factor for type 2 diabetes that,
in pathophysiological conditions, is characterized by macro and microvascular alterations,
particularly in the retina, creating the diabetic retinopathy (DR). Despite it presents a barrier
limiting the input of blood factors, the retina is under metabolic variations. Although the
consequences of diabetes on the retina are well known leading to DR, the consequences of
MetS are less characterized. Accounting the socioeconomic burden associated to retinal
diseases, prevention is timely adapted to limit the threatening consequences of retinal aging
and pathologies. MetS would be responsible for the inflammation and microvascular
alterations in the retina and could participate to the development of age-related macular
degeneration (AMD). A diet rich in omega-3 long chain polyunsaturated fatty acids (LC-
PUFA) i.e. docosahexaenoic acid (DHA) and eicosapentaenoic acid (EPA) and low omega-6
fatty acid, should participate to the prevention of insulin resistance, a feature of MetS. Such
diet would be protective against AMD. The leading cause of visual impairment after the age
of 55 years in Western populations. Meanwhile, the bioavailability of omega-3 in tissues,
including the retina, is an important parameter to consider to fully take advantages of their
protective effects. Yet, data on the bioavailability of fatty acids from different origins are

sparse and need to be studied.

Our first goal was to associate metabolic and retinal disturbances in the context of MetS. For
that purpose, we evaluated the impact of a pro diabetic diet on carbohydrate and lipid
metabolism in the rat, and further analyzed the function and structure of the retina. Our
second objective was to compare the efficacy of phospholipids and triglycerides to improve

the incorporation of omega-3 LC-PUFA in the retina and others tissues in the rat.

Brown Norway (BN) rats were fed 8 days, 4 weeks or 12 weeks with a 60% fructose and 10%
saturated lipid diet (HFHF). The results revealed fasted hyperglycaemia, glucose intolerance
and insulin resistance at 8 days and afterwards, while plasma insulin levels, leptin and pro-
inflammatory factors were not modified. In addition, liver steatosis was transiently present at

4 weeks of HFHF diet, without dyslipidaemia. Thus, considering the resistance of BN rats to

13



develop dyslipidaemia, we performed a comparative study with BN and W rats by feeding
them with HFHF for 8 days and 4 weeks. Our results showed that W rats were more sensitive
to lipid deregulations since they developed dyslipidaemia at 8 days and 4 weeks of HFHF
diet. However, they did not develop insulin resistance, and developed hyperglycaemia later
than BN. Regarding these data, functional analyses of retina by electroretinography was
performed in BN. Electroretinograms revealed a loss of cone photoreceptor sensitivity after 4

weeks of HFHF diet without other functional dysfunction.

In one independent group of BN rats, choroidal neovascularization was induced by rupture of
Bruch’s membrane with impact lasers in eye fundus. Retinal angiography revealed that
feeding HFHF diet during 4 weeks favoured neovascular development in the retina, and
activated Miller cells. Then, we wanted to compare omega-3 LC-PUFA integration in the
retina by feeding Wistar rats with 6 different lipid sources. The strength of this work was to
use either phospholipids, triglycerides or a mix of both, that contained either EPA or DHA as
the prominent omega-3 fatty acid. Our qualitative data, obtained from a doctoral internship in
the Neuroscience center of excellence at New Orleans (USA), in Pr. Bazan’s laboratory,
revealed an increase of DHA in the retina, particularly in the photoreceptor layer, around the
optic nerve, regardless lipid formula. Our quantitative data revealed a better integration of
DHA, particularly DHA-containing phosphatidylcholine, in the retina, when EPA is provided
esterified on phospholipids, and DHA is provided on both, phospholipids and triglycerides.
All the supplemented diets allowed an increase in very long chain-PUFAs in the retina.

To conclude, our work suggested that in a model of MetS induced by feeding with HFHF diet,
deregulation of glucose metabolism, but no dyslipidemia, was sufficient to favor the
development of vascular changes in the retina. Based on strain differences in the effects of
HFHF diet on glucose and lipid metabolism between BN and W rats, our data pointed out the
need to fully characterize the model in the objective to define its strengths and weaknesses.
Finally, our results allow recommending the supplementation of triglycerides and
phospholipids containing EPA and DHA to improve incorporation of omega-3 LC-PUFAS in
the retina, one parameter that could be useful for primary prevention of ocular diseases with
omega-3 LC-PUFA:s.
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AGPI-LC : acide gras polyinsaturés a longue chaine
AGPI-VLC : acide gras polyinsaturés a tres longue chaine
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AGS : acide gras saturé

ALA : acide alpha-linolénique

AMD : age-related macular degeneration (DMLA)

ANSES : Agence nationale de sécurité sanitaire de I'alimentation, de I'environnement
et du travail

AREDS : age-Related Eye Disease Study

BHR : barriére hémato-rétinienne

BN : brown norway

CETP : protéine de transfert des esters de cholestérol

CNV : choroidal neovascularisation

COX : cyclo-oxygénases

CRP : protéine réactive-C

DHA : docosahexaenoic acid

DMLA : dégénérescence maculaire liée a 1’age

EC . esters de cholestérol

ECM : matrice extracellulaire

ELOVL4 : elongation of very long chain fatty acids protein 4

EPA . eicosapentaenoic acid

EPR : épithélium pigmentaire rétinien

ERG : électrorétinographie

FAO : organisation pour I'alimentation et I'agriculture des Nations Unies

GFAP : protéine acide fibrillaire gliale

GLUT : transporteur de glucose

HDL : high density lipoproteins

HFCS : high fructose corn syrup

HFHF - high fructose high fat

IDF > international diabetes federation

IL - interleukine

IMC - indice de masse corporelle

INCA : étude sur les consommations et les habitudes alimentaires

IPM . interphotoreceptor matrix

LA - linoleic acid

LC/MS - liquid chromatography / mass spectrometry

LCAT - lécithine cholestérol transferase

LC-PUFA :long chain polyunsaturated fetty acid
LDL : low density lipoproteins



LOX . lipoxygénases

MALDI-  :désorption-ionisation laser assistée par matrice — imagerie par spectrométrie
IMS de masse
MLA : maculopathie li¢e a I’age

NCEP/ATP : National Cholesterol Education Program Adult Treatment Panel
NHANES : National Health and Nutrition Examination Survey

NPD1 : neuroprotectine D1

NPY : neuropeptide Y

NTS : noyau du tractus solitaire

PDE : phosphodiesterase

PG : prostaglandine

PGI : prostacycline

PKC : protéine kinase C

PL : phospholipide

PLA2 : phospholipase A2

POMC : proopiomélanocortine

PPAR : peroxisome proliferator activated receptor
PR : photorécepteur

RCPG : récepteur couplé a une protéine G
RD : rétinopathie diabétique

ROS : especes réactives de I’oxygene

Rv : résolvine

RXR : retinoid X receptor

SLO : ophtalmoscopie par balayage laser confocal
SMet : syndrome métabolique

TG : triglycérides

TX : thromboxane

VEGF : vacular endothelium growth factor
VLDL : very low density lipoproteins
VTA . aire tegmentale ventrale

w : wistar
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Introduction générale

L’ceil est probablement 1’organe le moins étudié dans les domaines de I’alimentation et la
nutrition alors méme que les consequences d’un déséquilibre alimentaire sur la vue peuvent
étre dévastatrices. En effet, 1’un des principaux facteurs de risque de la perte de vision dans
les pays industrialisés est le diabéte, qui touche 422 millions de personnes dans le monde
(Mathers and Loncar 2006). L’incidence du diabéte est amplifiée par le syndrome
métabolique (SMet), dont le développement résulte des modifications de nos modes de vie et
du vieillissement de la population (Ford, Li et al. 2008). Le SMet se caractérise par des
troubles d’origine lipidique et glucidique, qui favorisent les altérations macro et

microvasculaires.

Les pays industrialisés détiennent une ingestion de sucres ajoutés importante, favorisant les
altérations retrouvées dans le SMet. Un de ces sucres ajoutés, le fructose, est particuliérement
pernicieux au regard du métabolisme du glucose (Cordain, Eaton et al. 2005; Goran, Ulijaszek
et al. 2013), et serait un des principaux responsables de 1’épidémie d’obésité et de diabete
mondiale (Stanhope, Schwarz et al. 2009).

Des pathologies oculaires des populations des pays industrialisés, comme la rétinopathie
diabétique (RD) ou la dégénérescence maculaire liée a I’age (DMLA), sont liées & nos
conditions de vie. La sédentarité et le tabagisme interviennent notamment dans le
développement de ces deux pathologies, alors que les apports nutritionnels trop gras et sucrés
sont particulierement liés au développement de la RD (Bourne, Stevens et al. 2013). La perte
partielle ou totale de vue qui en résulte peut grandement affecter la qualité de vie des
personnes et de leur environnement familial (Brown and Barrett 2011; Hong, Mitchell et al.
2014), et a un impact économique non meédical important, équivalent a 7% des dépenses
totales de santé en France (Lafuma, Brezin et al. 2006).

Mais I’alimentation, si elle peut étre néfaste lorsqu’elle est déséquilibrée et en trop grande
quantité, apporte egalement des nutriments ayant un effet thérapeutique ou préventif par leurs
propriétés, comme les acides gras polyinsaturés a longue chaine (AGPI-LC) de type oméga 3
(n-3 ou ®3).

Les AGPI-LC ®3, comme I’acide docosahexaénoique (DHA) et 1’acide eicosapentaénoique

(EPA), constituent par exemple une famille d’acides gras essentiels a notre organisme, qui
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sont synthétisés en faible quantité a partir des précurseurs, et doivent donc étre fournis par
I’alimentation. Ces acides gras sont necessaires au développement des tissus nerveux et
permettent de réduire les risques cardiovasculaires. lls sont anti-inflammatoires,et ont un effet
positif sur le maintien de la santé mentale et sont acteurs de la prévention de la DMLA. Les
AGPI-LC ®3 sont retrouves de maniére abondante dans les poissons, notamment les poissons
gras. Or, selon un rapport de la FAO (Organisation pour l'alimentation et l'agriculture des
Nations Unies) de 2016, la consommation de poisson a doublé en 50 ans et est passée de 10
kg par an et par habitant en 1960 a plus de 20 kg par an et par habitant en 2016. Toutefois, les

réserves en poisson sont & présent a des niveaux biologiquement non viables.

De maniére concomitante, I’intérét pour les compléments alimentaires s’accroit, selon la
troisieme étude sur les consommations et les habitudes alimentaires de la population francaise
(INCA3), commandé par 1’agence nationale de sécurité sanitaire de 1’alimentation, de
I’environnement et du travail (ANSES), la consommation de compléments alimentaires est
passée de 20 a 29% de 2006-2007 a 2014-2015. Ainsi, les ressources diminuent tandis que la
consommation et 1’intérét pour les compléments alimentaires a visée santé augmente. C’est
pourquoi il est indispensable de déterminer quelles sources d’®3 s’incorporent le mieux au

niveau de leur lieu d’action.

Si ’ceeil dans sa globalité peut étre affecté par 1’alimentation, ce manuscrit s’intéressera plus
particulierement a la rétine, cette membrane photosensible, en relation avec son

environnement.

Dans ce contexte, nous soutenons 1’hypothése qu’un régime riche en fructose et lipides
saturés est inducteur d’un syndrome métabolique, ayant des conséquences précoces sur la
fonction et la structure de la rétine. Les AGPI-LC ®3 sont reconnus pour leurs effets
bénéfiques dans la rétine. Nous avangons 1’idée que l’intégration des ®3 n’a pas lieu au
niveau de I’ensemble de la rétine, mais particulierement au niveau des photorécepteurs, et que

certaines sources alimentaires ont une meilleure biodisponibilité pour la rétine.
Pour ce faire, ce manuscrit se compose de 3 parties.

La premiere partie rappelle le paysage bibliographique dans lequel la thése s’inscrit. Cette
partie évoque d’abord la composition et le fonctionnement de la rétine. Les pathologies
induites notamment par des déséquilibres de 1’alimentation tels que le syndrome metabolique

et le diabete de type 2 seront ensuite abordées. Dans un troisieme temps, il s’agira de
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s’intéresser aux pathologies de la rétine ayant pour facteur de risque les désordres
métaboliques tels que la RD et la DMLA. Enfin, ’apport de certains nutriments, et en
particulier les AGPI-LC ®3, comme moyen de prévention de ces pathologies, et leur impact

direct ou non sur la rétine sera traité.

La deuxiéeme partie de ce manuscrit s’intéressera quant a elle plus précisément aux trois

études scientifiques menées au laboratoire.

La premiere étude concerne I’induction d’un syndrome métabolique par une alimentation
riche en fructose et lipides (HFHF) chez le rat Brown Norway (BN). Cette étude avait pour
but de caractériser et d’associer les désordres métaboliques induits par un régime HFHF, aux
modifications de la rétine. La caractérisation des modifications induites par un régime HFHF
a ¢té réalisée d’une manicre temporelle (8 jours, 4 semaines et 12 semaines), au niveau
central, par des dosages plasmatiques et hépatiques, et au niveau rétinien par 1’étude de la

fonction, de la structure et de la vascularisation.

La deuxiéme étude compare le développement des désordres métaboliques induits par un
régime HFHF dans deux souches de rats : les Brown Norway et les Wistar. Ces animaux ont
donc recu soit 1 semaine, soit 4 semaines de régime HFHF, et des dosages plasmatiques et
hépatiques ont révélés une temporalité différente entre les souches, pour la mise en place d’un

syndrome métabolique.

Enfin, la troisiéme étude s’intéresse a I’intégration dans les tissus dont la rétine, des AGPI-LC
®3 apportés par I’alimentation. Pour ce faire, 7 régimes alimentaires différents par leur
composition en lipides ont été présentés a des rats Wistar pendant 8 semaines. Ainsi, les
différences majeures entre les 7 catégories de croquettes qui ont été utilisées, reposent sur la

composition en AGPI-LC ®3 composée majoritairement :

- De I’EPA lié aux phospholipides (PL-EPA)

- Du DHA lié aux phospholipides (PL-DHA)

- De I’EPA 1ié aux triglycérides (TG-EPA)

- Du DHA lié aux triglycérides (PL-DHA)

- De 2% d’®3 sans EPA ni DHA (régime témoin)

Deux autres régimes, non traité dans 1’article étaient composés de :

- DHA lié a 100% aux phospholipides (ceuf)
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- Un mélange de triglycérides et de phospholipides liant EPA et DHA (hareng),

reflétant la partie lipidique d’une formule de complément alimentaire.

Des analyses par spectrométric de masse couplée a ’imagerie (MALDI-IMS) ont été réalisées
pour établir une cartographie lipidique de la rétine. Des dosages de lipides dans la rétine et
d’autres tissus ont également été réalisés par chromatographie en phase gazeuse (CPG) et

chromatographie en phase liquide couplée a la spectrométrie de masse (LC/MS).

Pour clore le manuscrit, la troisiéme partie discutera de I’ensemble des résultats, notamment
leur intérét par rapport aux connaissances cliniques. On tentera alors d’apporter des

perspectives quant a la poursuite de ces travaux.
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I.  Organisation et fonctionnement de I’ceil

A.  Anatomie générale de I’ceil
La vision est imputée a notre ceil et a notre cerveau. L’ceil est spécialisé dans la réception des

photons et la transformation de cette information lumineuse en information électrochimique
est transmise au cerveau par le nerf optique. Le cerveau traite ces informations et apporte la
conscience de ce que nous voyons. Ainsi, la fonction de I’eil consiste a concentrer la lumiére
extérieure sur la partie photosensible de I’ceil : la rétine. Des cellules spécialisees de la rétine
vont alors transduire ces photons en signal électrochimique, qui est finalement transmis au
cerveau via le nerf optique. Ainsi, toutes les structures de 1’ceil sont vouées a cette fonction,
soit en facilitant la concentration de la lumiere sur la rétine, soit en permettant la transmission

et la modulation du signal.

Les globes oculaires sont placés dans les cavités orbitales au niveau de 1’os frontal du créne.
Leur mobilité est assurée par les muscles oculomoteurs. L’ceil est vascularisé par ’artére
ophtalmique, émergeant de la carotide interne, puis par I’artére centrale de la rétine, les arteres
ciliaires postérieures, 1’artére lacrymale, 1’artére supra orbitaire, les artéres ethmoidales et les
arteres musculaires. Son hydratation se fait par les larmes, apportées par les glandes

lacrymales.
Le globe oculaire se divise en deux segments :

- Le segment antérieur, qui est constitué de la cornée, de la chambre antérieure située
devant I’iris, de I’iris, de la chambre postérieure a I’arriére de 1’iris, du cristallin et des
corps ciliaires. Le segment antérieur est rempli d’un liquide transparent, 1I’humeur
aqueuse, produit par les corps ciliaires. Ce liquide va nourrir la cornée et circule de
maniere permanente entre les deux chambres du segment antérieur par la pupille.
L’humeur aqueuse est ¢liminée dans 1’angle iridocornéen, par le trabeculum.

- Le segment postérieur, a ’arriére du cristallin, comprend la sclere, la choroide, la

rétine et contient I’humeur vitrée, un autre corps transparent.

L’ceil est formé de plusieurs parties fonctionnelles distinctes (Figure 1) et se définit comme un
contenant et un contenu. Le contenant correspond a trois tuniques : la tunique uvéale, la
tunique sclérale et la tunique nerveuse. Le contenu correspond quant a lui aux milieux
transparents : I’humeur aqueuse, le cristallin et I’humeur vitrée. Ces milieux transparents

permettant le passage des rayons lumineux jusqu’a la rétine.
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Figure 1: Représentation schématique d'une coupe sagittale d'eeil humain
Marieb, Elaine N. Essentials of Human Anatomy & Physiology. 9th edition. Copyright 2009.

B. Les milieux transparents

1. L’humeur aqueuse

L’humeur aqueuse est un liquide transparent situé dans le segment antérieur de I’ceil, a

I’arriére de la cornée et en avant de I’iris. Sa fonction est de maintenir une pression

intraoculaire constante. L’humeur aqueuse est sécrétée en continu par les proces ciliaires et

est évacuée au niveau du trabéculum par le canal de Schlemm, situ¢ dans 1’angle

iridocornéen, pour rejoindre la circulation générale.

2. Le cristallin

Le cristallin, a I’arriére de I’iris, est une lentille biconvexe, convergente et avasculaire,

amarrée aux proces ciliaires par son ligament suspenseur : la zonule. Le cristallin est constitué

de cellules anucléées en son centre, formant un bulbe, ’ensemble encapsulé dans une

membrane conjonctive fine : la cristalloide. Sa fonction est de focaliser la lumiére sur la zone

la plus sensible a la lumiére de la rétine : la fovéa. Le cristallin assure la mise au point et

I’accommodation grace a une modification de sa courbure, sous 1’effet de la contraction du

muscle ciliaire. Il permet ainsi le passage de la vision de loin a la vision de pres.
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3. L’humeur vitrée
L’humeur vitrée ou corps vitré est un gel transparent a 1’arriére du cristallin, entouré d’une
fine membrane, la hyaloide, tapissant la face postéerieure du cristallin et la face antérieure de la
rétine. Il remplit les 4/5emes de la cavité oculaire. Le corps vitré est composé de 98% d’eau,
de vitrosine, d’acide hyaluronique, d’opticine et de quelques phagocytes. Sa fonction est de
maintenir la tension et la rigidité de 1’ceil. Il est sécrété par les cellules de la partie non
pigmentée des corps ciliaires, qui dégenéerent apres la naissance. Il ne se renouvelle pas au

cours de la vie.

C. Lestuniques

1. Tunique uvéale
La tunique uvéale se compose de I’iris et des corps ciliaires pour le segment antérieur et de la

choroide pour le segment postérieur.

L’iris, situé dans I’humeur aqueuse, est un diaphragme circulaire perforé en son centre par la
pupille. La taille de 1’orifice est controlée de maniere réflexe par deux muscles : le sphincter
de la pupille et le dilatateur de I’iris. La pupille est de petit diamétre a la lumiére vive, c’est le
myosis, et de grand diamétre dans 1’obscurité, c’est la mydriase. La variation du diamétre de
la pupille permet le contr6le de la quantité de lumiere qui va atteindre la rétine. L’iris est

pigmenté conférant a 1’ceil sa couleur.

Les corps ciliaires sont composés par une portion antérieure appelée les proces ciliaires. Ces
proces ciliaires sont responsables de la sécrétion de I’humeur aqueuse. lIs possedent des
insertions pour le muscle suspenseur du cristallin, la zonule, et le muscle ciliaire permettant

I’accommodation.

La choroide est un tissu vasculaire responsable de la nutrition de 1’épithélium pigmentaire
rétinien et des couches externes de la rétine neurosensorielle. La présence de mélanine lui
confere un aspect pigmenté qui limite la réflexion des rayons lumineux sur la face interne de
la sclere. Une description plus complete de la choroide est présente dans le paragraphe

« vascularisation Choroidienne ».

2. Tunique sclérale
La tunique sclerale est une membrane fibreuse apportant de la rigidité et de la résistance a

I’ceil. Elle est constituée a 1’avant par la cornée, transparente, et se poursuit a I’arriere de I’ceil
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par la sclére, opaque. La jonction entre la cornée et la sclere est dénommée limbe

sclérocornéen, qui est richement innervé et vascularisé.

La cornée est la premiére lentille qui permet une convergence des rayons lumineux sur le
cristallin. Elle est composée de cing couches cellulaires qui sont sur un axe antéro-postérieur :
I’épithélium, la membrane de Bowman, le stroma cornéen, la membrane de Descemet et

I’endothélium. La cornée est avasculaire mais trés richement innervée.

La sclére est constituée d’un tissu conjonctif blanc, conférant la couleur blanche a I’ceil. Elle
est résistance et assure a 1’ceil sa forme ronde et sa rigidité. Elle est peu vascularisée, peu
innervée et recoit I’ensemble des muscles oculomoteurs. La partie antérieure de la sclére est
recouverte jusqu’au limbe par la conjonctive, une muqueuse transparente. La partie
postéricure de la sclére présente un orifice par lequel s’insére 1’origine du nerf
optique dénommé téte du nerf optique ou papille, ainsi que ’artére et la veine centrale de la

rétine.

3. Tunique nerveuse ou rétine
La rétine s’étend de 1I’ora serrata, en avant au nerf optique en arriére de 1’ceil. Elle tapisse la
face interne de la choroide. La rétine est constituée de deux tissus : la rétine neurale ou

neurosensorielle en interne, et I’épithélium pigmentaire rétinien, au contact de la choroide.

a) Rétine neurale
D’origine diencéphalique, la rétine neurale est constituée des premiers neurones de la voie

optique. Elle couvre 75% de la face interne du globe oculaire, allant de la papille optique a
I’Ora Serrata. Elle présente une épaisseur non homogéne de 0,5 mm en moyenne. A la
périphérie, 1’épaisseur de la rétine est de 100 um puis elle s’épaissit progressivement jusqu’a
atteindre 500 pm au niveau de la macula. Au centre de la macula, appelé fovéola (elle-méme
au centre de la fovéa), son épaisseur n’est plus que de 130 um. Un tiers du poids sec de la
rétine correspond a des lipides, dont la majeure classe est représentée par les phospholipides.
Les phospholipides représentent 70 a 80% des lipides totaux dans la plupart des espéces
(Fliesler and Anderson 1983). Les phospholipides de la rétine humaine correspondent a 47%
de phosphatidylcholine et 31% de phosphatidyléthanolamine.

La neurorétine contient 8 types cellulaires dont 5 types de cellules neurales que sont les

photorécepteurs, les cellules horizontales, les cellules bipolaires, les cellules amacrines et les
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cellules ganglionnaires et 3 types de cellules gliales que sont les astrocytes, les cellules

microgliales et les cellules de Muller (Figure 2).
Les différentes couches composant la rétine sont donc :

- La couche des segments externes et internes des photorécepteurs, cones ou batonnets

- Lacouche nucléaire externe, constituée par les corps cellulaires des photorécepteurs

- La couche plexiforme externe, constituée par les synapses entre les photorécepteurs,
les cellules horizontales et les cellules bipolaires

- La couche nucléaire interne, constituée par les corps cellulaires des cellules bipolaires,
des cellules horizontales, des cellules amacrines et des cellules de Muller

- La couche plexiforme interne, constituée par les synapses entre les cellules bipolaires,
amacrines et cellules ganglionnaires

- La couche des cellules ganglionnaires contenant les corps cellulaires des cellules
ganglionnaires, et pouvant contenir certains corps cellulaires de cellules amacrines.

- La couche de fibres nerveuses, constituée par les axones des cellules ganglionnaires et

contenant des astrocytes.
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Figure 2 : Anatomie de la rétine
Gauche : Coupe semi fine de rétine de souris. Coloration hématoxyline, Source personnelle

Droite : Représentation schématique d’'une coupe de rétine, adapté de « Anatomie pour les
écoles d’Orthoptie, vi.0 ». M Santallier, J & A Péchereau. Ed A & J Péchereau. Nantes,

2008.
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La rétine présente une composition hétérogéne selon un axe temporo nasal, ainsi qu’au niveau
central et périphérique. Sur une échelle macroscopique, trois régions particuliéres composent

la rétine :

e En avant, au niveau de 1’Ora Serrata, la rétine est plus fine et contient uniquement des

photorécepteurs de type cone, possédant une morphologie différente comparée aux

cones retiniens. C’est la zone ou les capillaires rétiniens s’arrétent. L’Ora Serrata est

situé a 6,5 mm du limbe et est en rapport avec la base du vitré.

e La papille optique est la zone de convergence des axones des cellules ganglionnaires

formant la téte du nerf optique. Cette zone couvre 2,7 mm? La papille optique est

dépourvue de cellules photoréceptrices entrainant donc une tache aveugle ou tache de

Mariotte dans le champ visuel. C’est également le lieu de passage des vaisseaux

sanguins.

e La rétine centrale comprend la macula au sein de laquelle la fovéa et la fovéola sont

présentes (Figure 3). Elle est située au pole postérieur entre I’artére supérieure et

I’artére inférieure. La macula est une zone elliptique de 5,5 mm de diamétre. Elle
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comprend en son centre la fovéa, elle-méme constituée du clivus qui borde

latéralement la fovéola.
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Figure 3 : Architecture des différentes zones de la retine centrale.

a,b : Images de fond d’oeil humain droit et gauche en infrarouge (Spectralis™, Heidelberg
Engineering, Germany).

PO : Papille optique, F : Fovéa, M : Macula.

c : Structure fine détaillée de la cytoarchitecture maculaire en tomographie en cohérence
optique ultra haute résolution in vivo (Spectralis™, Heidelberg Engineering, Germany). FN :
Fibres nerveuses, CG : Couche des cellules ganglionnaires, CPI : Couche plexiforme interne,
CNI : Couche nucléaire interne, CPE : Couche plexiforme externe, CNE : Couche nucléaire
externe, EPR : Epithélium pigmentaire rétinien, SI/SE : Jonction des segments internes et
externes des photorécepteurs. Adapté de J. Reynolds and S. Olitsky (eds.), Pediatric Retina, ©
Springer-Verlag Berlin Heidelberg 2011.

En examen du fond d’ceil, 1a macula apparait d’un aspect jaunatre d0 a la présence d’un
pigment xanthophylle composé de lutéine, zéaxanthine et méso-zéaxanthine qui appartiennent
a la famille des caroténoides. Ces pigments permettent de filtrer la lumiére bleue du soleil,
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dont les longueurs d’ondes se situent entre 415 et 455 nm, et permettent de neutraliser les
radicaux libres oxygenés et leur action délétere. La macula est partiellement vascularisée
puisque les capillaires rétiniens s’arrétent a 200 um de la fovéola. La fovéola est une
dépression dans la rétine au centre de la fovéa, située a 2 diametres papillaires en dehors du
bord temporal de la papille. Elle a un diamétre de 150 pm, une épaisseur de 130 pum et est
totalement avasculaire. La fovéola contient uniquement un bouquet de cones (150000 cbnes
par mm?), et la couche plexiforme externe cette fois uniquement constituée des axones des
cones. Les premiers batonnets sont visibles a 500um de la fovéola, pour atteindre leur
concentration maximale aux environs de 5 a 6 mm du centre de la fovéola. Environ 75% de la
lumiére percue converge sur la fovéa, région qui apporte 1’acuité maximale et répond aux
intensités maximales puisque c’est la région qui détient la concentration maximale de cones
(Figure 4).

=== Batonnets
= COnes

Densité de photorécepteurs
{(mm= x 103)
®
S

0
80 60 40 20 0 20 40 60 80
Temporal Degrés Nasal
Fovéa

Figure 4 : Distribution des photorécepteurs dans ['ceil.
Adapté de Mustafi et al, 2009.

A une échelle microscopique, la rétine contient des types cellulaires différents, avec des
fonctions trés différentes.
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(1)  Lescellules photoréeceptrices
Les cellules photoréceptrices (PR) sont les neurones sensoriels du systeme visuel. Chez

I’homme, il existe deux grandes familles des photorécepteurs : les cones et les batonnets. Les
cones et les batonnets ont pour fonction de transduire le signal lumineux en signal
électrochimique via le neurotransmetteur glutamate. Les photorécepteurs sont des cellules
ciliées trés specialisées composés de 5 compartiments (Figure 5) :

- un segment externe en contact avec 1’épithélium pigmentaire rétinien (EPR) a son coté
apical,

- unsegment interne,

- Un noyau/soma,

- un axone,

- une terminaison synaptique.
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Figure 5 : Structure des photorécepteurs
a : Représentation schématique des photorécepteurs adapté de Gray’s anatomy.

b: Images des segments externes des photorécepteurs en microscopie électronique
transmission. Source personnelle.

Q-

Cette organisation est maintenue chez tous les vertébrés malgré des spécificités propres a

chaque espéce dans la taille et la morphologie de ces compartiments.

Le segment externe constitue la partie photosensible du photorécepteur car ils contiennent les

photopigments. Il est constitué par des replis de la membrane plasmique créant un empilement
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de saccules ou disques (environ 1000 disques par photorécepteurs). Le segment externe est
une structure dynamique en permanent renouvellement. De nouveaux disques sont ainsi
formés a la base du segment externe alors que les anciens disques sont dégrades coté apical
par phagocytose par les cellules de I’EPR (Young 1967). La longueur des segments externes
reste donc constante, et une altération de ces mécanismes entraine la cécité (Kevany and
Palczewski 2010).

Les batonnets sont des cellules sensibles dans des conditions de faibles intensités lumineuses.
Ils permettent la vision des contrastes, mais pas la distinction des couleurs et ont une faible
résolution spatiale, c’est la vision scotopique. Les batonnets sont au nombre de 120 millions

par rétine, et sont situés a I’extérieur de la fovéa.

Les cones sont au nombre de 5 millions principalement localisés dans la fovéa et permettent
une importante résolution spatiale ainsi que la vision des couleurs dans des conditions de forte

luminosité. C’est la vision photopique.

Le segment externe est long et de forme cylindrique pour les batonnets et court et de forme
conique pour les cones. Dans les batonnets, il est composé d’un empilement de 500-2000
disques indépendants de la membrane plasmique qui les englobe (Daemen 1973; Nickell,
Park et al. 2007; Gilliam, Chang et al. 2012). Dans les cones, les disques sont constitués par

I’invagination a de nombreuses reprises de la membrane plasmique du cil connecteur.

Les segments externes sont principalement constitués par des phospholipides et un peu de
cholestérol. Le cholestérol est distribué selon un gradient, dont la majeure quantité (30%), se
situe dans les disques a la base du segment externe (Albert and Boesze-Battaglia 2005;
Schultz 2011). Cette importante concentration de cholestérol au niveau de la base des
segments externes pourrait refléter la nécessité a ce que les membranes soient richement

composées de cholestérol pour la biogenése des disques.

Les disques sont principalement composés de d’phospholipides liant des AGPI-LC composeés
de 14 a 22 carbones (C14-C22), et des acides gras polyinsaturés a tres longue chaine
(AGPI-VLC) (C28-C40). L’acide docosahexaénoique, C22:6 n-3 (DHA) est ’AGPI le plus
abondant dans les membranes des segments externes, soit environ 50% des acides gras des
segments externes (Fliesler and Anderson 1983; Bush, Malnoe et al. 1994; Stillwell and
Wassall 2003). La richesse en DHA du segment externe procure une grande fluidité aux

membranes et facilite ainsi la phototransduction (Brown 1994; Litman, Niu et al. 2001;
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Mitchell, Niu et al. 2001; Niu, Mitchell et al. 2001; Gawrisch, Soubias et al. 2008). Les
AGPI-VLC représentent environ 15% des acides gras liés aux phosphatidylcholines des
segments externes (Rotstein and Aveldano 1987) et sont synthétisés par une élongase :
I’ELOVL4 (elongation of very long chain fatty acids protein 4). Leur localisation au sein des
segments externes n’est pas totalement définie, mais leur importance est primordiale puisque
la mutation de ’ELOVL4 provoque la dégenérescence maculaire de Stargardt (Edwards,
Donoso et al. 2001; Zhang, Kniazeva et al. 2001; Agbaga, Brush et al. 2008).

Les disques contiennent également de nombreuses protéines. Les photopigments sont des
récepteurs couplés a une protéine G (RCPG) couplés a un chromophore, le 11-cis-rétinal. Les
photopigments sont donc des récepteurs a photons, enchasses dans la membrane des disques
de maniére extrémement concentrée. Ils correspondent a la protéine la plus abondante des
segments externes, soit environ 90% des protéines totales (Papermaster and Dreyer 1974)
pour une densité estimée entre 25000 et 55000 molécules/um? (Liang, Fotiadis et al. 2003).
Ces photopigments permettent [I’initiation de la transduction du signal grace a la
transformation des photons en cascade de signalisation. Pour les batonnets, ce photopigment
est une protéine transmembranaire appelée rhodopsine. Elle a son maximum de sensibilité a
une longueur d’onde de 498 nm dans le spectre électromagnétique de la lumiere visible. Pour
les cones, le photopigment est appelée iodopsine. Des différences dans la séquence d’acides
aminés de ces protéines entrainent des différences dans les courbes d’absorption de la lumiere
(Figure 6). Ainsi, il existe 3 types d’iodopsine correspondant a 3 catégories de cénes qui se
différencient par leur sensibilité a la lumiére. Un méme cdne contient les 3 opsines, mais est
défini par I’iodopsine qu’il contient en majorité. Les cones bleus sont principalement activés
par une longueur d’onde autour de 420 nm, on parle également de cones S (Short), signifiant
que ces cones absorbent les courtes longueurs d’onde. Les cones verts ou M (Medium) sont
activés par des longueurs d’onde moyennes autour de 534 nm. Enfin, les cones rouges ou L
(Long), sont sensibles a des longues longueurs d’onde autour de 564 nm (Gonzalez-
Fernandez 2002).
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Figure 6: Longueurs d'ondes absorbées par les différentes opsines.

Dans la rétine humaine, il y aurait deux fois plus de cones L que de cdnes M, répartis de
maniere homogene dans la fovéa. La distribution des cbnes S est différente sur plusieurs
aspects. Les cbnes S représentent uniqguement 5% de la population totale des cones (Roorda,
Metha et al. 2001), sont absents du centre de la fovéa et sont situés en périphérie. En effet, le
besoin de ces cones est réduit puisque le cristallin et les pigments de la macula filtrent les
courtes longueurs d’ondes. Les images que I’on pergoit sont donc dues principalement aux

cobnes L et M.

D’autre part, les segments externes contiennent d’autres protéines permettant d’assurer leur
fonction. Ils disposent notamment de canaux ioniques, les CNG (Cyclic Nucleotid Gated
Channel) (Weitz, Ficek et al. 2002), formant un complexe avec le canal Na'/Ca" (Kang,
Bauer et al. 2003; Altimimi, Szerencsei et al. 2013) indispensables pour la génération de la
cascade de signalisation. Les transporteurs de lipides tels que le transporteur de
phosphatidylsérine, ATP8a2 (ATPase phospholipid transporting 8A2) (Coleman, Kwok et al.
2009) également présents, nécessaires a une fonction visuelle normale. Les disques
contiennent également le transporteur de lipides ABCA4 responsable de 1’évacuation de
I’acyl rétinoide, produit toxique géneré par la phototransduction (ATP-binding cassette
transporter) (Quazi, Lenevich et al. 2012). L’absence de ces protéines entraine des

consequences sur la structure et la fonction des photorécepteurs.
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Le segment externe est ainsi relié au segment interne par le cil connecteur, formé par des

paires de microtubules (Breslow and Nachury 2011).

Le segment interne des photorécepteurs contient la machinerie de fonctionnement de toute
cellule comme les mitochondries, I’appareil de Golgi, le réticulum endoplasmique. Sa
membrane, différente de celle du segment externe, contient une Na/K ATPase, protéine
nécessaire pour le maintien du gradient électrochimique (Schneider, Shyjan et al. 1991).
D’autres transporteurs ioniques sont présents et assurent la fonction des photorécepteurs tels
que les protéines HCN (de l'anglais hyperpolarisation-activated cyclic-nucleotid modulated
cation Non-selective channel, c¢’est-a-dire canal activé par I'nyperpolarisation, modulé par les
nucléotides cycliques et non sélectif aux cations) (Demontis, Moroni et al. 2002; Fyk-
Kolodziej and Pourcho 2007).

Il existe d’autres types protéines supportant les besoins des photorécepteurs comme les
transporteurs au glucose (Gospe, Baker et al. 2010), les récepteurs a la dopamine (Witkovsky

2004) et les complexes de jonctions communicantes (Bloomfield and Volgyi 2009).

Les photorécepteurs sont inclus dans une structure hautement organisée, une matrice
extracellulaire (ECM) ou matrice interphotorécepteur (interphotoreceptor matrix : IPM).
Cette matrice, essentiellement sécrétée par les batonnets, est retrouvée entre les segments
externes des photorécepteurs et 1’épithélium pigmentaire rétinien (EPR) (Ishikawa, Sawada et
al. 2015). Cette matrice est composée a 98% de protéines, dont I’'IRBP (Interstitial retinol
binding protein) est la plus abondante, de glycoprotéines et a 2% de glycosaminoglycanes

(Hageman and Johnson 1987).

Les photorécepteurs émettent en permanence leur neurotransmetteur, le glutamate, en absence

de lumiere.

(2)  Lescellules bipolaires
Les cellules bipolaires correspondent aux interneurones, connectant les photorécepteurs au

niveau de la couche plexiforme externe aux cellules ganglionnaires au niveau de la couche
plexiforme interne. Les cellules bipolaires sont spécifiques des cdnes ou des batonnets, jamais
les deux. Les cellules bipolaires des batonnets contactent 30 a 50 batonnets. En revanche, il
existe deux variétés de cellules bipolaires qui contactent les cones : les cellules bipolaires
naines et les cellules bipolaires géantes. On trouve les cellules bipolaires des cénes bleus, qui

sont connectées aux cones bleus. Les cones rouges et verts sont connectés a huit différentes
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cellules bipolaires. Ainsi, une cellule bipolaire recoit des afférences d’un seul photorécepteur
au centre, au niveau de la fovéa, et jusqu’a plusieurs centaines au niveau de la rétine
périphérique. Les cellules bipolaires recoivent également des afférences des cellules

horizontales (Sharma and Ehinger 2003; Martemyanov and Sampath 2017).

(3)  Lescellules horizontales
Les cellules horizontales sont connectées latéralement a plusieurs cones, batonnets et cellules

bipolaires au niveau de la couche plexiforme externe. Leur rGle est d’inhiber ’activité des
cellules environnantes : c’est I’inhibition latérale. Elles permettent, en inhibant certains
signaux de faible intensité, d’accroitre le contraste et la définition du stimulus visuel.
Certaines de ces cellules, tout comme les cellules amacrines, peuvent étre dépourvues
d’axone, mais possedent des dendrites, pouvant se substituer aux axones (Boije, Shirazi Fard
et al. 2016).

(4)  Lescellules amacrines
Les cellules amacrines ont leurs corps cellulaires dans la couche nucléaire interne et leurs

terminaisons synaptiques dans la couche plexiforme interne. Elles relient les neurones
bipolaires aux neurones ganglionnaires. La morphologie de ces cellules est variée et elles
utilisent de nombreux neurotransmetteurs et peptides neuroactifs comme les enképhalines, la
substance P, les somatostatines, les neurotensines, I’histamine, le neuropeptide Y,
I’acétylcholine et des monoamines comme le GABA et la dopamine (Diamond 2017). Elles
libérent de la dopamine qui active les récepteurs D1 et D2 distribués dans toute la rétine. La
dopamine augmente le signal des cones tandis qu’elle atténue le signal des batonnets. La
dopamine posséde également des roles trophiques reliés au rythme circadien, a la survie
cellulaire et a la croissance de I’ceil. La santé des neurones dopaminergique dépend des
connections synaptiques qu’ils recoivent. Les patients Parkinsoniens présentent une

diminution de la dopamine de la rétine, entrainant une sensibilité réduite aux contrastes.

(5)  Lescellules ganglionnaires
Les cellules ganglionnaires sont les seules cellules a transmettre I’influx nerveux sous la

forme de potentiels d’actions. Ces potentiels d’actions sont spontanés et leur fréquence de
décharge dépend de I’apparition de lumiére. Leurs axones forment le nerf optique. Il existe 3

types de cellules ganglionnaires :
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- Les cellules ganglionnaires de type P (parvus), de petite taille. Elles représentent
environ 90% des cellules ganglionnaires et seraient plus sensibles a la détection de la
forme et des détails du stimulus ainsi que dans le traitement des couleurs.

- Les cellules ganglionnaires de type M (magnus) de grande taille. Elles représentent
environ 5% de la population des cellules ganglionnaires, et seraient impliquées dans la
détection du mouvement du stimulus.

- Les cellules non M et non P, mal caractérisées, constituant les 5% restant, spécialisées

dans le traitement des couleurs.

(6) Les astrocytes
Les astrocytes, appelés de la sorte grace a leur forme étoilée, sont des cellules gliales situées

presque exclusivement dans la rétine interne. La présence et la distribution des astrocytes de
la rétine sont corrélées a la présence et a la distribution des vaisseaux rétiniens, alors que les
zones avasculaires de la rétine ne contiennent pas d’astrocytes. Ces données laissent a penser
que les astrocytes migrent dans la rétine de maniere concomitante au réseau vasculaire. Les
astrocytes ont une distribution hétérogene dans la rétine, et sont absents des zones qui
possédent une fine couche de fibres nerveuses, ainsi que de 1’ora serrata, 1a fovea centrale et
la rétine péri-fovéolaire. Ces cellules possédent des efférences a la fois sur les vaisseaux
sanguins mais également au niveau des axones. La protéine acide fibrillaire gliale (GFAP) est
le constituant majeur du filament intermédiaire astrocytaire (Bignami, Eng et al. 1972). Par
nature, les astrocytes sont quiescents et deviennent actifs uniquement en réponse a certains
stimuli comme 1’élévation de la pression intraoculaire, I’excitotoxicité et I’ischémie rétinienne
(Hernandez, Urcola et al. 2008). Lorsque les astrocytes sont activés, ils s’hypertrophient,

développent des prolongements et leur immunoréactivité a la GFAP augmente.

Les astrocytes sont les principaux producteurs du facteur de croissance de I’endothélium
vasculaire (vascular endothelial growth factor, VEGF), en condition normale (Stone, Itin et
al. 1995) et pathologique (Ozaki, Seo et al. 2000). Les astrocytes possédent également un role
neurotrophique, apportent un soutien mécanigque aux axones qui dégénerent et participent au
maintien de la barriére hémato-rétinienne (BHR). En conditions pathologiques, les astrocytes
augmentent 1’expression des genes codant pour des cytokines, chimiokines, des éléments de la
cascade du complément, favorisant la dégénérescence de la rétine et de la BHR (Anderson,
Hoyt et al. 1967; Kim, Kim et al. 2006).
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(7)  Lescellules microgliales
Les cellules microgliales, jouent un role clé dans le contr6le de la réponse immunitaire de la

rétine (Carson, Doose et al. 2006). La microglie présente différentes morphologies en
fonction de I’état d’activation de ces cellules (Kettenmann, Hanisch et al. 2011). Dans des
conditions physiologiques, les cellules microgliales sont retrouvées dans différentes couches
cellulaires de la rétine, comme la couche des fibres nerveuses, la couche des cellules
ganglionnaires, la couche plexiforme interne, la couche nucléaire interne et la couche
plexiforme externe (Chen, Yang et al. 2002; Sobrado-Calvo, Vidal-Sanz et al. 2007; Li, Eter
et al. 2015). Leur role est de secréter des facteurs neurotrophiques et anti-inflammatoires
(Streit 2002). Elles expriment également de nombreux récepteurs destinés a des ligands jouant
un role prépondérant dans la réponse immunitaire qui a lieu lors de I’invasion de
microorganismes, I’immunorégulation et la réparation tissulaire tels que les facteurs du
complément C5a et C3a, les immunoglobulines, les thrombines, les interleukines (IL-6 et IL-
18), les fractalkines, le VEGF, les radicaux libres oxygénés (ROS), les cyclooxygenases-2
entre autres (Streit 2002). De plus, les cellules microgliales peuvent jouer les mémes roles que
les macrophages (Provis, Diaz et al. 1996) et détiennent deux fonctions essentielles comme la
présentation de I’antigéne (Hickey and Kimura 1988) et la phagocytose des débris. Ces
cellules sont également impliquées dans le développement du systéme nerveux central,
I’établissement des connexions synaptiques, le remodelage et la flexibilité synaptique dans le
cerveau (Nimmerjahn, Kirchhoff et al. 2005; Wake, Moorhouse et al. 2009; Graeber 2010;
Tremblay, Lowery et al. 2010; Paolicelli, Bolasco et al. 2011; Hughes 2012; Schafer,
Lehrman et al. 2013). Les cellules microgliales, en interagissant avec les synapses, servent de
senseurs en répondant aux changements de libération de neurotransmetteurs et aux
changements de I’activité neuronale (Schafer, Lehrman et al. 2013). Ainsi, a 1’état
physiologique, ces cellules sont en état constant de surveillance de leur environnement. Ces
actions sont amplifiées lorsque la rétine est en souffrance, dans les cas d’inflammation, de

dommages tissulaires.

(8)  Lescellules de Muller
Les cellules de Miiller sont les cellules gliales majoritaires de la rétine et représentent 90%

des cellules gliales. Elles entourent tous les neurones rétiniens, reflétant leur importance
primordiale dans la fonction de la rétine et de ses neurones (Figure 7) (Bringmann, Pannicke
et al. 2006; Reichenbach and Bringmann 2013). La forme des cellules est conservée a travers
les espéces. Au niveau de la face interne de la rétine, la cellule de Miiller est composée de

deux prolongements qui partent dans des directions opposées et s’insérent entre le corps vitré
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et la neurorétine, formant des pieds. Au niveau apical, des microvillosités s’intégrent entre les
segments internes des photorécepteurs. Les cellules de Miller sont orientées de maniére
radiale et traversent transversalement la rétine depuis les bords du vitré vers 1’extrémité
apicale des photorécepteurs. Ce positionnement confére aux cellules de Muller la capacité a
guider la lumiére a travers la rétine pour qu’elle atteigne les photorécepteurs (Franze, Grosche
et al. 2007; Labin and Ribak 2010). 1l semble que les cellules de Muller soient au contact des
corps cellulaires et terminaisons synaptiques des neurones rétiniens, favorisant la formation
de synapses, et maintiendraient la fonction des neurones en apportant substrats energétiques et
précurseurs de neurotransmetteurs (Pfrieger and Barres 1996). En effet, les cellules de Miller
jouent un réle dans la nutrition des neurones en délivrant du lactate/pyruvate, en stockant du
glycogene et en réalisant la glycogénolyse (Kuwabara and Cogan 1961; Poitry-Yamate, Poitry
et al. 1995). Elles contribuent a la signalisation des neurones en captant et en recyclant les
neurotransmetteurs grace au transporteur du glutamate excitotoxique, du GABA et la présence
de la glutamine synthétase (Linser and Moscona 1979; Brew and Attwell 1987; Qian,
Malchow et al. 1993; Pow and Robinson 1994; Rauen, Taylor et al. 1998; Biedermann,
Bringmann et al. 2002). Ces cellules permettent également le recyclage des photopigments
(Das, Bhardwaj et al. 1992). Elles libérent dans certains cas des substances neuroactives (D-
sérine, glutamate, ATP, BDNF) (Newman and Zahs 1998; Newman 2003; Stevens, Esguerra
et al. 2003) et participent & I’angiogenése via la sécrétion de substances vasoactives (VEGF,
PEDF, TGF-B) (Ikeda, Homma et al. 1998; Eichler, Kuhrt et al. 2000)). Elles participent a
I’homéostasie hydrique et potassique de la rétine grace a la présence des canaux Kir4.1 et
AQP4 (Newman 1985; Nagelhus, Veruki et al. 1998). D’autre part, les cellules de Miller sont
impliquées dans I’organisation de la barriere hémato rétinienne (Reichenbach, Siegel et al.
1995), capable d’influencer sa perméabilité (Sarthy 2000). Elles protégent du stress oxydant,
trés important dans la rétine, en piégeant les radicaux libres via le glutathion (Schutte and
Werner 1998).

Elles expriment différentes protéines retrouvées également dans les astrocytes, comme la

vimentine et la GFAP dont I’immunoréactivité augmente en cas de stress rétinien.
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Figure 7: Intéractions cellules de Muller-neurones dans la rétine adulte normale.
(A) Homéostasie potassique et hydrique. (B) Recyclage des neurotransmetteurs. (C) Symbiose

métabolique. (D) Capture des radicaux libres oxygénés. CA: carbonic anhydrase.
Cyst : cysteine. GABA : gamma-aminobutyric acid. Glut: glutamate. GS: glutamine
synthetase. GSH : glutathione. LDH : lactate dehydrogenase. PK : pyruvate kinase. Adapté
de Bringmann et al, 2006

b) Epithélium Pigmentaire Rétinien
L’¢épithélium pigmentaire rétinien (EPR) est la couche la plus externe de la rétine. Il contient

3,5 millions de cellules (Panda-Jonas, Jonas et al. 1996) et sépare la neurorétine de la
choroide. C’est un épithélium simple, avasculaire, qui s’étend de la papille a 1’ora serrata, et
se prolonge par 1’épithélium pigmentaire du corps ciliaire. Il adhére fortement a la membrane
de Bruch a son coté basal, une fine membrane perméable dont 1’épaisseur varie entre 1,6 et
6um. Il est au contact avec les segments externes des photorécepteurs a son coté apical via la
matrice entre les photorécepteurs (IPM). L’EPR contient des grains de mélanine et de
lipofuscine lui conférant son caractere pigmenté. Les grains de mélanine ont une
concentration qui varie selon la zone de la rétine et selon les ethnies. Les grains de
lipofuscine, produits de dégradation des lysosomes, ont une concentration augmentant avec

I’age. L’EPR a différentes fonctions (Figure 8) :

- Il a un réle d’écran, permettant de capter les photons non captés par les différentes
couches de la rétine. Ce sont les grains de mélanine contenus dans le RPE qui captent
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60% des photons, les 40% restant étant captés par les grains de lipofuscine,
responsables de stress oxydatif.

Il a un réle métabolique important, favorisant les échanges d’électrolytes, d’oxygéne,
de glucose entre le milieu sanguin et la neurorétine. En effet, via les aquaporines 1,
I’EPR permet 1’évacuation de 1’eau depuis la neurorétine vers le systéme interstitiel,
évitant le développement d’cedémes (Stamer, Bok et al. 2003; Wimmers and Strauss
2007). 1l a également un role protecteur en sécrétant des facteurs de croissance comme
le VGF (vascular growth factor) ou des antioxydants.

Il permet le renouvellement des segments externes des photorécepteurs en les
phagocytant. En effet, les segments externes sont en perpétuel renouvellement, qui
s’effectue complétement en 10 jours (Strauss 2005). De nouveaux disques sont creés a
la base des segments externes (Young 1971), puis les disques les plus anciens se
retrouvent du coté apical. Or, les segments externes ont une longueur constante
(Boesze-Battaglia and Goldberg 2002), et sont donc phagocytés au niveau distal
(Kevany and Palczewski 2010). Cette phagocytose commence par la formation d’un
phagosome, qui est reconnu et active I’inositol 1,4,5 triphosphate qui active 1a fusion
du phagosome avec des lysosomes qui sont dégradés. Les produits de dégradation sont
également transformés en granules de lipofuscine, qui s’accumulent dans le RPE avec
I’age (Steinberg 1985; Delori, Goger et al. 2001). Cette phagocytose suit un rythme
circadien, différent dans les cones et les batonnets. Les segments externes des cones
sont particuliérement renouvelés lors du passage de la lumiére a I’obscurité (Eckmiller
1997) tandis que les batonnets sont particulierement renouvelés lors du passage de
I’obscurité a la lumiere (Besharse, Hollyfield et al. 1977). La perturbation de ces
mécanismes peut étre la source de rétinopathies neurodégénératives comme le
syndrome de Usher ou la dégénérescence maculaire liée a 1’age (DMLA) (Kevany and
Palczewski 2010).

Il joue un important réle dans le cycle visuel en stockant la vitamine A, indispensable
a la régénération de la rhodopsine.

Il participe a la barriere hémato-rétinienne externe grace a la présence de jonctions
serrées entre ses cellules, qui bloquent le passage des molécules provenant de la

circulation sanguine.
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Figure 8: Principales fonctions de I'épithélium pigmentaire rétinien.
PEDF, pigment epithelium-derived growth factor; VEGF, vascular epithelium growth factor.
Adapté de Strauss, 2005.
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4. Vascularisation de la rétine
La vascularisation de la rétine est double, directe par la vascularisation dite intrarétinienne et
indirecte via le réseau choroidien (Figure 9) (Ducasse and Segal 1885; Behar-Cohen,
Kowalczuk et al. 2009).

<GCL

< INL

Figure 9 : Réseaux vasculaires de la rétine.
Le réseau vasculaire intrarétinien apporte I’'oxygene et les nutriments aux 2/3 de la rétine

interne, le réseau vasculaire choroidien vascularise de maniere indirecte I’EPR et les
photorécepteurs. GCL : couche des cellules ganglionnaires, INL : couche nucléaire interne,
POS : segments externes des photorécepteurs, RPE : épithélium pigmentaire rétinien,
BM : membrane de Bruch, CC : circulation choroidienne. Adapté de Demetrios G. Vavwvas,
Joan W. Miller, 2015.

a) Vascularisation rétinienne
La vascularisation intrarétinienne est issue de 1’artére centrale de la rétine qui dérive de
I’artére carotide interne et émerge dans la rétine par la téte du nerf optique. Ce réseau
vasculaire s’organise en deux plans : un plan profond au niveau des cellules bipolaires et un
plan superficiel au niveau de la couche des cellules ganglionnaires. Chez ’Homme, 1’artére
centrale se divise en deux branches principales (supérieure et inférieure). Chaque branche
donne deux artéres, temporale et nasale, qui se subdivisent jusqu’a la périphérie rétinienne au
niveau de la couche des fibres nerveuses. Ces branches irriguent des capillaires : les branches
horizontales irriguent la couche superficielle des fibres nerveuses et les branches plus
profondes entrent dans la rétine formant entre 1 (périphérie et périfovéolaire) et 4
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(péripapillaires) réseaux capillaires horizontaux, dépendant de 1’épaisseur de la rétine (Oyster
1999). La circulation rétinienne vascularise toutes les couches de la neurorétine, a I’exception
de la couche des photorécepteurs qui est avasculaire et qui dépend des choriocapillaires pour
ses échanges avec le compartiment sanguin. Le sang des capillaires rétiniens est drainé par les
capillaires veineux dans les veines principales puis la veine rétinienne centrale. La zone
fovéolaire n’est pas vascularisée par les branches terminales de ’artére centrale de la rétine

(Provis and Hendrickson 2008).

b) Choroidienne
Le réseau choroidien s’organise sous la forme d’un réseau de capillaires en forme de mailles.

Il est issu de I’arteére ophtalmique via les arteres ciliaires médianes, latérales et postérieures, et
vascularise de maniere indirecte 1’épithélium pigmentaire et la couche des photorécepteurs qui
ne sont pas vascularisés. Il représenterait entre 65% et 85% du flux sanguin rétinien (Henkind,
Hansen et al. 1979). L’épaisseur de la choroide varie entre 0,25 mm en postérieur et 0,1 mm
en antérieur et consiste en trois couches vasculaires : la couche de Haller la plus externe
composée de grosses veines ; la couche de Sattler, et au contact de la membrane de Bruch la
couche des choriocapillaires. La distance anatomique entre les choriocapillaires et les
photorécepteurs est de moins de 20 um, ce qui facilite la diffusion rapide d’oxygene et de
micronutriments (Oyster 1999). La zone fovéolaire est irriguée par le réseau choroidien a
travers I’EPR.

Ainsi, I’irrigation de la rétine en sang est double. Chaque réseau est indépendant et ne peut
compenser ’autre ce qui confére a la rétine une double fragilité en cas de perte d’un des deux

réseaux.

C) Barriére hémato-rétinienne
De la méme maniére que le cerveau présente une barriere hémato-encéphalique, la rétine est

relativement isolée du milieu sanguin par la barriere hémato rétinienne (BHR) (Cunha-Vaz
2004). Elle est composée de la BHR interne et de la BHR externe. La BHR interne est formée
par des jonctions serrées entre les cellules endothéliales non fenestrées des capillaires
rétiniens, des pericytes et des pieds des cellules macrogliales de la rétine (astrocytes et
cellules de Muller). Les péricytes renforcent les cellules endothéliales par la sécrétion
d’angiopoiétine 1 qui favorise I’expression des occludines, protéines formant les jonctions
serrées (Hori, Ohtsuki et al. 2004). La BHR externe est constituée par des jonctions serréees et
des jonctions adhérentes au niveau de I’EPR. Seules des petites molécules telles que 1’0, le

CO, et des molécules lipophiles peuvent diffuser a travers ces barrieres. Le maintien de ces
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barriéres est indispensable a la fonction visuelle, et un grand nombre de pathologies
rétiniennes sont issues de la perte de ces barrieres comme la DMLA et la rétinopathie
diabétique (RD).

D. Fonctionnement : de la perception jusqu’a I’intégration du
signal
La vision est un mecanisme sensoriel qui obéit au méme schéma neuroanatomique que les

autres voies sensitives, dont le but est de transmettre I’information sensorielle au cortex. Au
niveau de la rétine, ce processus s’appelle la phototransduction (Baylor, Lamb et al. 1979). Ce
schéma se compose des premiers neurones sensoriels, les photorécepteurs de type cone ou
batonnet, ainsi que des cellules bipolaires, les premiers neurones de transmission considérés
comme des interneurones. Les cellules ganglionnaires, deuxiémes neurones de transmission
qui se projettent au niveau du corps genouillé latéral dans le cerveau, terminent la voie. Au
sein de la rétine, le signal transmis est modulé par des cellules d’associations que sont les
cellules amacrines et horizontales ainsi que les cellules gliales. Avant d’atteindre les
photorécepteurs, la lumiére doit traverser toutes les couches de la rétine, qui, et c’est une
particularité de la rétine, sont translucides. Les photorécepteurs sont donc les cellules qui
détectent les photons, grace aux photopigments qu’ils détiennent au sein de leurs membranes.
Ce pigment est constitué de deux composants : un chromophore appelé le 11-cis rétinal, un
aldéhyde de la vitamine A, 1ié a une protéine, 1’opsine. Le chromophore est lié de maniére
covalente a ’opsine. Le rétinal est une molécule commune a tous les photopigments. En
revanche, des différences moléculaires de 1’opsine donnent lieu a des différences
d’absorbance de longueur d’onde. La rétine humaine contient quatre types de complexe
rétinal-opsine : la rhodopsine, le pigment des batonnets, et 3 opsines contenues dans les

cones.

Lorsqu’un photon atteint les segments externes des photorécepteurs, 1’énergie du photon est
transférée au 1l-cis rétinal qui s’isomérise en tout trans rétinal. Ce changement de
configuration du rétinal entraine un changement de conformation de I’opsine, permettant
I’activation du photopigment qui devient alors la métarhodopsine 1l. Ce changement de
conformation permet 1’activation de la transducine, une protéine G composée de trois sous-
unités a, B, y a la surface cytosolique de la membrane du disque, en catalysant 1’échange d’un
GDP en GTP. La sous-unité o se dissocie alors pour activer une phosphodiestérase (PDE). La
PDE activée hydrolyse le GMPc en GMP. La diminution du taux de GMPc dans la cellule

entraine la fermeture des canaux cationiques (Na* et Ca®*) des segments externes des
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photorécepteurs, ce qui induit 1’hyperpolarisation des photorécepteurs (Figure 10).
Simultanément, au niveau du segment interne des photorécepteurs, les canaux K* permettent
la sortie du K", favorisant I’hyperpolarisation. Cette hyperpolarisation membranaire diminue
la quantité du neurotransmetteur, le glutamate, libéré de maniére continue dans les
terminaisons synaptiques au contact avec les cellules bipolaires en condition d’obscurité. Le

degré d’hyperpolarisation est dépendant de la quantité de photon absorbé par unité de temps.
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Figure 10 : Schéma moléculaire de transmission, d amplification et de régulation du signal
dans les batonnets rétiniens.

Arr : arrestine ; Calmod : calmoduline ; RGS : GTPase activating protein ; GC : guanylyl
cyclase ; GCAP : calciprotéine activatrice de la guanylyl cyclase ; PDEaf : sous-unité
catalytique de la phosphodiestérase ; Py : sous-unité inhibitrice; Phos : phosducine ;
Rh* : rhodopsine photoactivée ; R-K : rhodopsine kinase ; Rv : recoverine ; Ta, TSy : sous-
unités de la transducine. Adapté de Chabre, 1998.

La génération du signal cellulaire a partir de 1’absorption de photons est possible grace un
impressionnant systéme d’amplification au niveau de la cascade de transduction. En effet, une
seule molécule de rhodopsine peut activer 800 protéines G en 50 ms, chacune d’elle pouvant
activer une PDE, causant la dégradation de six molécules de GMPc. Soit pour I’activation
d’une rhodopsine, la dégradation de 4800 GMPc représentant 2% du total des GMPc, cause
une hyperpolarisation des photorécepteurs de 2 mV (Gonzalez-Fernandez 2002). Au méme
moment, il est important que ce mécanisme d’amplification du signal soit rapidement inhibé
pour que les photorécepteurs puissent rapidement répondre a un nouveau signal. Ceci est
permis par I’inactivation rapide du photopigment par un mecanisme de phosphorylation de la

rhodopsine, puis la liaison d’une protéine, I’arrestine, sur les sites phosphorylés. Ce complexe

permet I’isomérisation du tout-trans rétinal en 11-cis rétinal. L’arrestine se sépare alors de la
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rhodopsine qui est déphosphorylée puis rapidement désactivée, et peut donc a nouveau
interagir avec un photon. La transducine et la PDE sont inactives, et le GMPc est rapidement

resynthétisé par une guanylate cyclase (Pepe 2001; Hisatomi and Tokunaga 2002).

Un mécanisme permet la régénération de la rhodopsine au niveau de I’EPR. Ainsi, le tout-
trans rétinal et ’opsine se séparent, le tout-trans rétinal devient du tout-trans rétinol qui est
transporté au niveau de I’EPR, et qui par un enchainement d’isomérisation et d’oxydation,
devient du 11-cis rétinol puis du 11-cis-rétinal (Chen, Lee et al. 2001). Wald et ses
collaborateurs, en 1968, décrivent le cycle de régénération de la rhodopsine dans I’EPR, il est
maintenant bien établi que ce cycle se produit simultanément dans les batonnets et ’EPR
(Wald 1968; Lamb and Pugh 2006; Muniz, Villazana-Espinoza et al. 2007). Si le niveau
lumineux est trop important, et que 10% de la rhodopsine totale est activee, le retour de la
molécule sous sa forme inactive, en 11-cis rétinal, dans les photorécepteurs, est impossible, se

produit alors un phénomene de saturation (Kawamura 1995).

Les étapes de phototransduction au niveau des cones sont similaires a celles des batonnets,
toutefois, les protéines impliquées dans le mécanisme, comme les transducines (Lee,
Lieberman et al. 1992) ou les PDE (Farber 1995) sont moins sensibles aux photons que les
transducines des batonnets, expliquant la plus faible sensibilité a la lumiere des cones
(Gordon and Bazan 1997) par rapport aux batonnets. Néanmoins, le mécanisme de
désactivation des photopigments de cnes est beaucoup plus rapide que celui des batonnets
(Tachibanaki, Shimauchi-Matsukawa et al. 2007), ce qui permet de voir dans des conditions
lumineuses photopiques permanentes (Wang and Kefalov 2009). Ainsi, I’originalité des cones
vient de la régénération du photopigment qui est en partie réalisée au niveau des cellules de
Miller (Reichenbach, Siegel et al. 1995; Gordon and Bazan 1997), au cours de longues
périodes d’illumination (Figure 11). Aprés son détachement de 1’opsine, le tout-trans rétinol
est pris en charge par les cellules de Miiller qui I’isomérise en 11-cis rétinol. Ce dernier est
relargué dans le milieu extracellulaire puis capté par les cones. Les cones procédent alors a
son oxydation en 1l-cis rétinal, qui est ensuite réassoci¢ a 1’opsine. Le 11-cis rétinol peut
aussi étre oxydé dans la cellule de Mller puis transporté dans le céne. Le photopigment de
cone est alors reformé (Arshavsky 2002; Muniz, Villazana-Espinoza et al. 2007).
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EPR : épithélium pigmentaire rétinien, SE : segment externe, SI

Adapté de Wang et Kefalov, 2012.
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Au contact de la lumiere, les photorécepteurs réduisent donc la libération du glutamate dans
les synapses formées avec les cellules horizontales et bipolaires. Les cellules horizontales,
connectées aux cones, batonnets et aux cellules bipolaires, permettent 1’amélioration du
contraste via I’inhibition latérale des cellules les moins stimulées, ce qui permet d’augmenter
I’acuité du signal transmis. La fonction des cellules bipolaires est de connecter la rétine
externe avec la rétine interne en transmettant le signal des photorécepteurs et des cellules
horizontales a la couche plexiforme interne. Le signal généré dans la couche plexiforme
interne peut étre une hyperpolarisation comme une dépolarisation, selon le type ON ou OFF
de la cellule bipolaire. L’organisation centre/périphérie des cellules bipolaires en champs
récepteurs va se transmettre aux cellules ganglionnaires par les synapses de la couche
plexiforme interne. Ainsi, des synapses relient les cellules bipolaires ON aux cellules
ganglionnaires ON, et les cellules bipolaires OFF aux cellules ganglionnaires OFF. Les
axones des cellules ganglionnaires parcourent le nerf optique, le chiasma optique et le tractus
optique, contournent le mésencéphale, et projettent sur le corps genouillé latéral (CGL), situé
dans la partie dorsale du thalamus puis vers le cortex visuel primaire. Le cortex visuel

primaire exerce également une rétroaction importante sur le CGL.
Ainsi, les cellules ganglionnaires apportent au cerveau de I’information en partie déja traitée.

Les champs récepteurs :

Les neurones des différentes couches de la rétine couvrent une zone du champ visuel. Cette
région de 1’espace ou la présence d’un stimulus approprié¢ modifie ’activité nerveuse d’un
neurone est appelée le champ récepteur de ce neurone. Ainsi, les champs récepteurs des
cellules bipolaires sont circulaires, le centre et la périphérie du disque fonctionnant en
opposition. La lumiére qui va atteindre le centre du champ récepteur aura des effets inverses
lorsque la lumiére atteindra la périphérie du champ récepteur de ce disque. Un centre qui est
excité, et dépolarisé par la lumiere, et au contraire hyperpolarisé lorsque la lumiére atteint la
périphérie s’appelle un centre ON, tandis qu’un centre qui est hyperpolarisé par la lumiere, ou
dépolarisé lorsque la lumiére atteint la périphérie s’appelle un centre OFF. Les cellules
bipolaires sont donc différentes selon si elles appartiennent a un champ récepteur ON ou OFF.
De méme, les cellules ganglionnaires ont des champs récepteurs caractérisés par un
antagonisme centre/périphérie. Toutefois, c’est la fréquence des potentiels d’action qui varie
(Figure 12) (Schiller, Sandell et al. 1986; Schiller 1992). On retrouve également des champs
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récepteurs au niveau du cortex visuel primaire, qui sont de forme allongee, et qui répondent

plutdt a des traits de lumiére orientés de maniére spécifique.

Photorécepteurs

Cellules bipolaires

Cellule ganglionnaire

Champs récepteurs

b
@
ON 1 : 1 | I
OFF HHH o 1 e
Blanc
Stimulus lumineux — %I

Figure 12: Représentation schématique des champs récepteurs de la rétine.
a. Schéma des signaux ON et OFF de la rétine, a partir des photorécepteurs via les cellules

bipolaires, créant une structure centre/périphérie des champs recepteurs des cellules
ganglionnaires, séparément pour les ON (symboles blancs) et OFF (symboles noirs). Les
régions adjacentes sont antagonistes grdce a [’inhibition latérale.

b. Illustration schématique des décharges des cellules ganglionnaires ON et OFF quand des
stimuli blancs et noirs sont délivrés au centre de leur champs récepteur. Les décharges
apparaissent dans les cellules ON pour le signal blanc, et dans les cellules OFF pour le
signal noir, et un arrét des décharges dans la situation inverse. Adapté de Westheimer, 2007.
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E. Moyens d’étude chez le rongeur
Chez le rongeur, 1’évaluation de la fonction visuelle peut se faire par des protocoles issus de

ceux utilisés chez I’homme et adaptés a la rétine et a 1’ceil du rongeur. C’est le cas de
I’électrorétinographie (ERG) et de 1’angiographie du fond d’ceil qui permettent d’évaluer la

fonction de la rétine et 1’état de la vascularisation respectivement.

1. Electrorétinographie
L’électrorétinographie, découverte par Holmgren en 1868, correspond a I’enregistrement de la
réponse électrique des cellules neuronales et non neuronales de la rétine qui font suite a la
stimulation par des photons. Chez le rongeur, 1I’exploration par ERG doit se faire sous
anesthésie générale, tout en vérifiant que 1’anesthésique utilisé n’interfére pas avec le signal.
Chez I’homme, I’ERG est une procédure standardisée établie par I’International Society for
Clinical Electrophysiology of Vision (www.iscev.org) (Marmor, Holder et al. 2004). Cette
procédure, adaptée pour le rongeur permet d’uniformiser les pratiques afin que les résultats
soient reproductibles et stables. Ces conditions regroupent le choix du stimulateur photonique
et de I’amplificateur, I’intensité des stimulations, la qualité des électrodes, la température de
I’animal, I’hydratation cornéenne, la dilatation pupillaire, le placement des électrodes de
référence en sous cutané entre autres. Les composantes de I’ERG et leur genese sont
similaires a celles de I’homme, méme si le profil est assez différent (Figure 13). La
stimulation flash correspond a une énergie lumineuse délivrée en un temps bref, provenant
d’une source primaire, projetée sur une surface totalement réfléchissante devenant une source
secondaire. L’énergie lumineuse est mesurée en candela par métre carré pour une seconde. La
rétine est stimulée par un flash lumineux d’intensité croissante au niveau de toute la surface
rétinienne, dite en plein champ ou Ganzfeld, dans une ambiance scotopique (obscurité) ou
photopique (lumineuse) selon si I’on souhaite étudier les systemes des batonnets ou celui des
cones respectivement, jusqu’a obtenir les amplitudes maximales. L’électrorétinogramme
simple flash se compose de plusieurs ondes de polarités différentes qui se succedent dans le
temps. Les trois composantes de d’ERG sont I'onde négative « a » qui représente I'activité des
photorécepteurs, I'onde positive «b », attribuée a I’activité successive de plusieurs types
cellulaires de la rétine interne et une derniére composante positive appelée « ¢ » ou appelée
respectivement PIIl, PIl et Pl (Einthoven and Jolly 1908). L’onde PIII consiste en deux
phases, le potentiel récepteur des photorécepteurs, puis une phase plus lente attribuée aux
cellules de Miiller. D’autres ondes, comme les potentiels oscillatoires (PO) (Yonemura,

Masuda et al. 1963), retrouvées sur 1’ascendance de ’onde b dans les cas de flash lumineux
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intenses, sont plus spécifiquement en rapport avec l'activité de la rétine interne. D’autres ERG
ayant une fréquence de stimulation fixe, amenent a une réponse dite Flicker. Cette réponse est
pseudopériodique. Elle est genérée par le systeme des cones et des batonnets (PR et cellules
associées), selon I’intensité lumineuse et la fréquence choisies, mais ne comporte pas de

réponse de la couche plexiforme interne (Viswanathan, Frishman et al. 2002).

ERG N
batonnets
ERG 500 uV|
standard N 25 ms|
Potentiels i ,
Oscillatoires N 50 uV ‘
25 ms|
ERG simple
Flash céne N
25uV
i 1
ERG flicker N 25 ms|

20Hz

Figure 13 : Réponse ERG d'un rat.
Adapté de An et al, 2012
2. Ophtalmoscopie a balayage laser

L’¢évaluation de la vascularisation rétinienne et choroidienne chez le rongeur vivant peut étre
réalisée par la technique d’ophtalmoscopie par balayage laser confocal (SLO) (Seeliger, Beck
et al. 2005). Cette technique non invasive d’imagerie du fond d’ceil permet la visualisation des
différentes couches de la rétine grace a des stimulations laser a différentes longueurs d’ondes
(Figure 14). Le laser de courte longueur d’onde (488 nm et 514 nm, bleu-vert), par rapport a
celui de longue longueur d’onde (infrarouge) est plus fortement absorbé par les structures
oculaires, notamment par les grains de mélanine contenus dans I’EPR et la choroide (Preece
and Claridge 2002). Ainsi, le laser bleu-vert fournit des images trés contrastées de la rétine,
mais ne peut pénétrer I’EPR et la choroide chez les animaux pigmentés. Le laser infrarouge
quant a lui, fournit des images moins détaillées de la rétine mais permet d’obtenir des images
de la choroide ou de la sclere. Des images de haute résolution peuvent étre obtenues soit avec

des produits de contraste comme la fluorescéine ou le vert d’indocyanine, soit sans produit de
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contraste pour mettre en évidence les éléments auto fluorescents. L’angiographie apres
injection de fluorescéine permet la visualisation du réseau rétinien, alors que 1’angiographie
en infrarouge aprés injection de vert d’indocyanine permet la visualisation du réseau
choroidien. Les sondes circulent dans les deux réseaux vasculaires. Cependant, 1’absorbance
importante du laser bleu a 488 nm par les grains de mélanine limite grandement la
visualisation du réseau choroidien et permet la visualisation prépondérante du réseau
vasculaire rétinien. Le SLO proche de I’infrarouge est particuliérement utile pour détecter les
anomalies de la rétine externe, de ’EPR et de la membrane de Bruch, ainsi que la présence de
liquide sous rétinien. Ainsi, par cette technique, il est possible de visualiser in vivo la
néovascularisation rétinienne et choroidienne (Campochiaro and Hackett 2003), qui sont des
étapes observées lors d’atteintes rétiniennes comme celles induites par lésion de la membrane

de Bruch aprés impacts laser (Lambert, Lecomte et al. 2013).

X -

RN ; :
| A (795 et 830 nm)

~

795 nm BF

Figure 14: Visualisation des différentes couches selon la longueur d'onde.
CPI : couche plexiforme interne, CNI : couche nucléaire interne, CPE : couche plexiforme

externe,

CNE : couche nucléaire externe, Sl : segment interne, SE : segment externe, EPR : épithélium
pigmentaire rétinien. BF : barrier filter, supprime la lumiére réfléchie. Les courtes longueurs
d’ondes ne peuvent passer [’EPR et la choroide. Adapté de Seeliger et al, 2005
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1. Alimentation normale et pathologique

A. Alimentation

1. Prise alimentaire
La prise alimentaire est un processus complexe correspondant a la consommation périodique
de nutriments. Elle permet a 1I’organisme d’obtenir des ressources énergétiques pour sa survie,
et participe a plusieurs mécanismes homeostatiques tels que le maintien de la glycémie et la
régulation du bilan énergétique. Selon Claude Bernard (Bernard 1856), la prise alimentaire,
en permettant la stabilité du milieu intérieur, assure a I’organisme une vie autonome. Elle
répond a un ensemble de stimuli, internes et environnementaux, régulant la fréquence de la
prise, la quantité et le type de nutriments ingérés. Ces stimuli, comme la faim ou la satiété (Le
Magnen 1982), témoignent d’un besoin ou d’une réplétion. La prise alimentaire comprend
ainsi une phase préprandiale, caractérisée par la sensation de faim, une phase prandiale
correspondant a la prise alimentaire et une phase postprandiale qui correspond a 1’état de

satiété.

Les principaux centres de controle du comportement alimentaire se trouvent au niveau de
I’hypothalamus et du tronc cérébral, ou un grand nombre de neuromédiateurs et de récepteurs
recoivent des informations nerveuses et hormonales sur le statut énergétique de 1’organisme
(Figure 15). Ces hormones proviennent principalement de trois sites (Sam, Troke et al.
2012) : les cellules adipeuses, le pancréas et le tractus gastro-intestinal. D’autre part, les
stimuli environnementaux, sociaux et psychologiques sont également des déterminants
majeurs de la prise alimentaire, puisqu’ils influencent la prise des repas, ou encore le choix

des aliments.

a) Régulation de la prise alimentaire
La regulation de la prise alimentaire peut se faire sur la quantité et la qualité des aliments

ingérés, et sur la durée de I’intervalle entre deux prises alimentaires (Bellisle 2005). Les
centres de régulation de la prise alimentaire sont I’hypothalamus, le noyau du tractus solitaire

(NTS) et I’aire tegmentale ventrale (VTA).

Ainsi, au niveau de I’hypothalamus, le noyau arqué, richement vascularisé, est le senseur du
glucose et des hormones lui parvenant. Il contient des neurones orexigénes définis par les
neurones a neuropeptide Y (NPY) et les neurones a protéines liées a I’agouti (AgRP, « Agouti

related protein ») (Gropp, Shanabrough et al. 2005) et des neurones anorexigénes definis par
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les neurones a proopiomélanocortine (POMC) (Balthasar, Dalgaard et al. 2005). Le noyau
paraventriculaire de 1’hypothalamus est impliqué dans le contrdle inhibiteur de la prise
alimentaire, de par sa communication avec le tronc cérébral et avec le noyau arquée (Harrold,
Dovey et al. 2012). Enfin, le noyau ventromédian de I’hypothalamus, sensible au glucose,
controle les dépenses énergétiques et la prise alimentaire. Sa destruction entraine une

hyperphagie et une obésité (Shimizu, Oomura et al. 1987).

Les noyaux du tractus solitaire, dans le tronc cérébral, sont le premier relais central des
informations provenant du systeme digestif, via le nerf vague. La stimulation de ces noyaux

entraine 1’arrét de la prise alimentaire (Havel 2001).

L’aire tegmentale ventrale correspond a la composante hédonique entrant en jeu dans le
comportement de prise alimentaire. Ce systéeme, également appelé systeme de la récompense,
peut lever I’inhibition présente sur les neurones orexigenes via la libération de dopamine

(Tyree and de Lecea 2017).

Le systeme nerveux central modifie alors son activité grace aux signaux afférents de

régulation a court terme et a long terme qu’il recoit.

Ainsi, le signal de faim repose sur les théories « glucostatiques » (Mayer 1953) et
« lipostatiques » (Kennedy 1953). En effet, la prise alimentaire dépend des variations de la
biodisponibilité cellulaire de glucose, détectée par les zones glucosensibles, grace au principal
récepteur du glucose : GLUT2. La baisse de la disponibilité cellulaire de glucose est reflétée
par une baisse de la glycémie, induisant un signal de faim. D’autre part, le contréle de la prise
alimentaire est modifié en fonction des réserves adipeuses corporelles. En effet le tissu
adipeux sécrete de maniere proportionnelle a sa quantité, de la leptine a destination de
I’hypothalamus, afin de réduire la prise alimentaire et maintenir des réserves adipeuses

stables.

Avant le repas, la ghréline, est produite principalement par 1’estomac, et stimule le noyau

arqué et ainsi la prise alimentaire. C’est la seule hormone périphérique orexigene.

L’ingestion d’aliments induit différentes réponses. Les mécanorécepteurs gastriques et
intestinaux sont activés. Les chimiorécepteurs sensibles a la présence des différents
nutriments tels que les sucres, les acides gras et les peptides, présents dans le tractus
gastrointestinal, sont egalement activés (Mei 1998). Ces sighaux nerveux sont acheminés

jusqu’au noyau du tractus solitaire via le nerf vague (Havel 2001) puis projetés au niveau de
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I’hypothalamus. La présence de nutriments dans le tractus gastrointestinal stimule la sécrétion
de plusieurs substances dans la circulation comme la cholécystokinine (CCK), le glucagon-
like peptide 1 (GLP-1) et le peptide Y'Y 3-36 (PYY3-36), qui ont un effet de rassasiement.
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Figure 15 : Convergence de multiples signaux du statut énergétique de ['organisme dans le
systéme nerveux central.

Arc : noyau de I’hypothalamus arqué ; DMH : noyau de I’hypothalamus dorsomédian ; LH :
noyau de [’hypothalamus latéral ; MBH : noyau de I’hypothalamus médiobasal ; PVN :
noyau paraventriculaire ; VMH : noyau de [’hypothalamus ventromédian ; DVC : noyaux du
tronc cérébral formant le complexe dorsovagal ; AP : aire postrema ; DMX : noyau X du nerf
vague ; NTS : noyau du tractus solitaire ; CCK : cholécystokinine ; GIP : polypeptide
gastrique inhibiteur ; GLP1 : glucagon-like peptide 1 ; PYY : peptide YY. Adapté de Blouet,
2013.
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Les signaux de régulation a long terme reposent sur les réserves énergétiques, accumulées

sous forme de graisse dans le tissu adipeux, qui joue alors un réle essentiel.

L’insuline, synthétisée par les cellules B des ilots de Langerhans dans le pancréas, est une
hormone hypoglycémiante sécrétée apres la prise alimentaire. Elle permet, par sa fixation a
son récepteur (IRS, insulin receptor substrate), le stockage du glucose circulant en glycogéne
ou en triglycérides, par les cellules hépatiques, adipeuses et musculaires. De nombreuses
études ont confirmé le role de I’insuline cérébrale comme modulateur de la motivation a
manger (Havel 2001). En effet, des récepteurs a I’insuline ont été identifiés au niveau du
noyau arqué de ’hypothalamus. L’insuline périphérique est donc transportée a travers la
barriére hémato encéphalique, pour, au niveau cérébral, refléter 1’état des réserves
énergétiques de I’organisme. Au niveau central, I’insuline potentialise 1’effet anorexigéne de

la CCK.

La leptine, découverte en 1994 (O'Rahilly 2002), est sécrétée par le tissu adipeux en
proportion de sa masse grasse. Elle est un autre facteur hormonal régulant la masse grasse
corporelle. La leptine, comme I’insuline, inhibe I’activité des neurones dans le noyau arqué
paraventriculaire de I’hypothalamus basomédian qui produisent le NPY et I’AgRP, substances
orexigenes (Penicaud, Meillon et al. 2012). Elle a, en ce sens, un effet antagoniste a la
ghréline. Les personnes obéses développent une résistance a la leptine, provoguant une
importante leptinémie. En effet, la leptine peut moduler la plasticité synaptique dans
I’hypothalamus, en réduisant les connexions excitatrices au niveau des neurones orexigéenes
NPY et AgRP et en augmentant les connexions excitatrices au niveau des neurones
anorexigénes POMC, ce qui induit une diminution de la prise alimentaire (Pinto, Roseberry et
al. 2004). Aussi, I’injection de leptine a des patients obéses diminue leur sensation de faim, et

augmente la sensation de satiété (Halford, Wanninayake et al. 1998).

La résistine est une hormone également sécrétée par le tissu adipeux. Elle se fixe sur les
récepteurs de I’insuline au niveau des adipocytes, hépatocytes et myocytes induisant une
résistance a l’insuline. De plus, chez les personnes obeses, les taux de résistine sont
augmentés (Steppan, Bailey et al. 2001), attestant du lien entre obésité et diabéte, deux

pathologies qui se développent fréguemment conjointement.

Malgré la sécrétion par le tissu adipeux d’hormones favorisant son expansion et les défauts

métaboliques qui en résultent, comme 1’inflammation, le tissu adipeux est également capable

63



de sécréter des hormones favorables a4 un maintien de 1’homéostasie : ¢’est notamment le cas

pour I’adiponectine et I’apeline.

L’adiponectine, hormone sécrétée par le tissu adipeux, augmenterait la sensibilité a 1’insuline
au niveau du foie en diminuant la production de glucose et au niveau du muscle en

augmentant I’entrée de glucose et des acides gras libres (Li, Shin et al. 2009).

L’apeline, une autre adipokine, améliore I’utilisation du glucose dans les cellules musculaires
et adipeuses (Dray, Knauf et al. 2008) en augmentant la fonction et le nombre de
mitochondries. L’injection d’apeline chez I’animal diabétique améliore la sensibilité a
I’insuline, I’hyperglycémie ainsi que la prise de poids (Attane, Foussal et al. 2012). Un essai
clinique est en cours pour déterminer son efficacité chez I’Homme (Gourdy, Cazals et al.

2018).

La dérégulation d’un ou de I’ensemble des signaux régulant la prise alimentaire participe au
développement de maladies métaboliques. La prise alimentaire, en plus d’étre régulée
intrinséquement, est conditionnée par des facteurs sociaux et culturels construisant nos

habitudes alimentaires.
2. Habitudes alimentaires

a) Etude sur la consommation alimentaire
Les habitudes de consommation des Frangais sont évaluées par I’Agence nationale de sécurité

sanitaire de l'alimentation, de I'environnement et du travail (ANSES). En 2017, la troisiéme
étude individuelle nationale des consommations alimentaires (INCA3 2017) des Francais en
2014-2015, est parue. Cette étude constitue un outil indispensable a 1’évaluation des risques
potentiels liés a I’alimentation, comme un exces de certains nutriments, ou un certain mode de
consommation. Ces données permettent de mieux connaitre les habitudes des Frangais
notamment pour leur consommation d’aliments, leur niveau d’activité physique ou
I’évaluation de leur sédentarité. Toute proportion gardée, ces données peuvent permettre de
définir les risques pour la santé liés a I’alimentation et d’apporter des solutions. Ainsi, il est
important de noter la présence d’une importante variabilit¢é du comportement alimentaire
selon 1’age des personnes, le sexe, le niveau d’étude ou encore entre les zones géographiques.
Globalement, les Francais consomment 2,9 kg d’aliments et de boisson par jour, a un ratio de
50/50. Seulement 50% des boissons correspondent a des eaux. Les nutriments qui contribuent

aux apports énergétiques correspondent a 16,8% de protéines, 33,7% de lipides et 46,9% de
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glucides. D’autre part, I’étude met en évidence la consommation accrue de produits
transformés par rapport a I’étude antérieure, INCA2, portant sur les habitudes alimentaires de
2006-2007. En effet, les viennoiseries, biscuits sucrés et pizzas, biscuits salés sont des
contributeurs majeurs aux apports de glucides, protéines et lipides, correspondant a environ
15% des apports énergétiques journaliers. Un autre élément marquant de la consommation des
Francais est le doublement de la consommation de poissons crus, passant de 15% a 31% de la
consommation des denrées d’origine animale crues depuis la précédente étude de 2006-2007,
INCA2.

De plus, les Francais consomment une quantité croissante de compléments alimentaires. Le
taux de consommateurs adultes de compléments alimentaires est passé de 20% en 2006-2007,
a 29% en 2014-2015.

Par ailleurs, le statut pondéral et le niveau d’activité physique des Frangais restent inadaptés.
INCA3 révele qu’en 2014-2015, 13% des enfants et adolescents et 34% des adultes sont en
surpoids, dont 4% et 17% respectivement sont obéses. De plus, les comportements sédentaires
correspondant & au moins 3 heures de temps d’écran par jour, correspondent a la moitié¢ des
adolescents de 11 a 14 ans, deux tiers des adolescents de 15 a 17 ans et plus de 80% des
adultes de 18 a 79 ans. En sept ans, le temps quotidien passé devant un écran, hors temps de

travail, a augmenté de 20 minutes en moyenne chez les enfants et d’1h20 chez les adultes.

b) Consommation de lipides
Dans 1’organisme, les lipides détiennent plusieurs fonctions. Ils ont un role de stockage de

I’énergie, sous forme de triglycérides au niveau du tissu adipeux. Ils ont aussi un role
structural par la formation des membranes cellulaires par les phospholipides et le cholestérol.
Ils ont aussi un réle dans la production d’hormones, via le cholestérol. Or, les triglycérides,
les phospholipides et le cholestérol sont principalement apportés par 1’alimentation, bien
qu’une lipogenese de novo existe. Comme pour tout nutriment, 1’apport excessif de lipides
peut étre néfaste pour la santé mais la qualité des lipides apportés par 1’alimentation est
également importante a prendre en compte. En effet, les populations occidentales sont
caractérisées par un apport en acides gras ne reflétant pas les recommandations de 1’ ANSES.
Ainsi, les AGPI oméga-6 et oméga-3 apportés par 1’alimentation industriellement transformée
implique une quantité excessive d’oméga 6 et peu d’oméga 3, amenant a un ratio oméga
6/oméga 3 de 20:1. Ce ratio serait favorable au développement des pathologies

cardiovasculaires, rétinienne comme la DMLA et maladies chroniques comme les cancers, les
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maladies inflammatoires, alors qu’un ratio d’au moins 5:1, serait protecteur (Simopoulos

2002; SanGiovanni, Chew et al. 2007; Simopoulos 2008; Sangiovanni, Agron et al. 2009).

C) Consommation de glucides
La consommation de sucre augmente considérablement depuis le 17°™ siécle a travers le

monde, via sa production massive. En effet, la consommation moyenne de sucres ajoutés est
de 64kg par an et par Américain en 2005, une augmentation de 19% depuis 1970 (Wells and
Busby 2008). L’utilisation croissante du sirop de mais riche en fructose (HFCS, «high
fructose corn syrup »), depuis quelques décennies, comme édulcorant dans les sodas, les
biscuits et plats transformés, serait un des principaux responsables de I’épidémie actuelle
d’obésité et de diabéte des populations occidentales (DiNicolantonio, O'Keefe et al. 2015). Le
saccharose, ou sucre de table, est un diholoside qui contient la méme quantité de glucose et de
fructose, alors que le HFCS contient 5% de plus de fructose par rapport au glucose que le
saccharose. Pourtant, c’est bien le HFCS qui est préféré par les industriels, car le fructose
apporte un pouvoir sucrant supérieur au glucose. L’Organisation Mondiale pour la Santé
(OMS), recommande une limite de consommation de sucre ajouté équivalente a 10%
maximum de D’apport énergétique quotidien, et souhaiterai plutdt tendre a 5% de 1’apport
énergétique. Au niveau mondial, la situation est variable. En Europe, la Hongrie et la Norvége
présentent une ration de sucre ajouté équivalente a 7-8% de 1’énergie totale, alors qu’elle est
de 16-20% en Espagne, en France et au Royaume-Uni. Elle atteint pres de 25% chez les

enfants portugais (Azais-Braesco, Sluik et al. 2017).

3. Un sucre particulier : le métabolisme du fructose
Depuis plus de 50 ans, I’industrie agroalimentaire nord-américaine utilise le HFCS dans ses
aliments. Le HFCS le plus communément utilisé est composé de 55% de fructose, de 42% de
glucose et de 3% de maltose et maltodextrines. Le glucose et le fructose, bien qu’ayant la
méme formule chimique, CgH1,0¢, sont métabolisés differemment (Figure 16). Glucose et
fructose, apreés leur ingestion, passent au niveau de la circulation porte pour atteindre le foie.
Le fructose est alors totalement métabolisé dans 1’hépatocyte (Szendroedi and Roden 2009)
ou il est transforme en fructose-1-phosphate par la phosphofructokinase, qui est clivé en
trioses phosphates (glyceraldéhyde-3-phosphate et di-hydroxyacétone-phosphate) par
I’aldolase B ou fructose-1-phosphate aldolase. Par la suite, 50% des trioses phosphates
recirculent sous forme de glucose, 25% sous forme de lactate, 15% entrent dans la voie de la
glycogénolyse hépatique et 10% sont oxydés pour participer, via la production d’acétate, a la

lipogenese hépatique, aboutissant a la formation d’acides gras, puis de triglycérides et de
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phospholipides (Janket, Manson et al. 2003). Le métabolisme du glucose est différent
puisqu’a partir de la circulation porte, le glucose est pris en charge par les hépatocytes, ou il
est phosphorylé en glucose-6-phosphate pour entrer dans la voie de la glycolyse. Seulement
20% du glucose est métabolise par le foie, le reste est redirigé dans la circulation systémique
pour alimenter la voie de la glycolyse dans les cellules musculaires et les adipocytes grace a
son transporteur GLUT4, afin de produire du pyruvate pour le cycle de Krebs. Le glucose va
également interagir au niveau de son récepteur GLUT2 pancréatique déclenchant la sécrétion
d’insuline. Contrairement au glucose, le fructose ne déclenche pas la sécrétion d’insuline. En
effet, son principal récepteur, le récepteur GLUTS, est absent au niveau du pancréas, mais est

abondant au niveau de 1’intestin et du foie.
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Figure 16 : Métabolisme du fructose et du glucose dans I'hépatocyte.
Adapté de Tappy et L&, 2010

4. Le métabolisme des lipides
Les principaux lipides de I’alimentation sont des triacylglycérols (ou triglycérides), des
phospholipides et des stérols. La digestion de ces lipides est réalisée par des enzymes

pancréatiques et des sels biliaires. C’est au niveau de I’intestin gréle que les lipides vont étre
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hydrolysés. La lipase pancréatique conduit a la libération de 2 acides gras et du 2-
monoacylglycérol. Les phospholipides sont hydrolysés par des phospholipases, au nombre de
4. Les phospholipases Al et A2 liberent les acides gras qui estérifient les fonctions alcool 1 et
2 du glycérol, respectivement. Le corps qui en résulte, dépourvu d’acide gras est appelé
lysophospholipide. La phospholipase C hydrolyse la liaison ester entre le glycérol et le
groupement phosphate, et la phospholipase D libére 1’alcool. Ces enzymes interviennent a
I’interface eau-lipide, et se fixent a la surface des gouttelettes lipidiques. Les sels biliaires
participent a la formation des gouttelettes lipidiques, par la mise en émulsion et la formation

de micelles de triglycérides.

Les micelles sont alors absorbées par les entérocytes, ou les acides gras sont pris en charge
pour atteindre le réticulum endoplasmique lisse, et sont rejoints par les 2-monoglycérides, afin

d’étre recombinés en triglycérides.

Par la suite, les macromolécules lipidiques sont absorbées sous forme de chylomicrons, puis
ils sont pris en charge par d’autres lipoprotéines, permettant le transport des lipides dans le
plasma sanguin (Figure 18). Les lipoprotéines sont constituées d’un cceur hydrophobe de
triglycérides, entouré de protéines, esters de cholestérol et phospholipides. Il existe différentes

lipoprotéines :

- Les chylomicrons, synthétisés dans les entérocytes, permettent le transport des
triglycérides alimentaires vers les tissus utilisateurs et le tissu adipeux. Les lipides
alimentaires sont donc transportés dans un premier temps par les chylomicrons natifs.
De par leur taille importante par rapport aux autres lipoprotéines, ils ne peuvent
traverser les cellules endothéliales et vont emprunter le systéeme lymphatique afin de
rejoindre ensuite la circulation sanguine. Dans la circulation sanguine, leur taille doit
étre réduite par la lipoprotéine lipase (LPL) pour étre acceptés par les récepteurs
hépatiques. Apres réduction, les chylomicrons restant ou « remnant » sont produits.

- Les lipoprotéines de tres basse densite (VLDL, very low density lipoproteins) sont
syntheétisées dans le foie. Elles transportent les triglycerides du foie vers les tissus
extra hépatiques. Dans la circulation, la protéine de transfert des esters de cholestérol
(CETP) permet d’échanger des triglycérides contres des esters de cholestérol avec les
lipoprotéines de haute densité (HDL, high density lipoproteins).

Lorsqu’ils circulent dans les capillaires sanguins, les chylomicrons et les VLDL s’attachent

aux lipoprotéines lipases qui hydrolysent leurs triglycérides en acides gras et en 2-
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monoacylglycérol, qui pénetrent dans les cellules musculaires ou les adipocytes, pour
respectivement étre utilisé directement dans la B-oxydation, ou étre stockés sous forme de
triglycerides. Le reste protéique du chylomicron est éliminé par le foie.

- Les lipoprotéines de basse densité (LDL, low density lipoproteins) sont synthétisées
dans les tissus a partir des VLDL. lls sont abondants dans la circulation sanguine et
constituent une source exogéne de cholestérol a destination des tissus. Ainsi, les LDL
vont se fixer sur des sites specifiques des membranes plasmatiques, les vésicules
recouvertes, qui vont s’invaginer pour former un réceptosome, qui fusionne a des
lysosomes. Les enzymes contenus dans le lysosome libérent les acides gras, le
cholestérol, qui est incorporé dans le réticulum endoplasmique.

- Les HDL, synthétisées dans le sang, assurent le transport du cholestérol des tissus

extra hépatiques vers le foie. La lécithine cholestérol transférase (LCAT), enzyme

plasmatique, estérifie le cholestérol libre au niveau des HDL et transforme les
phospholipides de surface en lysolécithine. De cette maniére, les HDL se gonflent en
cholestérol. D’autre part, la CETP favorise les échanges de cholestérols estérifies entre les

différentes lipoprotéines, et permet donc de réguler la concentration en HDL.

L’ensemble de ces lipoprotéines contiennent des apolipoprotéines plus ou moins
spécifiques. Ces lipoprotéines facilitent I’incorporation sélective des lipides dans les

différents organes cibles en reconnaissant des récepteurs cellulaires spécifiques.

Les triglycérides de réserve dans les tissus sont mobilisés lorsque la glycémie est basse. Ils
sont hydrolysés par la triglycéride lipase qui est hormonosensible (adrénaline, glucagon,
noradrénaline, corticostéroides). Au niveau des adipocytes, le 2-monoacylglycérol est
hydrolysé par une lipase intracellulaire non sensible aux hormones. L’insuline a un effet
antilipolytique. En effet elle active la LPL et la LCAT et permet le transport du glucose dans
le tissu adipeux, stimulant la lipogenese. L’insuline active également les phosphatases dans le
foie et les adipocytes. Ainsi, dans les hépatocytes, la synthese de cholestérol prédomine, alors

que la triglycéride lipase est inactivée dans les adipocytes.
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B. Syndrome métabolique
Le syndrome métabolique est un probléme croissant et majeur de santé publique a travers le

monde. Le syndrome métabolique est considéré comme la maladie des sociétées
industrialisées. 1l a pour origine une dérégulation de la balance énergétique, résultat d’apports
alimentaires excessifs par rapport a des dépenses énergétiques insuffisantes, reflétant en
particulier un style de vie sédentaire. Il augmente le risque de développer un diabéte de type 2
par 5, et double le risque de développer des pathologies cardiovasculaires dans les 5 a 10 ans
(Alberti, Eckel et al. 2009).

1. Définition
Le syndrome métabolique, connu depuis prés de 250 ans, s’est défini au fil des années. Sa
premiére identification est due & Morgagni au 18°™ siécle. Il était initialement associé a
I’obésité viscérale, I’hypertension, I’athérosclérose, et des taux importants d’acide urique
sanguin avec des apnées du sommeil. En 1988, Reaven définit le Syndrome X comme un
syndrome caractérisé par 1’association des troubles du métabolisme glucidique, du
métabolisme des lipides et de I’hypertension. Ces troubles avaient pour origine la résistance a

I’insuline et pour conséquences le développement du diabéte et de 1’athérosclérose (Reaven

1994).

Aprés quelques années, le Syndrome X est renommé Syndrome de I’insulinorésistance

(Haffner, Valdez et al. 1992).

Aujourd’hui, les scientifiques s’accordent sur le fait que le syndrome métabolique est

caractérisé par ’ensemble des symptomes suivants :

- Obesité abdominale

- Dérégulation du métabolisme du glucose

- Dérégulation du métabolisme des lipides

- Hypertension
Ainsi, la présence de 1’ensemble de ces symptdmes augmente le risque de développer
maladies cardiovasculaires, diabéte de type 2 et ses pathologies associées, et augmente de

maniere générale le risque de mortalité (Wilson, D'Agostino et al. 2005).

Néanmoins, il existe différentes définitions qui reposent sur la détermination de critéres
cliniques précis dans le but d’identifier le syndrome métabolique. Ces critéres sont retranscrits

dans le Tableau 1, ci-aprés. Ces divergences de criteres aménent des résultats difficilement
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comparables entre les études, ainsi que d’importantes variabilités dans les données
épidémiologiques. La premiére définition clinique fut celle établi par ’OMS en 1998 (Alberti
and Zimmet 1998) suivi de la définition de I’EGIR (European group for the study of insulin
resistance) en 1999 (Balkau and Charles 1999). En 2001, c’est au tour du groupe
NCEP/ATPIII (National Cholesterol Education Program Adult Treatment Panel) d’établir sa
définition (Expert Panel on Detection and Treatment of High Blood Cholesterol in 2001) suivi
par I’AACE en 2003 (American Association of Clinical Endocrinologists) (Einhorn, Reaven
et al. 2003). La plupart des définitions sont composées du critére résistance a ’insuline et de
deux autres critéres, au choix, parmi 1’ensemble des critéres définis. Toutefois, ces
définitions présentaient le désavantage de ne pas étre applicables de maniere universelle, dans
la mesure ou elles ne s’appliquaient pas a tous les groupes ethniques, notamment concernant
les caractéristiques cliniques de 1’obésité, ou le ratio taille/hanche considéré comme normal,
est différent. En effet, le risque de développer un Diabéte de type 2 ou des pathologies
cardiovasculaires ne sera pas le méme pour une méme mesure de tour de taille, selon les

groupes ethniques.

Mesures cliniques OMS (1998) EGIR (1999) NCEP/ATPIII (2001) 'AACE (2003)

Intolérance au glucose

Résistance a Hyperglycémie a jeun Insulinémie augmentée Intolérance au glucose

non

I'insuline Diabéte de type 2 de 75% ou hyperglycémie a jeun
Ou résistance a l'insuline
Femmes: ratio taille/hanches > 0,85 Tour de taille: Tour de taille:
Obésité Hommes: ratio taille/hanches > 0,9 Femmes > 80 cm Femmes > 88 cm IMC > 25kg/m?
Ou IMC > 30kg/m? Hommes 2 94 cm Hommes > 102 cm
TGs = 150 mg/dL et/ou Femmes : TGs = 150 mg/dL et/ou TGs 2 150 mg/dL et/ou
2

Lipides HDL-C < 39 mg/dL I5: = 150 el ey ou N nee HBLC < 50 /il [ Femimes - BBLC <50 TldL

Pression artérielle

Glycémie

Autre

Critére résistance a
Iinsuline +

Hommes : HDL-C < 35 mg/dL
> 140/90 mm Hg

Intolérance au glucose
Hyperglycémie a jeun
Diabéte de type 2

Microalbuminurie (> 20 mg/min
excrétion urinaire)
ou ratio albumine/créatinine > 30
mg/g

2 autres critéres

HDL-C < 39 mg/dL
>140/90 mm Hg

Intolérance au glucose
Hyperglycémie a jeun

2 autres critéeres

Hommes : HDL-C < 40 mg/dL

>130/85 mm Hg

> 110 mg/dL

S critéres sans celui de la
résistance a l'insuline

Hommes : HDL-C < 40 mg/dL

>130/85 mm Hg

Intolérance au glucose
Hyperglycémie a jeun

Jugement clinique (histoire
familiale, mode de vie, age,
groupe ethnique

Tableau 1 : Criteres cliniques proposés pour le diagnostic du syndrome métabolique

IMC : Indice de Masse Corporelle. TGs : Triglycérides. HDL-C : Lipoprotéines de Haute
Densité-Cholestérol.
Adapté de Kaur, 2014.

Finalement, un consensus a été trouve en 2005 par la Fédération Internationale sur le Diabéte
(IDF, International Diabetes Federation) (Alberti, Zimmet et al. 2005).Cette définition,
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illustrée dans le Tableau 2, est plus compléte, et présente des critéres différents, notamment
en ce qui concerne le tour de taille, selon le groupe ethnique considéré.

a
| Mewnssdinigues  PRROS)
Résistance a I'insuline non
Obésité Augmentation du tour de taille (ethnique dépendant)
TGs 2 150 mg/dL
Lipides Femmes : HDL-C < 50 mg/dL
Hommes : HDL-C < 40 mg/dL
Pression sanguine >130/85 mm Hg
Glycémie > 100 mg/dL
b
. GroweEthnigue  Femmes  Hommes
Europe >80 cm 294 cm
Amérique du nord 288 cm >102 cm
Asie >80 cm 290 cm
Moyen Orient 280 cm 294 cm
Afrique sub-saharienne 280 cm 294 cm
Amérique du sud >80 cm 290 cm

Tableau 2: Définition du Syndrome métabolique par la Fédération Internationale de Diabéte.
a. Définition globale du Syndrome métabolique, b. Critéres de tour de taille selon les groupes

ethniques
2. Epidémiologie

La prévalence du SMet est compris entre moins de 10% jusqu’a plus de 84%, dépendant de
I’environnement, de 1’age, du groupe ethnique, du sexe de la population étudiée, et de la
définition du SMet utilisée (Desroches and Lamarche 2007; Kolovou, Anagnostopoulou et al.
2007). En effet, une enquéte nationale en Iran en 2007 indique une prévalence du SMet de
34,7-37,4% selon les criteres de NCEP/ATPIII et de I’IDF respectivement alors qu’elle serait
en Tunisie de 24,3%-41,6% selon les criteres de NCEP/ATPIII et I'IDF respectivement
(Delavari, Forouzanfar et al. 2009). De maniere globale, I’'IDF considére que 25% de la
population mondiale est touchée par le SMet. Ainsi, un mode de vie sédentaire et un indice de
masse corporelle (IMC) élevé sont significativement associés avec un SMet. D’autre part, le

patrimoine génétique propre a chacun, 1’alimentation, les antécédents familiaux de diabéte, le
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tabagisme, 1’activité physique et les niveaux d’éducation sont autant de points pouvant
influencer le développement d’un SMet (Cameron, Shaw et al. 2004). Une étude sur la
prévalence du SMet aux USA a été realisée la NHANES (National Health and Nutrition
Examination Survey) entre 1988 et 1994. Dans cette étude, 22% des personnes en surpoids et
60% des personnes obéses ont un SMet (Park, Zhu et al. 2003). De plus, le SMet augmente
avec 1’age, touchant 10% entre 20 et 29 ans, 20% des personnes entre 40 et 49 ans et 45% des
personnes entre 60 et 69 ans (Ford, Giles et al. 2002). D’autre part, il existe une disparité
entre les sexes, puisque la prévalence su SMet varie a travers le monde entre 8 et 43% chez
les hommes et de 7 a 56% chez les femmes (Cameron, Shaw et al. 2004). En chine, la
prévalence du SMet est passée de 20 a 29% entre 1992 et 2002, et serait globalement en 2017
de 15.5% (Wang, Mi et al. 2007). Une autre étude a mis en évidence que I’augmentation de
11 cm du tour de taille est fortement associé au risque de développer un SMet dans les 5 ans
(Palaniappan, Carnethon et al. 2004). De plus, selon une grande enquéte sur 1’obésité réalisée
en 2015 sur 195 pays, la prévalence a doublé dans plus de 73 pays et a augmenté dans la
plupart des autres pays, particulierement chez les enfants (Collaborators, Afshin et al. 2017).
Malgré le fait que 1’obésité n’est pas synonyme de SMet, cette importante donnée témoigne

de I’ampleur et de I’importance a venir des conséquences du SMet.

En France, deux études, DESIR (Data Epidemiological Study on the Insulin Resistance) et
MONICA nous permettent d’avoir des données sur le SMet. L’¢tude DESIR, réalisée en
2003, s’appuie sur la définition de la NCEP pour déterminer la prévalence du SMet par un
suivi sur 3 ans. Cette étude indique que la prévalence de SMet en France est autour de 16%
chez les hommes et 11% chez les femmes, soit 2,5 fois moins que la prévalence aux Etats-
Unis. L’étude MONICA quant a elle porte sur des données entre 1995 et 1998. Cette étude
met en avant une variabilité selon 1’dge, le sexe, I’activit¢ physique, le niveau socio-
économique et la région francaise de 1’épidémiologie du SMet. Ainsi, la prévalence du SMet
est plus importante chez les hommes par rapport aux femmes, et augmente avec I’age et la
sédentarité. Les personnes avec un niveau d’étude €levé sont moins atteintes par le SMet,
compte tenu de la possibilité économique d’avoir un mode de vie sain. L’étude met également
en avant une disparité régionale correspondant a deux fois plus de SMet dans le Nord que

dans le Sud de la France.

Finalement, il n’existe pas d’étude généralisée a 1I’échelle mondiale, sur I’épidémiologie du
SMet. Les prédictions indiquant que le SMet est 3 fois plus commun que le diabéte, estiment

la prévalence du SMet a 25% de la population mondiale. Il est néanmoins important de noter
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que le risque de développer un SMet est supérieur au risque de développer indépendamment
chacun des éléments le composant (Reilly and Rader 2003).

3. Pathogenese
Le SMet est une pathologie inflammatoire a bas bruit qui se définit par la cooccurrence d’un
certain nombre d’anomalies métaboliques (Figure 18). Cet état résulte de I’interaction de
facteurs génétiques favorables au développement du SMet avec des facteurs

environnementaux.

a) L’obésité centrale
L’obésité abdominale est un des premiers facteurs constituant le SMet. Cette obésité releve

d’un déséquilibre de la balance énergétique caractérisé par un apport énergétique important de
nutriments favorisant I’obésité et trop peu de dépense physique. Le tissu adipeux est un tissu
hétérogeéne composé d’adipocytes, de stroma, de cellules immunitaires et d’endothélium. Il
peut rapidement se modifier a la suite d’un apport particulier de nutriments, et notamment
s’hypertrophier dans le cas d’un exceés de nutriments (Halberg, Wernstedt-Asterholm et al.
2008; Laharrague and Casteilla 2010). Cette hypertrophie entraine I’hypoxie du tissu adipeux,
I’infiltration de macrophages, la production en excés d’adipocytokines, de glycérol, d’acides
gras libres, de médiateurs pro-inflammatoires (facteur de nécrose tumorale (TNF-a) et
interleukine 6 (IL-6)), mais aussi de I’inhibiteur de I’activateur du plasminogene 1 (PAI-1) et
de la protéine réactive-C (CRP) (Lau, Dhillon et al. 2005). L’ensemble des adipocytokines
produites atteignent alors la circulation systémique pour médier la sensibilité a 1’insuline
(Saleem, Khaleghi et al. 2009), le stress oxydant, le métabolisme énergétique, la coagulation

sanguine ou encore la réponse inflammatoire (Jacobs, van Greevenbroek et al. 2009).

b) La résistance a I’insuline
La résistance a I’insuline, autre facteur impliqué dans le SMet, est caractérisée par une

hyperglycémie a jeun, une intolérance au glucose et une efficacité diminuée de 1’insuline.
Généralement, la diminution d’efficacité de 1’insuline lors d’hyperglycémie conduit a une
hyperinsulinémie, et aux manifestations du SMet (Gill, Mugo et al. 2005). En effet, la
résistance a I’insuline va entrainer un épuisement du pancréas et une incapacité des cellules 3
du pancréas a sécréter plus d’insuline pour compenser ’hyperglycémie, favorisant le
développement du diabéte de type 2 (Ludwig, Peterson et al. 2001). Plus précisement,
I’insuline, lorsqu’elle se fixe sur son récepteur, active les tyrosines kinases qui se
phosphorylent et activent deux voies cellulaires paralleles : la voie de la phosphoinositide
kinase 3 (PI3K) et la voie de la Mitogen-activated protein kinases (MAPK). Lorsqu’il y a
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résistance a I’insuline, la voie MAPK fonctionne parfaitement tandis que le fonctionnement
de la voie PI3K est altéré. L’inhibition de cette voie conduit a la réduction de la synthése de
monoxyde d’azote (NO) par ’endothélium, et donc une dysfonction de 1’endothélium. La
translocation de GLUT4, le récepteur au glucose, est alors réduite, ayant pour conséquence un
défaut de captation de glucose dans les muscles et dans le tissu adipeux. La voie de la MAPK
fonctionnelle, produit alors continuellement de I’endothéline 1 (ET-1), une molécule
vasoconstrictrice, stimulante de la prolifération cellulaire, de la fibrose, et de I’inflammation.
Le déséquilibre entre ces deux voies entraine ainsi des dysfonctions vasculaires prédisposant a

I’athérosclérose.

C) La dyslipidémie
La dyslipidémie correspond a une dérégulation du métabolisme des lipides ayant un réle clé

dans le développement du SMet, par I’induction d’effets athérogenes. Elle correspond a
I’élévation des taux d’apolipoprotéine B (apoB), des triglycérides, des LDL-C et & une
diminution des taux de HDL-C. La résistance a l’insuline conduit a la dyslipidémie en
augmentant les taux d’acides gras libres, utilisés par le foie pour produire des triglycérides.
Elle augmente également la production de VLDL, métabolisés en lipoprotéines rémanentes et
en petites LDL, toutes deux responsables de la formation de plaques d’athérome. Ainsi, les
foies des patients insulinorésistants présentent une augmentation du flux des acides gras
libres, une augmentation de la synthése et du stockage de triglycérides, qui sont sécrétés par
les VLDL (Ginsberg, Zhang et al. 2005).

d) L’hypertension
L’hypertension est tres régulierement associée aux dérégulations du métabolisme comme

’obésité, 1’intolérance au glucose et la dyslipidémie (Duvnjak 2007). L’adiposité viscérale et
la résistance a I’insuline apparaissent comme les deux responsables de I’hypertension en
activant le systeme rénine-angiotensine-aldostérone et le systeme nerveux sympathique. Ceci
conduit & une réabsorption accrue du Na* et donc a une vasodilatation au niveau rénal ainsi

qu’a une augmentation du volume sanguin.

Finalement, les prédispositions génétiques jouent un réle important dans le développement du
SMet, puisque de nombreuses études ont mis en évidence un polymorphisme du gene a la
ghréline, associés a des prédispositions dans le développement du SMet (Comuzzie,
Funahashi et al. 2001; Mora, Adam et al. 2015; Yang, Liu et al. 2015; Hajiluian, Abbasalizad
Farhangi et al. 2017).
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Figure 18 : Pathophysiologie du Syndrome métabolique

Acide gras libres : FFA. Facteur de Nécrose Tumorale alpha : TNF-a. Lipoprotéine de trés
faible densité : VLDL. Lipoprotéine de faible densité : LDL. Lipoprotéine de haute
densité : HDL. Inhibiteur d’activation du plasminogeéne : PAI-1. Adapté de Eckel, 2005.

4. Modélisation chez I’animal
Le SMet regroupe un ensemble de symptémes complexes reposant sur des influences
environnementales et génétiques. Compte tenu de la prévalence de ce syndrome et des
conséquences qui lui sont associées, il est primordial d’obtenir des modeles animaux adaptés
qui reflétent au mieux les symptomes retrouvés chez ’Homme. Ainsi, il existe trois approches
pour induire un SMet chez le rongeur : I’induction par 1’alimentation, par des modifications
génétiques, et par 1’administration de molécules pharmacologiques. En 2011, Panchal et
Brown ont suggéré que le modele de rongeur reflétant le mieux les caractéristiques du SMet
retrouvé chez I’Homme était un modele induit par une alimentation riche en sucres et riche en

lipides (Panchal and Brown 2011).

a) Manipulation alimentaire
L’alimentation joue un rdle primordial dans le développement du SMet, et la composition du

régime alimentaire détermine le statut nutritionnel. Les sociétés industrialisées consomment
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des régimes alimentaires riches en hydrates de carbone, sucrose et fructose et en graisses
saturées. Ainsi, de nombreuses études ont utilisé des manipulations de 1’alimentation pour
induire le SMet chez le rat (Wong, Chin et al. 2016). Ces modifications de I’alimentation
correspondent a un seul ou a une combinaison de plusieurs régimes alimentaires, comme le
régime riche en sucrose, en fructose, en lipides ou les régimes riches en fructose et lipides,

sucrose et lipides.

Le fructose, retrouvé dans les fruits, est également ajouté dans de nombreux plats
industrialisés comme exhausteur de go(t (Le and Tappy 2006; Tappy and Le 2010).
Théoriquement, I’apport de fructose dans le foie induit une accumulation hépatique de
triglycérides et de cholestérol, mais réduit également la sensibilité a ’insuline, et crée une
intolérance au glucose (Basciano, Federico et al. 2005; Jurgens, Haass et al. 2005). Le
métabolisme du fructose, comme vu précédemment, apparait alors plus favorable au
développement du SMet par rapport au métabolisme du glucose. Une étude animale a montré
qu’un régime alimentaire riche en fructose (60%) induit une augmentation de la tension
artérielle, une intolérance au glucose, une résistante a 1’insuline (Thirunavukkarasu, Anitha
Nandhini et al. 2004). Des résultats similaires pour 1’hypertension et I’hyperlipidémie sont
induits par 1’ajout de 10% de fructose dans I’eau de boisson (Sanchez-Lozada, Tapia et al.
2007).

De la méme maniere, le sucrose, composé d’une molécule de fructose et d’une molécule de
glucose, permet I’induction d’un SMet. En effet, I’ajout de 30% de sucrose dans 1’eau de
boisson conduit chez le rat Wistar a une augmentation du poids corporel, a une hypertension,

a une hyper insulinémie et a une dyslipidémie (Aguilera, Diaz et al. 2004).

De plus, les régimes enrichis en lipides, entre 20% et 60% de 1’énergie totale, permettent
d’induire 1’obésité mais également 1’hyperglycémie et la résistance a I’insuline. Les sources
de lipides concernent particuliérement les huiles dérivées de plantes (malis, tournesol, olive),
ou les lipides dérivés de substances animales (lard riche en acides gras saturés et cholestérol)
(Buettner, Scholmerich et al. 2007).

L’induction d’un SMet par la modification de 1’alimentation permet d’atteindre les voies
métaboliques du glucose et des lipides, ainsi que d’altérer la réponse hormonale impliquée
dans la prise alimentaire. Les souches d’animaux les plus utilisées dans ce cas sont les rats de
souche Wistar et les rats de souche Sprague Dawley. Toutefois, il n’existe pas de consensus

clair sur I’utilisation d’un seul modéle pour induire le SMet (Panchal and Brown 2011). Selon
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les besoins pour I’expérimentation, le sucre ou les lipides sont apportés dans la nourriture, ou
dans I’eau de boisson, pendant des durées pouvant varier et chez des souches d’animaux
différentes. Les comparaisons entre les ¢études sont alors parfois délicates. En effet, 1’ordre
d’apparition des altérations métaboliques peuvent varier au sein d’une méme souche de
rongeurs selon le régime utilisé (de Moura, Ribeiro et al. 2009). Les altérations métaboliques
peuvent également varier si la souche de rongeur est différente, pour un méme régime
alimentaire (Montgomery, Hallahan et al. 2013). Néanmoins, 1’induction d’un SMet par
I’alimentation apparait la maniére la plus adéquate pour reproduire les altérations retrouveées

dans le SMet humain.

b) Modification génétique
Il n’existe pas de modele génétique de SMet. En effet, le SMet chez ’Homme n’est pas induit

par la dérégulation ou I’invalidation d’un seul géne. Néanmoins, les modeles génétiques de
diabéte et d’obésité sont intéressants pour comprendre les mécanismes moléculaires pouvant
étre impliqués dans le développement du diabete et de I’obésité chez le rongeur. Ces modéles

correspondent par exemple :

- aux souris db/db, qui ont leur gene invalidé pour le récepteur a la leptine, et sont donc
obeéses.

- aux souris ob/ob, qui ont le gene permettant la production de la leptine invalidé. Ces
souris ne produisent donc pas de leptine et sont obeses.

- aux rats Zucker, qui comme les souris db/db, on le recepteur a la leptine invalité, et
sont donc obeses.

- aux rats long-Evans Otsuka Tokushima, qui sont diabétiques non dépendant de
I’insuline et obéses a cause d’une déficience spontanée du récepteur a la CCK (signal
périphérique de satiété).

- aux rats Goto-Kakisaki, qui sont des rats Wistar non obéses avec diabete de type 2 due

a une perte de la répondes des cellules f.

Il est également possible d’invalider une protéine comme les récepteurs a 1’insuline, ou les
récepteurs au glucose. Ces modeles apportent des informations importantes sur la fonction
méme de la protéine invalidée, mais ne miment pas les effets du SMet chez I’Homme. Ainsi,
les modeles génétiques ne permettent pas d’induire I’ensemble des traits phénotypiques

présents dans le SMet.

79



Un modéle émergent de SMet est 1’animal dont le récepteur au TLR5 (Toll-like receptor) est
invalidé (Vijay-Kumar, Aitken et al. 2010). L’invalidation du TLRS5, exprimé par la
muqueuse de ’intestin, conduirait aux caractéristiques d’un SMet, a savoir 1’hyperlipidémie,
I’hypertension, la résistance a 1’insuline, et I’augmentation de 1’adiposit¢ abdominale. Ce

modéle appuie le fait que le microbiote intestinal contribue aux maladies métaboliques.

C) Induction pharmacologique
L’induction pharmacologique d’un SMet est impossible puisque ce biais ne permet pas

d’altérer I’ensemble des altérations métaboliques retrouvées dans le SMet. Néanmoins,
I’injection de streptozotocine et d’alloxan, des analogues du glucose, qui vont atteindre les
cellules pancréatiques via GLUTZ2, entrainant la destruction de ces cellules vont réguliérement
étre utilisées dans le but d’induire un SMet. Toutefois, ces modéles créent un modele de
diabete de Type 1, mais pas de SMet (Lenzen 2008). De plus, contrairement aux patients avec
SMet, ces modeles de rats présent une hypoinsulinémie, témoignant de I’incapacité du
pancréas a sécréter de I’insuline. L’induction d’un diabéte de type 2 peut également étre induit
par I’injection d’une faible dose de streptozotocine en néonatal, produisant une hyperglycémie
modérée et une diminution des niveaux sanguins de HDL-C (Sharma and Srinivasan 20009;
Sinzato, Lima et al. 2009). Encore une fois, I’induction d’un diabéte 2 n’est pas synonyme de
SMet.

C. Role du fructose dans ’apparition des désordres métaboliques
Le fructose, avec son métabolisme exclusif au niveau du foie, est treés utilisé pour I’induction

du SMet, car il correspond aux habitudes alimentaires des sociétés industrialisées et que
I’augmentation de la consommation du fructose est associée avec 1’augmentation de la
prévalence d’obésité (Le and Tappy 2006; Tappy and Le 2010). Contrairement au glucose,
une alimentation riche en fructose induit les symptémes du SMet chez le rongeur, comprenant
hypertension, dyslipidémie, hyperglycémie, intolérance au glucose et résistance a 1’insuline
(Bray, Nielsen et al. 2004; Tran, Yuen et al. 2009). De plus, parce que le métabolisme du
fructose est exclusivement dans le foie, une alimentation riche en fructose sature le foie,
induisant une stéatose hépatique (Kawasaki, lgarashi et al. 2009). Les signes d’obésité induit
par une alimentation riche en fructose sont assez controverses selon les études (Patel, lyer et
al. 2009; Bocarsly, Powell et al. 2010). Les régimes enrichis en fructose ont également
I’avantage d’induire une dyslipidémie, et agissent sur le métabolisme du glucose. Néanmoins,
le fructose, contrairement au glucose, n’induit pas la sécrétion d’insuline car il n’y a pas le

récepteur au fructose, GLUT5, au niveau du pancréas (Bray, Nielsen et al. 2004), ni de
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leptine. En I’absence de rétrocontréle négatif, le fructose apporte des substrats de maniére

illimitée pour la lipogenese dans le foie.

Toutefois, si la théorie est claire, il existe de nombreuses variations dans la maniére d’induire
le SMet par un régime enrichi en fructose, ayant une variabilité des effets et des

conséquences.

Ainsi, les différences entre les protocoles reposent sur la forme liquide ou solide
d’administration ainsi que sur la quantité de fructose administré. En effet, ’apport peut étre
directement dans la nourriture a 60% de fructose (Joyeux-Faure, Rossini et al. 2006;
Sanchez-Lozada, Tapia et al. 2007), dans 1’eau de boisson a une concentration de 10%
(Sanchez-Lozada, Tapia et al. 2007; de Moura, Ribeiro et al. 2009) ou encore par gavage a
une dose de 8 g/kg (Barbosa, Albuquerque et al. 2007). La durée d’administration n’est pas
non plus standardisée, pouvant étre courte, de I’ordre de quelques jours (Thierry, Pasquis et
al. 2015), a 4 (Barbosa, Albuquerque et al. 2007), 6 (Lee, Ko et al. 2006), 8 semaines
(Sanchez-Lozada, Tapia et al. 2007), voire pouvant durer plusieurs mois (Lee, Ko et al. 2006;
Thierry, Pasquis et al. 2014). L’age des animaux au début de la mise sous régime, peut
également jouer un réle dans les modifications métaboliques induites par le fructose, selon si
les animaux sont mis sous régime lorsqu’ils sont jeunes (Joyeux-Faure, Rossini et al. 2006;
Barbosa, Albuquerque et al. 2007) ou adultes (Sanchez-Lozada, Tapia et al. 2007). Enfin, la
souche d’animal utilisée, Wistar (Joyeux-Faure, Rossini et al. 2006; Barbosa, Albuquerque et
al. 2007) ou Sprague-Dawley (Lee, Ko et al. 2006; Sanchez-Lozada, Tapia et al. 2007) pour
les plus répandus, peuvent influencer la pathogenése du SMet.

1. Rétinopathies liées aux désordres metaboliques

La rétine est I’organe qui, de tout le corps humain, consomme le plus d’énergie. Elle est
soumise a un important stress oxydatif et posséde le plus de mitochondries du corps. De plus,
sa fonction repose sur de nombreux composés retrouvés dans 1’alimentation comme le
glucose, les lipides, la vitamine A. Ainsi, I’apport en nutriments de la rétine apparait essentiel
a son bon fonctionnement. Néanmoins, des dérégulations du métabolisme, comme c’est le cas
lors du diabéte ou du SMet peuvent induire des mécanismes d’inflammation, et la sécrétion de
substances favorisant ’altération des vaisseaux et capillaires, mais également des cellules

neuronales. Ainsi, I’ensemble de ces mécanismes peuvent participer au developpement de
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pathologies oculaires comme la rétinopathie diabétique et la dégénérescence maculaire liée a

I’age, via I’hyperglycémie chronique, I’inflammation, 1’altération des capillaires rétiniens.

A. La Rétinopathie Diabétique
La rétinopathie diabétique (RD) est la premiere cause de cécité dans les pays industrialises

avant 1’age de 50 ans. La RD est une complication commune du diabete qui touche 422
millions de personnes dans le monde. L’OMS estime que 100% de la population des
diabétiques de type | sera atteinte de rétinopathie diabétique au bout de 10 ans d'évolution de
leur diabéte. Ce chiffre atteint 33% pour le diabete de type Il au bout de 20 ans. Parmi ceux-
ci, un tiers aura une rétinopathie potentiellement cécitante. Enfin un tiers des diabétiques
ayant des complications cécitantes deviendra aveugle. Avec 1’augmentation mondiale de la
prévalence du diabéte, la RD est devenue une cause majeure de cécité a travers le monde. Le
nombre d’Américains atteint de RD en 2050 est estimé a 16 millions (ADA. National
Diabetes Statistics Report, 2014). La RD est un véritable probléeme de santé publique dont le

colit pour la société s’¢léve a 492 millions de Dollars (Saaddine, Honeycutt et al. 2008).

1. Définition et épidémiologie
La RD est une complication du diabete a long terme. Sa présence est principalement associée
a la durée du diabete et au mauvais contréle de la glycémie. Toutefois, la RD se développe
chez toutes les personnes diabétiques, dans la mesure ou le diabéte est présent depuis une
durée suffisante, méme avec un bon contréle de la glycémie et de la pression artérielle,
(Klein, Klein et al. 1984; UKPDS38 1998).

La RD apparait et progresse selon des phases définies, de la phase initiale non proliférative

jusqu’a la phase la plus avancée, la phase proliférative (Figure 19).

La RD non proliférative (NPDR), est caractérisée par la présence d’anévrismes,
d’hémorragies, d’exsudats, et d’autres anomalies vasculaires de la rétine. Ces caractéristiques
peuvent étre retrouvées dans d’autres pathologies affectant la vascularisation de la rétine et

doivent étre exclues par la connaissance de I’environnement et de la santé générale du patient.

La RD proliférative (PDR) est caractérisée par la présence de néovascularisation dans 1’ceil.
La néovascularisation se développe au niveau de I’iris, de la rétine et du nerf optique et

présente une véritable menace pour la vision, méme lorsqu’elle est traitée.
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Figure 19 : Caractéristiques de la rétinopathie diabétique
lllustration de fonds d’eil. A. Fond d’eil normal. B. Angiographie a la fluorescéine

présentant des microanévrismes. C. Fond d’eil présentant des microanévrismes et une
hémorragie rétinienne. D. Fond d’eil présentant d’importants exsudats et accumulation de
lipide dans la rétine. E. Fond d’eil présentant une hémorragie vitréenne et une
néovascularisation du nerf optique. F. Fond d’wil présentant une néovasculatisation. Adapté

de Hendrick, 2015.

Les principales données concernant 1’épidémiologie de la DR proviennent de 1’étude
épidémiologique sur la RD du Wisconsin (WESDR). Cette étude réalisée il y a 30 ans, a
permis la mise en place de plusieurs traitements. Ainsi, apres 20 ans de suivi, 99% des
patients diabétiques de type 1 (insulinodépendant), et 60% des patients diabétiques de type 2
ont développé une RD (Klein, Klein et al. 1984). Dans la méme étude, la prévalence de la
cécite était de 3,6 % chez les diabétiques dont le diabéte a été diagnostiqué avant 30 ans et de
1,6 % chez les diabétiques dont le diabete a été diagnostiqué aprés 30 ans, les taux de
malvoyance étant respectivement de 1,4 et 3 %. Ainsi, la principale cause de malvoyance chez
les diabétiques de type 1 est représentée par les complications de la rétinopathie diabétique
proliférante, alors qu’il s’agit de I’cedéme maculaire chez les diabétiques de type 2. En
Europe, 1’étude Eurodiab, enquéte épidémiologique multicentrique menée sur 3 250
diabétiques de type 1, a déterminé une prévalence de cécité de 2,3 % (Sjolie, Stephenson et al.
1997). En France, il n’y a pas de données épidémiologiques nationales sur la rétinopathie

diabétique. Delcourt, dans une étude menee sur 423 diabétiques de type 2 a obtenu une
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prévalence de cécité de 1,2 % et de malvoyance de 7 % (Delcourt, Villatte-Cathelineau et al.
1995).

La prévalence du diabéte de type 2 et de la RD sont en constante augmentation. En 2008, une

enquéte réalisée aux USA, la NHANES (National Health and Nutrition Examination Survey),
estime que 28% des diabétiques ont une RD et 4% une RD potentiellement cecitante. Cette
étude démontre notamment des variabilités ethniques dans le développement de la RD. En
effet, les personnes diabétiques noires non hispaniques développent plus de RD (38,8%), et
5,9% de RD potentiellement cécitante (Zhang, Saaddine et al. 2010).

2. Pathogénese
Les facteurs de risques identifiés pour la RD, sont 1’équilibre glycémique et la tension
artérielle. En effet, le point de départ de la RD est I’hyperglycémie chronique, mais les

conséquences sur la rétine sont complexes.

La premiére hypothése avancée pour expliquer les Iésions de I’hyperglycémie est liée a la
métabolisation du glucose via la voie de 1’aldose réductase, dite voie des polyols. L’aldose
réductase est impliquée dans 1’étape de transformation du glucose en sorbitol, qui est par la
suite transformé en fructose par la sorbitol déshydrogénase. Cette voie de métabolisation est
peu active lorsque la glycémie est normale, mais est stimulée en présence d’une
hyperglycémie. Il en résulte une importante production de sorbitol a I’intérieur des cellules,
qui ne peuvent 1’éliminer. Or, le sorbitol possede un pouvoir osmotique important, induisant

I’altération de 1’équilibre hydrique intracellulaire et donc le fonctionnement de la cellule.

De plus, I’hyperglycémie chronique induit la formation des produits de glycation avancés
(AGE), c’est-a-dire la liaison d’une molécule de glucose a une protéine, sans 1’intervention
d’une enzyme. La présence des AGE dans un tissu induit des perturbations métaboliques. Les
principales sont une rigidification des tissus par création de liaisons croisées entre protéines,
’altération de ’ADN et I’inflammation chronique via la liaison des AGE a des récepteurs
specifiques a la surface des macrophages. Le processus de la glycation est probablement la
cause de I’épaississement de la membrane basale, de la rigidification du vitré et de 1’adhésion

des leucocytes a I’endothélium des capillaires rétiniens.

Les perturbations biochimiques liées a I’hyperglycémie entrainent un déséquilibre
métabolique caractérisé par un état d’hypoxie chronique. Cette situation est probablement due

une augmentation du stress oxydatif généré par I’exces de synthese de fructose dans la voie
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des polyols. Or, le stress oxydatif induit par I’hyperglycémie est lié aux altérations
microvasculaires retrouvees dans la RD (Cui, Xu et al. 2006). La production de radicaux
libres oxygénés qui en résulte, altere les membranes mitochondriales et les systemes de
défenses antioxydants (Kowluru, Kowluru et al. 2015). Les meétalloprotéinases matricielles
(MMP) participeraient ¢galement au développement de la RD via son role dans 1’apoptose et

I’angiogenese (Kowluru, Zhong et al. 2012).

L’activation de la protéine kinase C par I’augmentation du diacylglycérol (via I’augmentation
du flux de glucose), entrainerait I’activation de voies impliquées dans la perméabilité
endothéliale, mais également dans la sécrétion du VEGF dans les tissus rétiniens (Aiello,
Bursell et al. 1997; Aiello, Clermont et al. 2006).

Ces différentes voies modulent le développement de la RD en ayant des effets sur le

métabolisme cellulaire, la signalisation et les facteurs de croissance.

Dans un premier temps, I’hyperglycémie conduit a des altérations des capillaires rétiniens, et
notamment par 1’épaississement de leur membrane basale. Cet épaississement empéche
I’interaction physique entre cellule endothéliale et péricyte, pouvant conduire a la perte du
controle de la prolifération endothéliale. Lorsque la pathologie se prolonge, 1’hyperglycémie
chronique altere les vaisseaux rétiniens et entraine la perte des péricytes et 1’augmentation de
leur perméabilité. A un stade encore plus avancé, des occlusions vasculaires apparaissent
entrainant des zones d’hypoxie. Cette hypoxie induit une vasodilatation réactionnelle des
capillaires et des microanévrismes, qui ont une BHR déficiente et sont donc hyperperméables,

source d’cedémes rétiniens.

Ainsi, les modifications structurales de la vascularisation de la rétine conduisent a des
altérations de I’homéostasie vasculaire (Antonetti, Klein et al. 2012; Bandello, Lattanzio et al.
2013).

De plus, I’hypoxie qui en résulte induit une augmentation de la production de facteur de
croissance de I’endothélium vasculaire (VEGF), de I’adhésion des plaquettes, de la
coagulation, les lipides plasmatiques et de la fibrinolyse. Le VEGF contribue de maniére
importante a la fragilité vasculaire et au développement de nouveau vaisseaux. Au niveau de
la rétine, les cellules de Miiller participent grandement a 1’inflammation de la rétine, a la
sécrétion de VEGF, et jouerait également un role primordial dans le développement de la RD

(Coughlin, Feenstra et al. 2017; Le 2017). La néovascularisation apparait donc comme une
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réponse adaptative a I’hypoxie. Néanmoins, la prolifération fibrovasculaire se présente

comme un mauvais pronostic pour le maintien de la vision, si elle n’est pas enrayée.

Le VEGF est ainsi naturellement ciblé en thérapeutique pour réduire la propagation de la

néovascularisation (Tarr, Kaul et al. 2013).

De plus, la RD n’est pas seulement une pathologie a composante vasculaire, mais est
également une pathologie neurodégénérative ou tous les types cellulaires de la rétine sont

affectés, y compris les cellules ganglionnaires (Abu-El-Asrar, Dralands et al. 2004).

Ainsi, le développement de la RD conduit a un amincissement de la rétine interne, a une
diminution du nombre de synapse et des protéines synaptiques, a un changement de la
morphologie des dendrites, et a une dysfonction de I’EPR, ce qui induit une perte graduelle de

la fonction de la rétine (Barber 2015).

De plus, la présence d’un diabéte n’induit pas uniquement un risque de développer une RD, il
augmente le risque de développer de nombreuses pathologies oculaires telles que la cataracte,

les neuropathies.

La RD n’induit pas de manifestation visible, jusqu’a des stades déja trés avancés, notamment
lorsqu’elle ne touche qu’un seul ceil, bien qu’une étude ait montré une diminution de la vision
des couleurs chez les personnes diabétiques ne présentant pas de rétinopathie (Gella, Raman
et al. 2015).

Les causes de cécité dans la RD sont 1’cedéme maculaire et la néovascularisation. En effet,
I’;edéme dans la macula peut survenir a n’importe quel stade de la RD. Néanmoins, des
traitements existent afin de résorber 1’cedéme, permettant potentiellement de récupérer la
vision perdue (Das, McGuire et al. 2015). La néovascularisation est la deuxieme cause de
cécité dans les stades avancés de la RD. Elle conduit au développement de nouveaux
vaisseaux anormaux, menant a des hémorragies vitréennes, et des décollements de la rétine,

stade ultime de perte de vision irréversible.

3. Modélisation chez I’animal
La plupart des modeles de RD sont des modeles de rongeurs, souris et rats. Ils sont basés sur
des inductions chimiques, spontanées, ou génétiques. Néanmoins, I’ensemble des mécanismes
cellulaires et moléculaires responsables de I’initiation de la RD dans ces modéles ne sont pas

encore bien connus. De plus, il n’existe pas de modeles spontanés de RD, qui reproduisent
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parfaitement la pathophysiologie de la RD chez ’homme. La néovascularisation par exemple,
ne peut étre développée spontanément chez les modéles animaux de RD (Jiang, Yang et al.
2015). Toutefois, les modeles existants de RD reproduisent une partie des changements

retrouvés dans la RD humaine (Tableau 3).

[ Modéle [piabete  [Age de début de diabéte|Stade de RD [Effets

Induction pharmacologique

Perte des péricytes, rupture des vaisseaux, perte des CG,
endommagement des cellules endothéliales, occlusion des vaisseaux et

STZ ou Alloxan Rt Typed 3jiaprestinjection RD precoge des capillaires rétiniens, affinement de la MB

Perte des péricytes, capillaires acellulaires, apoptose des cellules
vasculaires, perte des CG, affinement de la rétine

STZ ou Alloxan| Souris Type 1 3j aprés injection RD précoce
VEGF humain [ Endommagement des vaisseaux, début de néovascularisation (4
sous Souris Début de RD semaines), affinement de la rétine, hemorragie, détachement rétinien,
i = e microanévrismes, rupture des vaisseaux, rupture de la BHR
promoteur Kimba proliférante
rhodopsine

Induction génétique

Rapide hyperglycémie et hypoinsulinémie, augmention de la perméabilité
Souris Akita . : 2 vasculaire (12 semaines), affinement de la rétine, perte des CG (22
Akita +/- Souris Type 1 1 mois RD précoce ¢ o :
Ins2 semaines), perte des cones et amacrines

Hyperglycémie et néovascularisation, rupture importante des vaisseaux,
A rupture BHR, perte des péricytes, capillaires acellulaires. Avec le temps,
ita 3 2 A . . . .
Ins2™"*VEGF | Souris Type 1 1 mois RD avancée perte des PR, affinement de la membrane, occlusion des capillaires,

Souris Akimba

+/- cedeme persistant, détachement rétinien
|
[ Activation gliale importante (GFAP), perte progressive des CG, affinement
Souris db/db de la rétine, fonction anormale de la rétine, accumulation de glutamate,
leprd® Souris | Type 2 8 semaines RDNP rupture de la BHR, dysfonction de I'EPR,diminution de la transmisison
P synaptique
[ Altération vasculaire, augmentation VEGF, rupture BHR, augmentation
Souris IGF-1 . perméabilité vasculaire, altération gliale (3 mois), neurodégénérescence
. Souris - RDNPaRDP | rétinienne (6 2 8 mois), augmentation stress oxydant (NADPH oxydase,
surexpression »aug y Y 4

TNF-0, MCP-1)

Tableau 3 : Modeéles rongeur de rétinopathie diabétique
CG : cellules ganglionnaires. BHR : barriére hémato rétinienne. GFAP : Protéine acide

gliale fibrillaire. PR : photorécepteurs. EPR : Epithélium pigmentaire rétinien.
VEGF : facteur de croissance de [’endothélium vasculaire. NADPH : Nicotinamide adénine
dinucléotide phosphate. TNF : facteur de nécrose tumorale. MCP : protéine
chimioattractante des monocytes. RD : rétinopathie diabétigue. RDNP : rétinopathie
diabétique non proliférante. RDP : rétinopathie diabétique proliférante. Adapté de Cai, 2015

B. La Dégénérescence Maculaire Liée a I’ Age
1. Définition
La dégénérescence maculaire liée a I’age (DMLA) est la principale cause de cécité dans les
pays industrialisés, aprés I’age de 55 ans. Sa prévalence augmente avec le vieillissement de la

population (Pennington and DeAngelis 2016). Une étude de 2013 réalisée sur 39 populations,

estime la prévalence de la DMLA pour un age entre 45-49 ans, de 4,17%, de 11,61% pour une
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tranche d’age de 60-69 ans et atteindre 27,17% pour la tranche d’age 80-84 ans. De plus, il est
estimé qu’en 2020, 200 millions de personnes seront atteintes (Wong, Su et al. 2014). La
perte irréversible de vision qui en résulte fait de cette pathologie un important enjeu de santé
publique, avec des conséquences incapacitantes et un colt de 300 billions de dollars pour la
société (Cruess, Zlateva et al. 2008; international 2010). La détection précoce de la DMLA est
cruciale car malgré le nombre croissant de traitements pour retarder la perte de vision, il

n’existe pas a I’heure actuelle de traitement curatif.

La DMLA est une maladie évolutive. Sa forme précoce se nomme maculopathie liée a 1’age
(MLA), et les deux formes avancées sont la DMLA exsudative, humide ou néovasculaire et la

DMLA atrophique, ou séche.

La MLA se caractérise par une diminution de 1’épaisseur de ’EPR et de la membrane de
Bruch ainsi que par ’apparition d’amas lipidiques et protéiques dans le fond d’ceil appelés
drusens. Ces phénomeénes conduisent progressivement a une atrophie de ’EPR et des PR. La
DMLA atrophique est caractérisée par la perte des PR, précédée par une altération de I’EPR,
qui nourrit et participe au métabolisme des PR. La DMLA exsudative est caractérisée par des
évenements vasculaires, notamment la production, sous la macula, de nouveaux vaisseaux
anormaux provenant de la choroide et une cicatrisation fibreuse. La prévalence de la DMLA
exsudative est de 55% et de 45% pour la DMLA atrophique (Friedman, O'Colmain et al.
2004).

Les mécanismes du développement de la DMLA sont encore mal connus de par la nature
multifactorielle de cette pathologie. La définition de ces types de maculopathies repose sur 3
stades de lésions au niveau du fond de I’ceil (taille des drusens et anomalies de I’EPR), évalué
a une distance de 2 disques de la fovéa, chez les personnes agées de plus de 55 ans (Ferris,
Wilkinson et al. 2013). Ainsi, les changements normaux liés a 1’dge correspondent a la
présence de moins de 5 drusens, d’une taille inférieure a 63 pm. Les caractéristiques cliniques

de la MLA et de la DMLA sont décrites dans le Tableau 4 et illustrées Figure 20.
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Classification

Vieillissement normal

DMLA précoce = MLA

DMLA intermédiaire = MLA

DMLA avancée

Tableau 4 : Classification clinique de la DMLA

Caractéristiques

Pas de changementsliés a I'age
Changements normaux liés a I'age :
=>» Quelques gouttelettes lipidiques

(drusens £ 63 um)
=>» Pas de changement dans I'EPR

Taille des drusens > 63 um et £ 125 um
et/ou
anomalies de I'EPR

Un seul drusen dont la Taille > 125 pum
et/ou
anomalies de I'EPR

Atrophie géographique centrale
Ou
néovascularisation choroidienne

DMLA : dégénérescence maculaire liée a ['dge. MLA : maculopathie liee a [’dge.

EPR : épithélium pigmentaire rétinien.
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Figure 20 : Caractéristiques des différents stades de la dégénérescence maculaire liée a I'age
Hllustrations de fond d’eil. A. Fond d il présentant des changements normaux liés a l’age

(drusens < 63 um et pas d’anomalies de I’EPR). B. DMLA précoce sans anomalie de [’EPR.
C. DMLA intermédiaire présentant des drusens petits, intermédiaires et larges. D. DMLA
intermédiaire avec anomalies de I'’EPR et quelques drusens > 63 um. E. DMLA tardive
présentant des larges drusens, des anomalies de I’EPR et une atrophie géographique =
DMLA séche ou atrophique. F. DMLA tardive avec néovascularisation choroidienne et
hémorragies sous rétinienne. Adapté de Garcia-Layana, 2017

De maniére éloquente, 1’étude sur les maladies de 1’ceil associées a 1’age (AREDS, Age-
Related Eye Disease Study) a établi une échelle de risque sur 5 ans, basée sur la combinaison
de minimum 1 drusen supérieur a 125 um, et des anomalies de I’EPR dans les deux yeux
(Ferris, Davis et al. 2005). Cette classification permet d’établir des scores maximum de 2 par
il et de 4 au maximum par patient. Ainsi, le risque de développer une DMLA dans les 5 ans
augmente d’un facteur 100 entre un score de 0 et un score de 4. Le risque dans les 5 ans
d’avoir une DMLA qui apparait ou progresse est de 0,5% pour un score de 0 (correspondant
aux changements normaux liés au vieillissement), a 3% pour un score de 1, a 12% pour un
score de 2, & 25% pour un score de 3 et a 50% pour un score de 4. Ce risque peut étre sur ou

sous-évalu¢ selon la présence d’autres facteurs de risques tels que les risques génétiques et le

tabagisme.

La MLA peut étre asymptomatique ou caractérisée par des difficultés d’adaptation aux
changements d’ambiance lumineuse, ou par un besoin accru d’éclairage lors de la lecture par

exemple.
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2. Facteurs de risques
Les causes initiales du développement de la DMLA restent inconnues, bien que 1’age, le
tabagisme et les facteurs génétiques aient clairement été identifiés comme facteurs de risques
(Armstrong and Mousavi 2015; Saunier, Merle et al. 2018).

Le vieillissement est le principal facteur de risque de la DMLA. Un des parameétres les plus
significatifs associé a 1’age est le dépot de matériel acellulaire entre I’EPR et la membrane de
Bruch. Ces dép6ts, ou drusens, apparaissent comme de petits points jaunes au niveau de la
macula. Le vieillissement entraine également une diminution de 50% de 1’épaisseur de la
choroide, et une perte de sa structure sinusoide, causant I’hypoxie de la rétine externe. Cette
hypoxie, si elle est prolongee, peut induire la sécrétion de VEGF, et participer au
développement pathologique de maculopathie. De plus, le vieillissement entraine
I’augmentation de la rigidit¢é de la sclére, le développement de dyslipidémie et
d’athérosclérose. Ces altérations liées au vieillissement affectent 1’élimination des
lipoprotéines, qui s’accumulent sous forme de drusens au niveau de la membrane de Bruch.
Ces changements rétiniens sont associés a 1’augmentation de la prévalence de la DMLA chez
les personnes vieillissantes. En effet, prés de 5,6% des personnes agées de plus de 80 ans ont
développé une DMLA tardive, alors que la prévalence est de 1,4% pour les personnes agées

de 70 ans, et 20% pour les personnes agées de 90 ans (Rudnicka, Jarrar et al. 2012).

En plus des changements liés a 1’age, il a été montré que les facteurs génétiques contribuaient
de maniére significative au développement de DMLA tardive (Wang, Zhao et al. 2016; Wu,
Guo et al. 2016). En effet, environ 20 génes ont été identifiés comme participant au
développement de la DMLA, dont les plus importants seraient CFH (complément du facteur
H), C3, C2, impliqués dans le systtme du complément et de la réponse immunitaire et
inflammatoire, ARMS2, FB, CFHR4, CFHRS5, et F13B. Le polymorphisme de CFH Y402H
est notamment fortement associé a la DMLA dans 60% des cas (Edwards, Ritter et al. 2005;
Klein, Zeiss et al. 2005; Thakkinstian, Han et al. 2006). Ce polymorphisme varie selon les
races, puisqu’il est retrouvé avec une forte fréquence chez les populations caucasiennes (39%)
et les populations noires (30%), alors qu’il est présent dans seulement 7% de la population

asiatique.

Enfin, des études épidémiologiques ont mis en evidence que le tabagisme augmentait le risque
de développer une DMLA de deux a quatre fois par rapport a des personnes n’ayant jamais
fumé (Velilla, Garcia-Medina et al. 2013; Myers, Klein et al. 2014). En effet, le tabagisme
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affecterait la pathogenése de la DMLA en favorisant le stress oxydant et 1’angiogenése, en
altérant la circulation choroidienne, et en activant le systeme immunitaire via la voie du
complément (Ni Dhubhghaill, Cahill et al. 2010). L’arrét de la cigarette réduit le risque de
développer une DMLA, et ce risque revient a un risque identique aux non-fumeurs au bout de

20 ans d’arrét.

D’autres facteurs de risque, tels que I’hypertension artérielle, I’athérosclérose, les antécédents
familiaux de DMLA, 1’obésité, les habitudes alimentaires, le diabéte, ainsi que le SMet, sont
associes au développement de la DMLA (Chakravarthy, Wong et al. 2010; Ghaem Maralani,
Tai et al. 2015; Vassilev, Ruigomez et al. 2015). Par exemple, il a été montré chez des souris
que hyperglycémie augmente la néovascularisation choroidienne via I’augmentation du stress

oxydant dans les cellules de ’EPR (Li, Cai et al. 2012).

3. Pathogeneése
Le processus par lequel la DMLA se développe repose en partie sur I’accumulation d’amas
acellulaires lipidiques et protéiques appelés drusens. Ces drusens correspondent a des débris
de segments externes de PR, non phagocytés. La phagocytose des segments externes des PR
par ’EPR est essentielle pour le bon fonctionnement de la rétine. Avec I’age, ’EPR devient
moins efficace conduisant a ’accumulation de dépdts non phagocytés dans les cellules de

I’EPR, causant la perte de ces cellules.

Dans la forme de DMLA atrophique, les débris membranaires et les résidus de vitamine A
vont alors former des grains de lipofuscine au sein de I’EPR, qui vont étre toxiques pour les
cellules et entrainer de la mort cellulaire. En effet, I’analyse des grains de lipofuscine ont
permis de mettre en eévidence des molécules toxiques telles que la malon-dihaldéhyde (MDA),
le 4-hydroxynonénal, les produits de glycation avancés (AGE) et le N-rétinylidene-N-
rétinyléthanolamine (A2-E) (Eldred 1993). Ce dernier composé, autofluorescent, pourrait
empécher la degradation lysosomale de I’EPR (Holz, Schutt et al. 1999), par ses propriétés
phototoxiques (Schutt, Davies et al. 2000; Davies, Elliott et al. 2001). Or, les études
convergent vers un role important des dommages oxydatifs au niveau de I’EPR dans la
pathogenése de la DMLA, liée a trop peu de production d’éléments antioxydants et une

présence trop importante d’éléments pro-oxydants (Anderson, Kretzer et al. 1994).

En effet, ’influence du tabac, de I’age et de 1’exposition a la lumiere, suggerent 1I’importance
des dommages oxydatifs dans la pathogenese de la DMLA. La rétine, de par son importante

consommation d’oxygene, de par sa composition riche en AGPI et par son importante

92



exposition a la lumiére, est sensible a la photo-oxydation. Ainsi, la photo-oxydation conduit a
la formation de radicaux libres oxygénés (ROS), et la peroxydation des AGPI (Beatty, Koh et
al. 2000). De plus, la diminution du pigment maculaire avec 1’age, constitué¢ de lutéine et
zéaxanthine, des anti-oxydants, qui filtrent la lumiere, favoriserait ces effets d’oxydations.
Ainsi, les antioxydants apportés par 1’alimentation pourraient palier aux effets du stress
oxydatif. En effet, c’est ’étude AREDS, qui sera décrite dans le chapitre suivant, qui montre
un effet favorable des anti-oxydants apportés par 1’alimentation, dans la conversion des stades

précoces vers les stades tardifs de la DMLA (Age-Related Eye Disease Study Research 2001).

Avec I’age, la composition biochimique de la membrane de Bruch est modifiée (Feeney-
Burns and Ellersieck 1985). La modification de la membrane ainsi que 1’accumulation de
dépots en son sein conduisent a une diminution de la perméabilité entre I’EPR et la choroide,
et donc a la diminution des échanges et du transport des nutriments, et & I’accumulation de

liquide dans I’espace sous I’EPR.

De nombreuses études ont également mis en évidence la présence de réactions inflammatoires
locales et ’activation de la voie du complément (Johnson, Leitner et al. 2001; Anderson,
Mullins et al. 2002). En effet, ’accumulation de débris au niveau de I’EPR et de la membrane
de Bruch, entraine la sécrétion de cytokines, elles méme responsables de 1’altération des
cellules de I’EPR, et la formation des drusens. Cette hypotheése est cohérente le

polymorphisme du CFH, facteur de risque de la DMLA (Klein, Zeiss et al. 2005).

Les drusens interviennent aussi dans le développement de la DMLA exsudative en se
positionnant au niveau de la membrane de Bruch, créant une barriere physique qui limite les
échanges. Ainsi, les drusens induisent une hypoxie de la rétine, qui, en réponse, augmente la
sécrétion de VEGF et de signaux inflammatoires, responsables de la néovascularisation
choroidienne. La DMLA exsudative présente une progression et des défauts visuels trés
rapides. Il semblerait que ces phénoménes de néovascularisation choroidienne soient le
résultat de deséquilibres de sécrétion de facteurs de croissance, associés a une hypoxie
rétinienne (Strauss 2005), notamment le facteur dérivé de 1’épithélium pigmentaire (PEDF), le
VEGF, et les angiopoiétines 1 et 2 (Hangai, Murata et al. 2001). En effet, chez des patients
avec DMLA, ce déséquilibre implique une diminution de la sécrétion de PEDF, inhibant la
production de néovaisseaux (Holekamp, Bouck et al. 2002), et une augmentation des taux de

VEGF et d’angiopoiétine 2 (Frank, Amin et al. 1996). Ces mécanismes sont d’autant plus
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accentués par les effets inflammatoires non spécifiques des macrophages dans I’apparition des

néovaisseaux (Ambati, Anand et al. 2003).

Un autre acteur responsable du développement de la DMLA serait la cellule microgliale
rétinienne (Sennlaub and Combadiere 2008). En effet, le CX3CR1, un récepteur de
chimiokine, permet le recrutement de cellules immunitaires de la circulation sanguine vers un
tissu en réponse a une inflammation (Combadiere, Salzwedel et al. 1998). Or le
polymorphisme du géne du CX3CR1, est associé au développement de la maladie (Tuo,
Smith et al. 2004). Dans la rétine, lors d’un stress oxydant par exemple, les cellules
immunitaires résidentes, les cellules microgliales, s’accumulent au niveau de 1’espace sous
rétinien, au contact des PR et de 1°'EPR, pour phagocyter les PR et sont éliminés par un
mécanisme dépendant de CX3CRI1. Dans le cas d’une perte de fonction de CX3CR1, comme
c’est le cas chez certains patients atteints de DMLA, et comme montré chez un modeéle de
souris, les cellules microgliales et les macrophages s’accumulent au niveau de I’espace sous-
rétinien. Leur présence en exces s’accompagne alors d’une phagocytose excessive des PR et
de leur transformation en cellules spumeuses ainsi que d’une production de VEGF (Raoul,
Auvynet et al. 2010).

Finalement, les PR, de par leur localisation dans la fovéa et leur dépendance a I’EPR, sont les
cellules de la neurorétine qui sont le plus rapidement atteintes lors du développement de la
DMLA. Des études ont ainsi montré que les premiers stades s’accompagnaient d’une
diminution de la fonction des batonnets (Owsley, Jackson et al. 2000). En effet, avec 1’age, il
existe une mort cellulaire des batonnets dans les zones périfoveolaires (Curcio, Millican et al.
1993), et cette perte est retrouvée dans 75% des stades précoces et tardifs de DMLA (Curcio,
Medeiros et al. 1996). Ainsi, la DMLA qui atteint la zone riche en PR de type cbne, perdrait
dans un premier temps les batonnets. 1l semblerait en effet que la survie des cones dépende de
la présence des batonnets, qui sécrétent un facteur de survie : le facteur de survie dérivé des
batonnets (RdvF : Rod-derived viability factor) (Mohand-Said, Hicks et al. 2000; Mohand-
Said, Hicks et al. 2001; Fintz, Audo et al. 2003; Leveillard, Mohand-Said et al. 2004). Cette
mort secondaire des cones, retardant la perte de vision, offre des espoirs thérapeutiques quand

a une supplémentation en ce facteur de survie.
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Figure 21 : Principaux évenements de la pathogenéese de la DMLA
SEP : segments externes des photorécepteurs. EPR : épithélium pigmentaire rétinien.

AZ2E : N-rétinylidene-N-rétinyléthanolamine. VEGF : facteur de croissance de [’endothélium
vasculaire. DMLA : dégénérescence maculaire liée a l’dge. Adapté de Nowak, 2014.

Produits de
glycation avancés

. Néovascularisation

La DMLA est donc une pathologie complexe, aux conséquences graves et irréversibles sur la
vision, dont les propositions thérapeutiques sont limitées, voire inexistantes pour la DMLA
atrophique. Il est donc essentiel de développer des modeles qui pourraient reproduire les

caractéristiques de la DMLA chez I’humain.

4, Modélisation chez I’animal
Un modéle de DMLA est indispensable pour 1’étude de cette pathologie complexe,
multifactorielle, impliquant de nombreuses voies et altérations. Les modeles de rongeurs sont
les modeles les plus utilises, a cause de leur faible col(t de production ainsi que de leur
ressemblance avec I’Homme en ce qui concerne les réseaux vasculaires rétiniens et
choroidiens. Malgré le fait que les rongeurs posseédent les mémes types cellulaires que
I’Homme dans la rétine, le défaut majeur des rongeurs pour I’étude de cette pathologie est

I’absence de macula, zone qui est principalement atteinte dans cette pathologie.

Ainsi, I’ensemble des modéles de DMLA chez le rongeur est représenté dans le tableau
suivant (Tableau 5). Les modéles reposent sur I’induction de facteurs de risque, c’est-a-dire
sur des manipulations génétiques, ou environnementales. Ainsi, les modeéles peuvent modifier

la voie du complément, des chimiokines, induire un stress oxydatif, modifier le métabolisme
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du glucose ou des lipides, induire mécaniquement la néovascularisation choroidienne, ou

modifier la capacité d’autophagie.
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Voie du complément

souris Cfh -/-

souris Cfh Y402H X | X

>

souris surexpression C3

Chemokines

souris Ccl2-/- et Ccr2-/- X

souris Ccl2 -/-

souris Cx3crl -/-

XXX [ X

souris Ccl2/Cx3crl -/- X

Stress Oxydant

>
>
>

Injection de produit de péroxydation des lipides

souris céruloplasmine / Héphaestine -/- X

souris KO SOD1

souris KD SOD2

>

souris NRF2 -/-

x

lumiére bleue +/- régime gras +/- fumée de cigarette

XXX [ XX
>
>

rat OXYS

x
x

Métabolisme Glucose/lipide

Souris agée +régime gras

Régime haut indew glycémique

souris ApoE -/-

XX | X | X

souris ApoEe2/e4 +/- régime gras

souris ApoE 3 Leiden +/- régime gras

>

souris ApoB100 + réfime gras

XX |IX [ XX | X |X
=

souris LDLr -/- + régime gras X

souris vidlr -/-

souris CD36 -/- X

souris mcd/mcd X | X

Néovascularisation choroidienne

Matrigel X | X

injection PEG-8

souris MCP +injection PEC

injection subrétinienne de lipides hydropéroxyde X

souris VEGF

Impact laser dans la membrane de Bruch

XX XX |X|[X

Autophagie

souris atg7 ou atg5 [x] [x[x]

Tableau 5 : Modeles rongeur de DMLA
Adapté de Pennesi, 2012, Lambert, 2013 et Zhang, 2017




C. Points communs de ces pathologies
La DMLA et la RD sont deux pathologies appelées pathologies a composante vaso-

proliférative. En dépit du fait que ce soit le réseau vasculaire rétinien qui soit altéré dans
la RD et le réseau vasculaire choroidien dans la DMLA, il est bien documenté que les
évenements de néovascularisation présents dans les deux pathologies, sont associés aux
mémes effets : un état d’inflammation chronique, une augmentation de la perméabilité
vasculaire, des ruptures de la barriére endothéliale, la formation d’cedéme, 1’infiltration de
cellules inflammatoire, et le décollement rétinien, causant la perte de vision (Campochiaro
2015; Madeira, Boia et al. 2015; Le 2017). Des protéines communément dérégulées dans
les deux pathologies apparaissent donc comme des cibles de premier choix dans les
pathologies a composante néovasculaire.

Les traitements efficaces qui existent visent a arréter la néovascularisation excessive en
inhibant 1’action d’un seul facteur, le VEGF, responsable de la formation des
néovaisseaux anormaux (Ferrara 2010; Lim, Mitchell et al. 2012; Miller, Le Couter et al.
2013). Toutefois, d’autres facteurs contribuent a I’angiogenése, et I’identification de voies
alternatives pour bloquer I’angiogenése apparait comme essentielle d’un point de vue

thérapeutique dans la mesure ou certains patients développent des résistances.

Une autre protéine pouvant agir dans le cadre de ces deux pathologies a €té identifiée. Slit
2 est une protéine qui intervient dans les connexions neuronales et dans le développement
de certains cancers a travers ses recepteurs de la famille Robo. De plus, Slit 2 peut inhiber
la perméabilité vasculaire et la migration cellulaire induite par le VEGF (Jones, London et
al. 2008; Zhou, Yu et al. 2011), et est requis via Robo 1 et 2, pour la néovascularisation
rétinienne (Rama, Dubrac et al. 2015) suggérant que slit peut étre utilisé pour diminuer
I’cedéme et bloquer I’angiogenese dans la RD et la DMLA. D’autre part, les 2 pathologies
présentent de nombreux biomarqueurs communs, dans les voies de stress oxydant,

d’inflammation ou des biomarqueurs vasculaires (Das 2016; Nath, Halder et al. 2017).

De plus, la DMLA et la RD présentent des facteurs de risques communs. En effet, le
diabéte, mais plus généralement le SMet sont des facteurs de risques majeurs dans le
développement de la RD, mais également dans celui de la DMLA. En effet, le SMet est un
facteur fort et indépendant associé a la prévalence de la RD (Gao, Xin et al. 2016), mais
également au développement des stades avancés de la DMLA (Ghaem Maralani, Tai et al.
2015).
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DMLA Rétinopathie Diabétique
Personnes diabétiques

Population Personnes agée >55 ans
type 1 outype 2

Incidence a 10 ans:

Incidence DMLA précoce 12,1%
DMLA tardive 2,1%

1,47 % dans la population USA | 12.7%~75.1% chez les patients

0,64/1000 et 42,1/1000 patients
paran

Prévalence

(agée >40ans) diabétiques
Cécité Plus de 420000 cas par an Plus de 10000 car par an
1. Age 1. Faible contrble de la
2.Groupe etnique glycémie
3. Tabagisme 2.Hypertension

Facteurs de risque 4. Prédispositions génétiques
5. Obésité

6. Hypertension

7.Alimentation

Réseau vasculaire Choroide Rétinien

- _ rétine externe s @ -
Premiére aire i rétine interne (endothélium,
s . i (Photorécepteurs, membrane L.
rétinienne impactée péricytes)
de Bruch, EPR) dans la macula

Lésions aux stades Drusen, anomalies

! : . spots
précoces pigmentaires

o, , néovascularisation rétinienne
s Atrophie géographique : .
Lésions aux stades ] o cedeme maculaire
: néovascularisation . )
avanceés rupture barriere hé mato-

choroidienne

rétinienne
Mesures diététiques (tabac,
i . alimentation) Contréle glycémie et mesures
Prévention . S
Antioxydants (Formule AREDS diététiques

et AGPl oméga-3)

Chirurgie Laser
anti-VEGF
Vitrectomie

Chirurgie Laser

Traitement )
Anti-VEGF

Tableau 6 : Comparaison des caractéristiques entre la DMLA et la RD
Adapté de Chiu 2011

D. Syndrome métabolique et conséquences sur la rétine
Le SMet est majoritairement favorisé par des facteurs environnementaux liés aux habitudes

alimentaires, induisant un état d’inflammation basal. L’OMS a récemment estimé que 186
millions de personnes a travers le monde, agées de 50 ans et plus, étaient atteintes de défauts

visuels, dont 36 millions présentent une cécité totale (Pascolini and Mariotti 2012). Les
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causes principales de cécité a travers le monde sont la cataracte, la DMLA, la RD et les
glaucomes. Or, plusieurs des composantes du SMet ont été associés a certaines pathologies
oculaires (Klein, Klein et al. 1994; Lin, Chien et al. 2010; Raman, Gupta et al. 2010;
Newman-Casey, Talwar et al. 2011; Sabanayagam, Wang et al. 2011; Song and Gray 2011;
Moon, Joe et al. 2012; Olafsdottir, Andersson et al. 2012; Pang, Jia et al. 2012; Richter,
Choudhury et al. 2012; Ghaem Maralani, Tai et al. 2013; Erke, Bertelsen et al. 2014; Howard,
Klein et al. 2014).

1. Rétinopathie diabetique

Le SMet et la RD ont trés régulierement été associés dans les études. En effet les patients
diabétiques de type 2 ont 3,42 fois plus de risque de développer une RD s’ils ont un SMet
comparé a ceux sans (Abdul-Ghani, Nawaf et al. 2006). Il existe de méme une association
entre SMet et RD pour des patients diabétiques de type 2 européens (Costa, Canani et al.
2004), ou Indiens (Raman, Gupta et al. 2010). Les données sont néanmoins controversées
pour les patients diabétiques de type 1, avec SMet. En effet, il n’a pas été trouvé d’association
entre la présence du SMet et la RD chez les patients caucasiens diabétiques de type 1
(Kilpatrick, Rigby et al. 2007).

Ainsi, ’hyperglycémie est un important facteur de risque associée avec le début et la
progression de la RD (Klein, Klein et al. 1996), de méme concernant le contrdle glycémique

(Rodriguez-Fontal, Kerrison et al. 2009).

L’hypertension a également été associée au risque de développer une RD dans plusieurs
études (Zhang, Wang et al. 2013). Les anomalies du métabolisme des lipides et des
lipoprotéines sont également associées a la RD (Zhang, Proenca et al. 1994).

L’association entre obésité et RD est sujet a de nombreux debats selon les études (Cheung and
Wong 2007). Une étude en Suéde a réalisé le suivi de 582 jeunes diabétiques de type 1, et a
montré que les individus avec un IMC élevé développaient une rétinopathie de maniére
précoce (Henricsson, Nystrom et al. 2003). Toutefois, d’autres résultats générés dans 1’étude
épidémiologique de Wisconsin sur la RD ont montré que en dépit d’une obésité caractérisee
par un IMC supérieur & 31 kg/m% aucune association n’a été mise en évidence sur la

progression et la sévérité de la RD (Klein, Klein et al. 1984; Klein, Klein et al. 1994).

Ainsi, le traitement intensif de 1’hyperglycémie et de la dyslipidémie aurait apporté de bons
résultats en diminuant la progression de la RD (Chew, Davis et al. 2014).

100



Le SMet conduit a I’augmentation du stress oxydant par la production excessive des espéces
réactives de I’oxygene (ROS), a la résistance a I’insuline et a I’inflammation, composants qui
contribuent au développement de la RD. En effet, I’hyperglycémie provoque une production
excessive d’anion superoxyde par la chaine respiratoire des mitochondries, augmente la voie
des polyols (Lee and Chung 1999), augmente la production des produits de glycation avancés
(AGE), active les isoformes de la protéine kinase C (PKC) et augmente la voie des
hexosamines (Brownlee 2001). L’ensemble de ces phénoménes est responsable d’altérations
fonctionnelles et structurales des membranes cellulaires, et donc une augmentation de la
perméabilité cellulaire (DeMarco, Johnson et al. 2010). Les personnes avec un SMet ont une
hyperinsulinémie compensatoire de la résistance a I’insuline. Or, ce phénomeéne entraine une
accumulation de leucocytes dans les vaisseaux sanguins, causant 1’occlusion des capillaires.
Enfin, I’inflammation a bas bruit et la dysfonction endothéliale présentent lors d’un SMet sont

impliquées dans la pathogenése de la RD.

2. Dégénérescence maculaire liée a I’age
Il existe uniquement une étude clinique associant le risque de développer une DMLA tardive
avec le SMet (Ghaem Maralani, Tai et al. 2015). La plupart des études associent des
composants du SMet seulement avec la DMLA (Klaver, Wolfs et al. 1998; Ghaem Maralani,
Tai et al. 2013). Comme décrit précédemment, le métabolisme des glucides et des lipides peut
avoir des conséquences directes sur la structure et la fonction de la rétine. Ainsi, le tour de
taille ou I'IMC seraient associés au développement de la DMLA précoce et tardive chez les
femmes non fumeuses (Howard, Klein et al. 2014). Aussi, un modele de souris obese (ob/ob)
développe des modifications néfastes au niveau de la rétine comme stress oxydant,
inflammation, activation du complément et une augmentation des métabolites des AGPI, les
lyso-phosphatidylcholine, responsable de 1’activation des macrophages et de la phagocytose
(Natoli, Fernando et al. 2018). Toutefois, Klein dans une étude regroupant trois cohortes,
appelées BDES, BMES et étude Rotterdam, n’obtient pas d’association entre le cholestérol
total dans le sérum et I’incidence de la DMLA (Klein, Myers et al. 2014), alors qu’une étude
sur un modele de lapin nourris avec du cholestérol développe des altérations de la rétine
mimant celles retrouvées dans la DMLA. (Dasari, Prasanthi et al. 2011). L’association entre
I’hyperlipidémie et la DMLA précoce a également ét¢ démontrée dans une étude rétrospective

contenant plus de 10000 Coréens (Moon, Joe et al. 2012).

Les mecanismes reliant SMet et DMLA ne sont pas encore établis. Néanmoins, une molécule

permet de faire le lien entre ces deux pathologies, il semblerait que les 2 pathologies
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présentent des niveaux éleves de norépinephrine (Fitzgerald 2013). La norépinephrine régule
la voie intracellulaire MAPK qui joue un réle dans ’autophagie, I’inflammation, angiogenese

et ’apoptose des cellules de I’EPR (Luo, Gu et al. 2018).

IVV. La prévention

Le lien entre alimentation et fonction, de la rétine existe. La dyslipidémie, I’hyperglycémie,
I’hypertension, le syndrome métabolique ou encore 1’obésité, affectent la fonction de
I’endothélium, conduisant & des dommages vasculaires. Une alimentation équilibrée qui se
traduit par un apport et une dépense énergétique équivalente, est importante pour limiter les

facteurs de risque et leurs conséquences sur la rétine.

A.  Prévention par I’alimentation

1. Les nutriments dans la rétinopathie diabétique
Les signes cliniques de la RD sont décelables par imagerie du fond d’ceil. La RD est
asymptomatique dans ses premiers stades, et n’entraine pas de dysfonction visuelle
perceptible jusqu’a ce que la pathologie soit déclarée. Aussi, un examen du fond d’ceil doit
étre réalisé annuellement chez tous les patients diabétiques afin de vérifier 1’état de la rétine.
Ainsi, le premier facteur de risque de développer une RD étant I’hyperglycémie, le premier
moyen de prévenir son développement est de contréler la glycémie a un niveau normal. En
effet, les bénéfices de ce contrble glycémique sur la progression de la RD ont été bien établis
dans des études cliniques randomisées. L’étude sur le contrdle du diabete et de ses
complications (DCCT, Diabetes Control and Complications Trial) a montré aprés des
traitements intenses d’insuline de patients diabétiques de type 1, une diminution de 54% du
risque de progression vers une RD (Group 1994; Cundiff and Nigg 2005). L’étude
prospective sur la RD au Royaume-Uni (UKPDS, United Kingdom Prospective Diabetic
Retinopathy Study) a démontré chez les patients diabétiques de type 2, une diminution de 25%
des RD chez les patients recevant une thérapie intensive d’insuline par rapport a ceux soumis
une thérapie classique. De plus, il a été montré que les patients présentant une faible pression
artérielle diminuaient de 34% la progression de la RD. Alors que les facteurs de risque de la
RD sont bien établis, la pathophysiologie de sa progression reste confuse. Plusieurs études ont
néanmoins attesté que les Afro-américains avaient une plus grande incidence de RD. Si la
raison de cette relation est inconnue, il est possible que la couleur noire de la peau soit liée a

de plus faibles taux de vitamine D. Or, la vitamine D détient un important réle dans le
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développement de la RD. En effet, la vitamine D est impliquée dans le diabéte de type 1 et de
type 2, bien que leurs origines soient totalement différentes.

Plusieurs études chez le rat et ’'Homme ont montré que de faibles taux plasmatiques de 25-
hydroxy vitamine D (25(OH)D) induisaient une diminution de sécrétion d’insuline (Norman,
Frankel et al. 1980; Boucher, Mannan et al. 1995), et que le 1,25(OH)2D3 améliorait la
fonction des cellules B du pancréas et donc I’intolérance au glucose (Kumar, Davies et al.
1994; Luong, Nguyen et al. 2005). De plus, la vitamine D jouerait un réle dans la pathogenese
de la RD en diminuant la production de cytokines pro-inflammatoires comme 1’IL-2, I’IL6,
I’IL-8, I’'IL-12 et le TNF-a (Lemire 1995). Des études cliniques récentes ont également mis en
exergue le lien entre déficience en vitamine D et développement des RD (Luo, Gao et al.
2017; Zhang, Upala et al. 2017). La vitamine D peut également contribuer au développement
de la RD via des mécanismes d’angiogenése. En effet, le calcitriol, un métabolite de la

vitamine D, inhiberait la néovascularisation rétinienne in vivo (Albert, Scheef et al. 2007).

Malgré le fait que les preuves qui lient la prise alimentaire avec la RD soient de plus en plus
fréquentes, les liens restent néanmoins a éclaircir. Une récente méta-analyse a permis de
montrer que 1’alimentation riche en fibres, en huile de poisson et une prise alimentaire
faiblement calorique, caractéristiques du régime dit Méditerranéen (Diaz-Lopez, Babio et al.
2015), sont associés a de plus faibles risques de RD. L’alimentation trop calorique est alors
associée a un risque élevé de développer une RD (Wong, Man et al. 2018). En effet,
I’ingestion d’une alimentation riche en fibres provenant des fruits et des légumes tendrait a
diminuer le risque de développer une RD chez les diabétiques de type 2 (Tanaka, Yoshimura
et al. 2013). L’huile de poisson, source importante de vitamine D et d’AGPI-LC ®3 serait
modulatrice de la réponse immunitaire et possederait des propriétés anti-angiogéniques qui
pourraient jouer un role dans I’inhibition de la RD (Mora, Iwata et al. 2008; Das 2013; Ma,
Shen et al. 2014). Toutefois, Millen et ses collaborateurs n’ont pas associé ’effet bénéfique
de I’huile de poisson sur la RD a leur contenu en AGPI-LC ®3, mais plutdt a leur contenu en
vitamine D (Millen, Sahli et al. 2016). L’alimentation hypercalorique augmente ainsi
I’incidence de la RD mais également sa progression (Cundiff and Nigg 2005; Roy and Janal
2010). Cette donnée est en accord avec les preuves cliniques démontrant que 1’alimentation
hypercalorique augmente le stress oxydatif et les déséquilibres métaboliques chez les
personnes diabétiques, et pourrait donc augmenter le risque de développer une DR dans les
rétines sensibles au stress (Weindruch, Keenan et al. 2001; Skrha, Kunesova et al. 2005).

Néanmoins, concernant I’effet des antioxydants sur la RD, les études n’ont pas permis
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d’établir un consensus clair sur les effets des vitamines C et E et des caroténoides (Lee,

Gayton et al. 2010).

2. Les nutriments dans la Dégénérescence Maculaire liée a I’ Age
De nombreuses stratégies ont été élaborées pour réduire le risque de développer une DMLA.
Les nutriments de [’alimentation sont associés depuis de nombreuses années au
développement de la DMLA (Tableau 7). En effet, la premiére donnée rapportant un effet
bénéfique de I’apport d’un nutriment sur la DMLA a été publiée en 1988 par la NHANES, en
recherchant les liens entre la prise alimentaire de vitamine A et la DMLA (Goldberg,
Flowerdew et al. 1988).

Les Caroténoides (caroténe et xantophylles) sont des pigments retrouvés dans les
chloroplastes des plantes et des algues. Leur fonction est d’absorber la lumiere bleue pour
protéger des dommages créés par les photons. Dans I’ceil, la lutéine et la zéaxanthine sont des
xanthophylles qui protégent la macula des dommages induits par les ultraviolets et la lumiere

bleue. Tous les caroténoides ont une fonction anti-oxydante dans la rétine.

Les minéraux, malgré le besoin en faible quantité, ont une importance primordiale dans la
fonction de la rétine. Le zinc, toutefois, est en grande quantité dans la rétine (Ugarte and
Osborne 2001). En effet, il possede des fonctions anti-oxydantes et agit comme cofacteur
pour la rétinol déshydrogénase, une enzyme essentielle pour le cycle visuel de la vitamine A.
Deux études observationnelles ont montré une relation inverse entre la prise alimentaire ou la
supplémentation en zinc et [D’apparition d’anomalies pigmentaires aprés 10 ans
(VandenLangenberg, Mares-Perlman et al. 1998; Morris, Jacques et al. 2007). Le zinc peut
également interagir avec la cascade du complément pour diminuer son activation (Ho, van
Leeuwen et al. 2011).

Les vitamines A, C, D et E apparaissent également essentielles. Si la vitamine A, dans ses
formes appelée rétinol ou rétinal qui interviennent dans le cycle des rétinoides est retrouvée
dans la rétine (Yudkin 1931), pour participer a la transduction visuelle, les données associant
la supplémentation en vitamine A et le risque de développer une DMLA ne sont pas claires.
Une méta-analyse n’a pas trouvé d’association entre la prise alimentaire de vitamine A et
I’incidence de la DMLA précoce (Chong, Wong et al. 2007), alors que la prise de vitamine A
est associée a une diminution des anomalies pigmentaires (Morris, Jacques et al. 2007). La
vitamine C est une vitamine essentielle a la vie, un puissant anti-oxydant, apporté uniquement

par I’alimentation. Elle pourrait jouer un réle dans la pathogenése de la DMLA par sa
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fonction anti-oxydante en diminuant les altérations créées par les radicaux libres oxygénes.
Néanmoins, aucune donnée ne permet d’associer la prise de vitamine C avec I’incidence de la
DMLA (Christen, Glynn et al. 2012). La vitamine D posséde des propriétés anti-
inflammatoires et anti-angiogéniques (Parekh, Chappell et al. 2007). La vitamine D provient,
pour 10%, de notre alimentation et le reste est apporté par la synthese endogéne dans la peau.
I1 existe peu d’études révélant les associations avec la DMLA. Une association inverse entre
les taux plasmatique de 25-hydroxyvitamine D3 et 1’incidence de la DMLA précoce a été
révélée, alors que les résultats pour la supplémentation en vitamine D ne sont pas concluants
(Parekh, Chappell et al. 2007; Millen, Voland et al. 2011). Enfin la vitamine E (ou
tocophérols et tocotrienols) est une vitamine anti-oxydante qui protége la rétine des
dommages causés par les radicaux libres. L’étude sur les Pathologies Oculaires Liées a I’Age
(POLA) n’a pas trouvé d’association entre les taux plasmatiques d’a-tocophérols et la DMLA
avancée (P = 0.08). En revanche, quand les taux plasmatiques d’a-tocophérols sont
standardisés par rapport aux taux lipidiques plasmatiques (cholestérol et triglycérides), le ratio
est négativement associ¢ avec la DMLA avancée, ainsi qu’avec des signes de la DMLA
précoce comme les drusens ou des changements pigmentaires (Delcourt, Cristol et al. 1999).
En revanche, les supplémentations en a-tocophérols ne sont pas associes a une diminution de
I’incidence de la DMLA (Evans and Lawrenson 2017).

Alors que I’étude initiale AREDS proposait des hautes doses de [B-caroténe, du zinc, des
vitamines C et E pour retarder la progression de la DMLA des stades intermédiaires a avancés
(Age-Related Eye Disease Study Research 2001), elle n’évaluait pas I’intérét des AGPI
omeéga 3 dans la DMLA. Néanmoins, dans le rapport n°30 de 1’étude prospective AREDS, les
patients ayant eu la plus forte consommation d’AGPI-LC de type oméga 3 ont bénéfici¢ d’une
réduction de 30% du risque de développer une atrophie géographique (OR=0,65) ou une
DMLA non vasculaire (OR=0,68), par rapport aux patients avec une plus faible
consommation d’AGPI-LC de type omeéga 3 (Sangiovanni, Agron et al. 2009), ce qui a par la
suite été confirmé pour 1’atrophie géographique dans une autre étude (Reynolds, Rosner et al.
2013).

La supplémentation AGPI omeéga 3, la lutéine et la zéaxanthine ont été évalués dans I’étude
AREDS-2 et les recommandations ont remplacé les B-caroténe par la lutéine et la zéaxanthine
(Age-Related Eye Disease Study 2 Research 2013). Un élément étonnant de 1’étude AREDS-
2 est I’absence d’efficacité observé pour les AGPI-LC oméga 3. Toutefois, bien que

pertinente, AREDS-2 ne présentait pas de réel groupe contrdle puisque les personnes ayant
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participé a AREDS-2 avaient déja été supplémenté lors de la premiéere étude d’AREDS et
présentaient déja une réduction du risque de 25 a 30%. L’ajout d’oméga 3 dans la formule n’a
pas permis de diminuer le risque au-dela de la réduction déja obtenue. Cette étude ne signifie
pas que les AGPI-LC oméga 3 n’ont pas d’effets, elle ne permet pas de conclure sur
I’efficacité des résultats, et permet au mieux d’indiquer que la prévention secondaire présente
un seuil a partir duguel on ne peut plus réduire davantage les risques. Une autre étude
interventionnelle, NAT-2, a montré que le risque de développer une DMLA exsudative était
plus faible sur 3 ans, chez les patients ayant atteint les niveaux les plus élevés en oméga 3
dans les érythrocytes, aprées une supplémentation en DHA de 840 mg par jour et en EPA de
270 mg par jour (Souied, Delcourt et al. 2013).

De plus, de nombreuses études observationnelles menées chez ’Homme ont rapporté que la
consommation de poisson et de nourriture riche en AGPI-LC de type oméga 3 permettrait de
réduire le risque de développer une DMLA (Seddon, Rosner et al. 2001; Seddon, George et
al. 2006; Chong, Kreis et al. 2008; Zerbib, Delcourt et al. 2014).

Compte tenu des facteurs de risque impliqués dans la DMLA, I’arrét du tabac, le maintien
d’un poids normal, I’augmentation de la prise alimentaire d’anti-oxydants et la diminution de
la prise alimentaire riches en cholestérol ont été proposés comme modifications du mode de

vie pouvant diminuer I’incidence de la DMLA.

Nutriment DMLA précoce DMLA tardive
Astaxanthine ND ND
B-Carotéene 2 i
Lutéine/zéaxanthine NN NN
Vitamine A ~ B
Vitamine C o N7
Vitamine D N? N7
Vitamine E ~ ~
Zinc N? Ny

Tableau 7 : Nutriments et risque de Dégénérescence maculaire liée a I'age
ND : Résultats non disponible. vV : Diminution. Vv ? : Possible diminution. ~ : Controverse.

Adapté de Buitendijk et Claver, 2014.
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Enfin, une notion émergente porte sur I’implication du microbiote intestinal sur la santé de la
rétine (Oresic, Seppanen-Laakso et al. 2009). En effet, des souris soumises a un régime riche
en carbohydrates développent des signes ressemblant a une DMLA atrophique, associés a des
modifications du microbiote intestinal, qui modifient leur production de métabolites
protecteurs de la DMLA comme la sérotonine. Le transfert de ces animaux a un régime a
faible index glycémique, méme tard apres le développement de ces altérations rétiniennes,
bloque le développement de la DMLA (Rowan, Jiang et al. 2017).

B. Lipides - Acides gras polyinsaturés
1. Définition
Les lipides représentent 34% de la prise alimentaire des Francais (INCA3 2017). Dans
I’alimentation, ces lipides sont principalement retrouvés sous forme de triglycérides (TG, 90-
95%), mais peuvent également étre sous forme de phospholipides (PL). La structure des
triglycérides correspond a une structure de glycérol a laquelle se fixent 3 acides gras (AG), la
structure des phospholipides correspond au méme squelette excepté que I’AG en position 3 du
glycérol est remplacé par une fonction alcool phosphorylée. Généralement, les triglycérides
sont considérés comme la forme de stockage des lipides, tandis que les phospholipides sont

considérés comme la forme mobilisable et active des acides gras.

Les AG peuvent appartenir a trois différentes familles, selon leur nombre de doubles liaisons.
Il existe les acides gras saturés (AGS), qui ne disposent pas de double liaison, les AG
monoinsaturés, disposant d’une seule double liaison (AGMI) et les AG polyinsaturés (AGPI),
qui contiennent au moins 2 doubles liaisons. Les AG ont des fonctions variées, ils sont une
source d’énergie pour les tissus, composent les membranes phospholipidiques, jouent un rdle
structural, et peuvent également étre mobilisés par les cellules comme précurseurs des
médiateurs lipidiques impliqués dans de nombreux processus physiologiques, tels que
I’inflammation et la neuroprotection (Laye, Nadjar et al. 2018). C’est notamment le cas pour
les AGPI. Ces AGPI sont considérés comme indispensables pour le maintien d’une
physiologie normale, et doivent étre apportés par 1’alimentation. Il existe 2 familles ou séries
principales d’AGPI : la famille des oméga 3 (@3 ou n-3) et la famille des oméga 6 (o6 ou n-
6). L’acide linoléique (18:2 n-6; LA) et I’acide a-linolénique (18:3 n-3; ALA) sont
respectivement les précurseurs de ces deux series. Ils sont appelés acides gras indispensables
car ils ne peuvent pas étre synthétisés par les mammiferes et doivent donc étre apportés par

I’alimentation. Cependant, une fois absorbés, ils peuvent étre métabolisés in vivo par des
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étapes 1’élongation, de désaturation, de [-oxydation, pour former des acides gras contenant
plus d’insaturations ou plus d’atomes de carbone dont certains sont essentiels, comme 1’acide
arachidonique (AA, 20:4 n-6), I’acide eicosapentaénoique (EPA, 20:5n-3) ou I’acide
docosahexaénoique (DHA, 22:6 n-3), qui sont des AGPI a longue chaine (AGPI-LC),
possedant un nombre de carbone supérieur a 18. (Figure 22).

Ainsi, I’acide linoléique est retrouvé dans 1’huile de pépins de raisin, I’huile de tournesol ou
encore 1’huile de soja et de mais, alors que I’AA est principalement présent dans les graisses

animales.

L’ALA se trouve dans les plantes vertes, les noix, I’huile de lin, I’huile de colza, tandis que
les huiles de poissons apportent directement des AGPI contenant plus d’insaturations et de

carbones comme I’EPA et le DHA.

a) Synthése des AGPI-LC
Au niveau du foie, les principaux métabolites créés a partir de LA sont ’AA et I’acide

docosapenténoique (22:5 -6 ; DPA ®-6) pour la série des oméga 6, et ’EPA et le DHA a
partir de I’ALA pour la série des oméga 3. Aussi, pour y parvenir, les précurseurs doivent
subir une série d’élongations, de desaturations dans le réticulum endoplasmique et de B-

oxydation au niveau du peroxysome.

Ces deux familles partagent le méme équipement enzymatique pour la biosynthese des
AGPI-LC, induisant des phénomeénes de compétitions pour la synthése des métabolites
terminaux (Simopoulos 2011).

Les niveaux de conversion de ’ALA en EPA et DHA sont trés faibles : environ 8% pour la
conversion en EPA, et seulement 1% pour la conversion en DHA (Demar, Ma et al. 2005;
Igarashi, DeMar et al. 2007).
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Vers la circulation et d’autres organes

Figure 22 : Elongation et désaturation des acides gras polyinsaturés a longue chaine de type
oméga 3 et oméga 6
ALA: acide alpha linolénique. EPA: acide eicosapentaénoique. DPA: acide

docosapentaénoique. DHA : acide docosahexaénoique. LA : acide linoléique. AA : acide
arachidonique.

Dans les tissus, I’AA et le DHA sont estérifiés en position sn-2 des phospholipides composant
les membranes des cellules. Les cellules des tissus nerveux contiennent principalement des
phosphatidylcholines (PC), des phosphatidyléthanolamines (PE), des phosphatidylsérines
(PS), des phosphatidylinositides (PI) et des plasmalogenes (Pls). En cas de déficience, en
omeéga 3, I’expression des désaturases et des €longases est augmentée dans le foie pour

compenser et apporter le DHA nécessaire au systeme nerveux (lgarashi, DeMar et al. 2007).

b) Voies de signalisations-médiateurs lipidiques
Dans les membranes, les AGPI sont libérés grace a 1’intervention de la phospholipase A2

(PLA2). Les AGPI, une fois libérés sont métabolisés en régulateurs spécifiques de
I’inflammation, comme les eicosanoides, les résolvines, les endocannabinoides (Buckley,
Gilroy et al. 2013; Serhan 2014; Di Marzo, Stella et al. 2015; Witkamp 2016). L’EPA, malgré
son faible taux dans les tissus nerveux du fait de sa rapide f-oxydation (Chen and Bazinet

2015), posseéde un important réle fonctionnel. La plupart des actions pro- ou anti-
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inflammatoires des AGPI sont attribuées aux médiateurs lipidiques synthétisés par
oxygénation, hydroxylation et peroxydation de I’AA, du DHA et de I’EPA, appelé les
eicosanoides (de Roos, Mavrommatis et al. 2009; Arita 2012) ou autres dérivés comme les
résolvines ou marésines (Chiurchiu, Leuti et al. 2016; Xian, Wu et al. 2016; Serhan 2017).
Ainsi, les enzymes cyclo-oxygénases (COX) vont permettre la production des prostaglandines
(PG), des prostacyclines (PGI), des thromboxanes (TX) et des résolvines (Rv) a partir des
AGPI libres. La voie des lipoxygénases (LOX), va permettre la production des leucotriénes
(LT), des Rv et des protectines (Phillis, Horrocks et al. 2006).

De manicre générale, les dérivés de I’AA présentent des propriétés pro-inflammatoires tandis
que les dérivés du DHA et de ’EPA présentent des propriétés anti-inflammatoires. L’EPA et
I’AA peuvent étre utilisés comme substrats aux mémes enzymes permettant des phénoménes

de compétitions, afin de limiter I’effet du métabolisme de la série opposée (Schmitz and

Ecker 2008).

Les médiateurs dérivés de I’AA incluent la série 2 des PG, la série 4 des LT, la série 2 des TX

et en acides gras hydropéroxydeés puis péroxydés (5-HETE, 15-HETE).

Les principaux médiateurs dérivés de I’EPA incluent la série 3 des PG, la série 5 des LT, la
série 3 des TX. De plus, les résolvines de la série E sont dérivées de I’EPA, alors que les
résolvines de la série D, la neuroprotectine D1 (NPDL1), et les marésines sont produites a
partir du DHA (Bannenberg and Serhan 2010) (Figure 23). De plus, tres récemment, un
nouveau médiateur lipidique a été identifié, les élovanoides, provenant des AGPI a tres
longue chaine (AGPI-VLC, nombre de carbones > 22), retrouvés pour le moment
particulierement dans la rétine. Les élovanoides auraient un role protecteur pour les

photorécepteurs de la rétine (Jun, Mukherjee et al. 2017).

Les recepteurs aux eicosanoides sont présents dans de nombreux types cellulaires, incluant les
muscles lisses, la muqueuse gastrique, le tissu adipeux, le systéme nerveux central, les
cellules du systetme immunitaire. Les eicosanoides synthétisés a partir de I’EPA et ceux
synthétisés a partir de I’AA partagent les mémes récepteurs, et agissent donc en compétition.
Cependant, les eicosanoides provenant de I’EPA sont biologiquement moins actifs que ceux
provenant de I’AA (Calder 2002). Par exemple, le PGE3 est moins efficace que le PGE2 pour
induire la production d’IL-6 dans les macrophages (Bagga, Wang et al. 2003). Ainsi, les
eicosanoides provenant de I’EPA, sont antagonistes de ceux synthétisés a partir de I’AA. De

plus, I’EPA possede la propriété d’inhiber la production d’eicosanoides a partir de I’AA, par
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compétition envers les enzymes impliquées (Calder 2002). En effet, ’EPA a la capacité
d’inhiber I’activité de la A5-désaturase, qui convertit le 20:3 n-6 en AA. Il peut également
inhiber I’activité¢ de la PLA2 permettant la libération de I’AA, la libération des PG produites
par la COX-2, la libération des TX (Obata, Nagakura et al. 1999), et la libération des LT
générés par la 5-LOX (Sperling, Benincaso et al. 1993). Ainsi, ’EPA réduit a la fois la
production d’AA mais aussi la production d’eicosanoides pro-inflammatoires dérivés de
I’AA.

Les docosanoides (résolvines, NPD1 et marésines) synthétisés a partir de I’EPA et du DHA
possédent des propriétés anti-inflammatoires. Ils stimulent 1’élimination des cellules
apoptotiques et des débris inflammatoires par les macrophages et inhibent 1I’expression des
cytokines pro-inflammatoires et bloquent I’infiltration des polynucléaires neutrophiles (Zhang
and Spite 2012). La NPDI, produite par la LOX 15 dans I’EPR est a I’origine d’un important
intérét car elle présente d’importantes fonctions protectrices vis-a-vis d’un certain nombre de
maladies neurodégénératives en étant impliquée dans les mécanismes ou zones altérées
(Bazan, Calandria et al. 2010).
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Figure 23 : Mécanismes de biosynthese des eicosanoides et docosanoides
AA : acide arachidonique. EPA : acide eicosapentaénoique. DHA : acide docosahexaénoique.

COX : cyclo-oxygénase. LOX : lipoxygénase. PG : prostaglandine. TX: thromboxane.
LT : leucotriene. HETE : 5-hydroxyeicosatétraénoique. NPD1 : neuroprotectine D1. Adapté
de De Roos, 20009.

C) Intérét des oméga 3 dans le SMet
Le SMet regroupe différents symptomes comme 1’obésité, qui atteint plus d’1,5 billion

d’adulte d’apres I’OMS, mais également I’hypertension, la résistance a 1’insuline et la
dyslipidémie (Kahn 2008). L’inflammation a bas niveau apparait alors comme base commune
a ces désordres métaboliques (Das 2001). Dans ce contexte, il a souvent été proposé que
I’augmentation de la consommation en AGPI-LC oméga 3, en ALA, EPA et DHA pourrait

réduire le risque de pathologies cardiovasculaires en améliorant les caractéristiques du SMet
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(Abete, Goyenechea et al. 2011). Toutefois, la plupart des effets attribués aux AGPI oméga 3,
sont en réalité¢ souvent attribués a ’EPA et au DHA, plutot qu’a ’ALA.

La premiere étude a ce sujet, suggeérait un role protecteur de la consommation de poissons
gras dans les populations Inuites du Groenland, envers les pathologies cardiovasculaires
(Bang, Dyerberg et al. 1976). A la suite de cette étude, de nombreuses études sont apparues

pour étudier le potentiel effet des AGPI-LC oméga 3 dans les désordres métaboliques.

Ainsi, plusieurs études ont exploré les effets de la consommation d’AGPI-LC oméga 3 sur le
poids et la masse grasse chez I’lhomme. Concernant les études prospectives, les conclusions
ne sont pas claires. L’étude de Micallef et ses collaborateurs montrent une relation inverse
entre les concentrations plasmatiques d’AGPI-LC oméga 3 et I’'IMC, le tour de taille ou de
hanche (Micallef, Munro et al. 2009). Néanmoins, une autre étude associe la consommation
d’importantes quantités de poissons gras et d’AGPI-LC oméga 3 a une plus grande prévalence
d’obésité (Iso, Rexrode et al. 2001). De méme, les études cliniques randomisées présentent
des résultats contradictoires quant a 1’effet positif des AGPI-LC oméga 3 sur I’obésité. Couet,
dans son étude, évalue la consommation de 6 g d’huile de poisson a la place de 6g lipides
saturés, chez des adultes sains. Leur poids ne fut cependant pas affecté (Couet, Delarue et al.
1997). En revanche, les études de restriction calorique avec supplémentation en AGPI-LC ®3
mettent en exergue un plus grand rassasiement en présence des AGPI-LC oméga 3 ainsi
qu’une plus grande perte de poids par rapport aux patients en restriction calorique uniquement
(Thorsdottir, Tomasson et al. 2007; Parra, Ramel et al. 2008), mais ces résultats ne sont pas
répliqués dans toutes les études (Krebs, Browning et al. 2006). De plus, la perte de poids est
également plus importante lorsque cette fois-ci, 1’activité physique est associée a la prise
d’AGPI-LC oméga 3 (Warner, Ullrich et al. 1989; Hill, Buckley et al. 2007). Cependant,
certaines études n’obtiennent pas de perte de poids supplémentaire grace a 1’addition d’AGPI-
LC oméga 3 lors d’un régime alimentaire pauvre en calories et des exercices physiques
(DeFina, Marcoux et al. 2011; Munro and Garg 2012). Ainsi, les conclusions ne sont pas
nettes concernant ’effet des AGPI-LC oméga 3 sur 1’obésité, probablement due a la

variabilite des caractéristiques phénotypiques des sujets inclus dans ces études.

La régulation de la sensibilité¢ a I’insuline et plus généralement du diabéte de type 2 apparait
également comme cible potentielle des AGPI-LC oméga 3. Ainsi, Mori et ses collaborateurs
montrent un effet bénéfique de la consommation d’huile de poisson sur la sensibilité a

I’insuline chez des femmes obéses (Mori, Bao et al. 1999). De méme, une augmentation de la
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sensibilit¢ a I’insuline est survenue suite a 8 semaines de supplémentation en AGPI-LC
oméga 3, associée a une diminution de la protéine C réactive et de I’'IL-6 plasmatique
(Tsitouras, Gucciardo et al. 2008). Ainsi, Feskens et ses collaborateurs proposent que la prise
alimentaire d’huile de poisson retarde le développement de 1’intolérance au glucose (Feskens,
Bowles et al. 1991). D’autre part, chez les patients diabétiques de type 2, la supplémentation
en AGPI-LC oméga 3 (3g d’EPA et de DHA), améliore la sensibilit¢ a I’insuline (Popp-
Snijders, Schouten et al. 1987). En revanche, certaines études ne partagent pas les mémes
résultats. Rivellese et ses collaborateurs ne trouvent pas d’amélioration de la sensibilité a
I’insuline chez les patients diabétiques de type 2 supplémentés avec des doses équivalentes
d’AGPI-LC oméga 3 a Popp-Snijders (Rivellese, Maffettone et al. 1996). Ces études sont
renforcées par d’autres études qui ne montrent pas d’effet des AGPI-LC omeéga 3 sur la
sensibilité a I’insuline de femmes obéses et diabétiques de type 2 (Griffin, Sanders et al. 2006;
Kabir, Skurnik et al. 2007).

En ce qui concerne le contr6le de la dyslipidémie, plusieurs études suggerent une diminution
de la concentration des TG et des VLDL plasmatiques induite par la supplémentation en huile
de poisson (Nestel, Shige et al. 2002; Lopez-Alvarenga, Ebbesson et al. 2010). De plus, des
études ont rapporté des augmentations en HDL-C apres la supplémentation en AGPI-LC
omeéga 3 (1,4-4 g/jour), contribuant a la diminution du risque d’athérosclérose (Mori, Bao et
al. 1999; Kabir, Skurnik et al. 2007; Micallef and Garg 2008). Une méta-analyse réalisée par
Harris et ses collaborateurs indique que la supplémentation avec de 1’huile de poisson
(inférieure a 7 g/jour), pendant 7 a 10 semaines, diminue la concentration plasmatique de TG
de 25% chez les sujets normolipémiques, et de 34% chez les sujets hyperlipémiques, par
rapport a des sujets sous placébo (Harris 1997). Une autre méta-analyse a montré que la
supplémentation avec 1,8 g/jour d’EPA et 1,2 g/jour de DHA est capable de diminuer la
concentration des TG plasmatiques chez des sujets sains, mais également chez les sujets
diabétiques, hypertendus, et présentant une dyslipidémie (Friedberg, Janssen et al. 1998). En
revanche, d’autres études ne démontrent pas d’effet de la supplémentation en huile de poisson
sur les concentrations d’HDL-C ou de cholestérol total (Kelley, Siegel et al. 2007; Hartweg,
Perera et al. 2008).

Finalement, I’ensemble de la littérature publiée suggere que la supplémentation en AGPI-LC
oméga 3 pourrait avoir des effets préventifs sur la prise de poids en modulant 1’oxydation des
lipides et la satiété, bien que des résultats conflictuels aient été obtenus sur la perte de poids.

La comparaison entre les études est effectivement difficile a réaliser compte tenu de la
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construction des différentes études, des critéres d’inclusions des sujets et des différentes
sources utilisées pour la supplémentation en AGPI-LC oméga 3. D’autre part, la
supplémentation en AGPI-LC oméga 3 apparait comme une stratégie intéressante dans le
contréle de la dyslipidémie. Cependant, les effets de ces AGPI-LC omega 3 sur la sensibilité a

I’insuline restent assez controversés.

2. AGPI LC et rétine

Un tiers du poids sec de la rétine est constituée de lipides.

a) Distribution et fonction dans la rétine
La rétine neurosensorielle humaine se compose trés majoritairement de PL (87.3% des lipides

totaux), de cholestérol libre (11%) et d’une faible proportion d’esters de cholestérol (EC,
1,7%). L’EPR et la choroide sont composés de 58,3% de PL, 4% de TG, 19% d’EC, 14,6% de
cholestérol libre, et 4.3% d’acides gras libres. Le DHA (C22:6 n-3), I’acide stéarique (C18:0)
et I’acide palmitique (C16:0) sont les AG les plus répandus dans la rétine (Fliesler and
Anderson 1983; Bretillon, Thuret et al. 2008). Aussi, la rétine contient environ 40% d’AGS,
21% d’AGMI et 35% d’AGPI (Bretillon, Thuret et al. 2008). En comparaison, le cerveau de
rongeur contient 36-46 % d’AGS, 18-33% d’AGMI et 18-28% d’AGPI (Joffre, Gregoire et al.
2016). Les PL de la rétine sont estérifiés au niveau de la position sn-1 ou sn-2 du glycérol, et
sont pour 47% d’entre eux sous la forme de phosphatidylcholine (PC), 31% sous la forme de
phosphatidyléthanolamine (PE), 5-10% sous la forme de phosphatidylsérine (PS) et 3-6%
sous la forme de phosphatidylinositide (PI).

Le DHA représente 15-20% des AG totaux de la rétine et constitue 60% des AG contenus
dans les segments externes des photorécepteurs, formés par des disques (Fliesler and
Anderson 1983; Gordon and Bazan 1990).

Il est représenté sur les phosphatidylcholine (PC) (20%), sur les phosphatidyléthanolamine
(PE) et les phosphatidylsérine (PS) (30%) (Anderson 1970). La rétine contient des
phospholipides particuliers appelés les plasmalogénes (PLs), qui ont un alcool gras au lieu
d’un acide gras en position sn-1 du glycérol, lié par une liaison vinyl-ether. L’estérification
des AGPI-LC en position sn-2 chez les PLs, leur confére un role de réservoir d’AGPI-LC
dans la rétine (Ford and Gross 1989).

Le DHA détient un rdle essentiel dans la rétine qui a été profondément étudié par le groupe de
Litman et Mitchel (Litman and Mitchell 1996; Litman, Niu et al. 2001; Mitchell, Niu et al.
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2001; Niu, Mitchell et al. 2001; Mitchell, Niu et al. 2003) et décrit exhaustivement dans la
revue de SanGiovanni (SanGiovanni and Chew 2005). Ces auteurs ont démontré que la
quantité de DHA dans les membranes constituant les segments externes des PR, pouvait
influencer la phototransduction en affectant les changements de conformation de la
rhodopsine lors de 1’absorption de la lumiére. Ils ont particuliérement montré que 1’activation
de la rhodopsie en réponse a la lumiére était facilitée avec 1’augmentation des insaturations
des AG dans les membranes des PL. La présence de DHA dans la rétine des mammiféeres
semble étre extrémement constante entre les especes et des mécanismes locaux et systémiques
afin de conserver ce DHA rend le profil en AG de la rétine peu susceptible a des
modifications induites par les changements alimentaires. En effet, alors que des régimes
déficients en oméga 3 induisent des déplétions en AGPI dans certains organes, la rétine est
peu affectée par cette diminution (Neuringer, Connor et al. 1984; Pawlosky, Denkins et al.
1997; Weisinger, Vingrys et al. 1999; Niu, Mitchell et al. 2001). Dans les cas de déplétion
chronique en DHA, la diminution de DHA dans la rétine conduit & des déficits fonctionnels,
évalués par ERG (Bourre, Francois et al. 1989; Weisinger, Vingrys et al. 1995), et a la
diminution de D’acuité visuelle (Neuringer, Connor et al. 1986), due a des anomalies
structurales de la rétine et notamment I’altération de la morphologie des disques des PR

(Shindou, Koso et al. 2017).

De plus, le DHA présente un réle métabolique en étant impliqué dans un certain nombre de
mécanismes comme |’expression de génique, le stress oxydatif, 1’inflammation, la

signalisation cellulaire ou encore 1’apoptose (SanGiovanni and Chew 2005).

En effet, la régulation de I’expression génique par les oméga-3 peut intervenir a différents
niveaux. Le DHA peut intervenir au niveau de la transcription des génes, en se liant a des
ligands speécifiques (RXR ou PPAR par exemple) qui interagissent avec le promoteur du géne
(Yu, Bayona et al. 1995; Lin, Ruuska et al. 1999; de Urquiza, Liu et al. 2000). Ils peuvent agir

¢galement au niveau post transcriptionnel en modifiant I’ARNm (Uauy, Hoffman et al. 2001).

Comme vu précédemment, le DHA joue un important réle dans la régulation de
I’inflammation (Calder 2001), via la production de médiateurs lipidiques actifs appelés

eicosanoides donc la NPD1.

En effet, la NPD1 soutient la fonction neuronale, protege les synapses du cerveau (Bazan,
Musto et al. 2011), et protége également la rétine via sa production par I’EPR (Lukiw, Cui et
al. 2005; Bazan, Musto et al. 2011). La NPD1 est sécrétée depuis le DHA libre apporté par la
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phagocytose des segments externes des PR par le RPE (Mukherjee, Marcheselli et al. 2004),
via la LOX 15 (Calandria, Marcheselli et al. 2009). NPD1 est alors sécrété en réponse au
stress oxydant induit dans un modele d’ischémie-reperfusion cérébrale (Marcheselli, Hong et
al. 2003). De plus, la NPD1 permettrait également de diminuer 1’apoptose médiée par la
lipofuscine induit par le stress oxydant et donc de restaurer I’EPR (Mukherjee, Marcheselli et
al. 2007). La NPD1 présenterait aussi des effets anti-apoptotiques et anti-inflammatoires via
la modulation de certains geénes induisant 1’augmentation de la production de protéines
protectrices comme Bcl-2, et la diminution de la production de protéines néfastes a la survie
cellulaire (Bax, Bad, Bid, Bik) (Mukherjee, Marcheselli et al. 2004; Mukherjee, Marcheselli
et al. 2007). Enfin, la NPD1permettrait d’atténuer la néovascularisation choroidienne (CNV)
via I’activation des cellules microgliales, dans un modé¢le de CNV induite par laser (Sheets,

Jun et al. 2013).

La rétine est donc riche en AGPI-LC (nombre de carbones entre 18 et 24), qui sont essentiels
au maintien d’une rétine normale fonctionnelle. La rétine, comme le cerveau, le sperme et le
thymus, contient également des AGPI a trés longue chaine (VLC, very long chain), dont le
nombre de carbone est supérieur a 24. Au niveau de la rétine, ces AGPI-VLC sont synthétisés
dans les PR au niveau du réticulum endoplasmique, par ’enzyme d’élongation des acides gras
a trés longue chaine 4 (ELOVLA4) (Figure 24). La fonction et la localisation des AGPI-VLC
est peu connue, mais une mutation dans le gene ELOVLA4 est trouvée chez les patients atteints
de la maladie de Stargardt, une dystrophie maculaire (Agbaga, Mandal et al. 2010). Les
AGPI-VLC, permettent également la synthese de médiateurs lipidiques neuroprotecteurs

récemment caractérises : les élovanoides (Jun, Mukherjee et al. 2017).

b) Mécanisme d’entrée dans la rétine
La biodisponibilité des AGPI a court terme peut étre mesurée dans le plasma et le sérum

(Katan, Deslypere et al. 1997; Cao, Schwichtenberg et al. 2006), et refléte la prise alimentaire
sur quelques jours. Le dosage plasmatique des AGPI permet de conclure sur le passage de la
barriére intestinale, qui peut étre influencé par différents facteurs comme la galénique ou la
composition de 1’alimentation. Toutefois, il ne refléte pas directement 1’incorporation des

AGPI dans les membranes des tissus cibles, ou a lieu I’activité physiologique.

Le dosage en AGPI dans les érythrocytes semble un meilleur candidat que le plasma pour la
mesure des AG circulants car il refleterait la disponibilité a plus long terme, compte tenu de
leur durée de vie de 120 jours (Ebaugh, Emerson et al. 1953; Harris, Sands et al. 2004).
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Effectivement, des études ont corrélé la quantité d’EPA et de DHA dans les membranes des
érythrocytes avec la quantit¢ d’AGPI @3 dans certains tissus comme le cceur, le foie et les
reins (Harris, Sands et al. 2004; Metcalf, James et al. 2007; Tu, Muhlhausler et al. 2013). Au
niveau de la rétine, des corrélations sur des modéles en développement ont été realises
(Carlson, Carver et al. 1986; Makrides, Neumann et al. 1994; Sarkadi-Nagy, Wijendran et al.
2004). Toutefois, ces modeles en développement sont caractérisés par leur importante
intégration du DHA, et ne permettent donc pas d’extrapoler le taux du DHA dans la rétine

adulte.

Une étude préliminaire réalisée dans notre équipe sur les érythrocytes a néanmoins identifié
des potentiels biomarqueurs circulant du profil lipidique de la rétine. Ainsi, des analyses en
chromatographie en phase liquide couplées a la spectrométrie de masse (LC-MS) ont permis
une évaluation quantitative des différentes classes de PL. Les résultats obtenus dans cette
étude permettent de faire des corrélations entre les concentrations de certaines classes de PE
dans les érythrocytes et les PE contenant des AGPI-LC de la rétine (Acar, Berdeaux et al.
2012). Des études complémentaires sont nécessaires afin d’augmenter le nombre de sujets et

améliorer le biomarqueur afin d’identifier le DHA.

De plus, la composition en AG du tissu adipeux refléte la composition de la prise alimentaire
(London, Sacks et al. 1991; Leaf, Connor et al. 1995; Marckmann 1999). Ainsi, la
comparaison du profil du tissu adipeux orbital avec le profil de la neurorétine et de ’EPR
permet d’établir si la rétine est susceptible aux modifications de I’alimentation. Une étude
réalisée dans notre équipe, a permis de mettre en évidence que la neurorétine était trés peu
susceptible de modifier son profil lipidique suite aux modifications de 1’alimentation
(Bretillon 2008). En effet, aucune corrélation n’a ét¢ établie entre les AG tissu adipeux et les
AG contenus dans la neurorétine. En revanche, les AG trans présents dans le tissu adipeux
(apportés par I’alimentation riche en AG trans), sont retrouvés au niveau de I’EPR associés au
PL et aux esters de cholestérol (EC). De méme, les concentrations d’acide linoléique dans le
tissu adipeux et sur les esters de cholestérol de I’EPR sont trés proches. Ces données
permettent de suggérer que les EC contenant les AG trouvés dans I’EPR et la choroide sont le
reflet de la composition de la prise alimentaire. Or, les LDL sont pour 50%, formés d’EC
(Teerlink, Scheffer et al. 2004), qui peuvent donc étre considérés comme les transporteurs
d’AGPI dans la rétine.
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Ainsi, les LDL participent activement a 1’apport des AGPI dans la rétine, a partir de la
circulation sanguine (Gordiyenko, Campos et al. 2004; Tserentsoodol, Gordiyenko et al.
2006; Tserentsoodol, Sztein et al. 2006), et particulierement pour le DHA (Wang and
Anderson 1993), aprés un remodelage actif dans I’EPR (Curcio, Presley et al. 2005; Li,
Chung et al. 2005). La rétine, en contact étroit avec I’EPR, remodéle de maniére majeure les
lipides, participant a une absorption de certains AG, selon leur importance physiologique.
Ainsi, depuis 1’alimentation, via les LDL dans la circulation sanguine, les AG contenus dans
les EC provenant de I’EPR/choroide, pourraient étre la source favorite des AG pour la rétine
(Bretillon, Thuret et al. 2008). Ceci est renforcé par une étude qui met en avant
I’augmentation de 1’incorporation du DHA dans la rétine via I’augmentation de 1’expression
du récepteur au LDL dans la rétine, induit par une I’alimentation pauvre en oméga 6 (Simon,

Bardet et al. 2011).

Ainsi, le DHA est dans un premier temps synthétisé dans le foie a partir des précurseurs
apportés par I’alimentation, et est transféré a la circulation sanguine via les lipoprotéines. Par
la suite, il est transféré a I’EPR, puis, via la matrice inter-photorécepteurs, et est capté par les
segments internes grace au récepteur 1 de I’adiponectine (AdipoR1) (Rice, Calandria et al.
2015). Il est ensuite utilisé et recyclé dans les segments externes des photorécepteurs (Gordon
and Bazan 1997; Rodriguez de Turco, Parkins et al. 1999) (Figure 24).

Ainsi, la suppression de 1’AdipoR1 induit une réduction de 1’absorption du DHA, une
altération du renouvellement des disques des segments externes, une diminution de la
production des AGPI-VLC contenu dans les PC, et la fonction et la survie des PR est donc
compromise (Rice, Calandria et al. 2015). L’ AdipoR1 est également exprimé dans les cellules
de I’EPR, permettant la rétention du DHA. Or, I’AdipoR1 est régulé par 1’hormone
adiponectine, sécrétée par les adipocytes. Elle améliore la sensibilit¢ a 1’insuline, est
considérée comme un facteur de survie et présente des propriétés anti-inflammatoires
(YYamauchi, Kamon et al. 2003; Yamauchi and Kadowaki 2013). De plus, chez les personnes
et des modéles murins diabétique de type 1, 1’AdipoR1 et ’adiponectine sont surexprimés
dans la neurorétine et ’EPR (Lin, Qiu et al. 2013). Aussi, un polymorphisme du géne
AdipoR1 a été associé a la DMLA (Kaarniranta, Paananen et al. 2012). L activation de la voie
de I’adiponectine par la supplémentation en AGPI-LC ®3, inhiberait la métalloprotéinase
matricielle (MMP9) et I’activation des cellules endothéliales choroidiennes, dans deux

modeéles rongeurs de DMLA (VIdIr” et impacts lasers dans la membrane de Bruch) (Fu, Liegl
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et al. 2017). L’AdipoR1 est donc un excellent candidat permettant d’expliquer le mode
d’action des AGPI-LC dans les pathologies rétiniennes.

Les données disponibles suggerent que le DHA provenant de I’alimentation ne compterait que
pour une part mineure dans la composition en DHA de la rétine (Bretillon, Thuret et al. 2008),
méme si le DHA provenant directement d’une source marine est plus efficace de 8% que
I’administration de I’ALA pour I’incorporation de DHA dans le cerveau (Rapoport, Ramadan
et al. 2011; Lacombe, Giuliano et al. 2017).

De plus, il semblerait que les photorécepteurs et les cellules gliales expriment la A6
désaturase, et aient la capacité de synthétiser le DHA a partir de ’EPA. Ce mécanisme leur
permettrait de se protéger du stress oxydant, et de combler les besoins de maniere rapide et

locale (Simon, Agnolazza et al. 2016).
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C) Role des AGPI LC @3 dans les pathologies rétiniennes
Environ 20% du poids de la rétine seche est composé de lipides, et plus de la moitié des

acides gras qui la compose sont des AGPI. Le DHA notamment, est un acide-gras se trouvant
dans le segment externe des photorécepteurs, indispensable a leur survie. L’importante
concentration de cet acide gras dans la rétine et ses propriétés anti-inflammatoires, lui confére

un role important dans les pathologies oculaires (Kishan, Modjtahedi et al. 2011).

En effet, une diminution du DPA (22:5 n-3), du DHA et de certains AGPI-VLC (24:5 n-3) a
été observée dans les rétines atteintes de DMLA précoce et intermédiaire par rapport a des
rétines saines du méme age (Liu, Chang et al. 2010), suggérant une vulnérabilité de la rétine
associée a une diminution d’AGPI-LC n-3 et AGPI-VLC n-3.

De plus, la consommation d’AGPI 3, de poisson riche en ®3 et de noix ont montré des effets
protecteurs dans le développement de la DMLA précoce et tardive (Kishan, Modjtahedi et al.
2011), ainsi qu’une diminution des risques de la développer (Querques, Forte et al. 2011).
Une méta-analyse a également montré un effet inverse entre une importante consommation
d’AGPI de type oméga 3 et le développement de la DMLA tardive (OR 0,62 ;95% CI1 0,48 a
0,82) (Chong, Kreis et al. 2008). D’autre part, la consommation de lipides trans peut
potentiellement augmenter le risque de DMLA (Kishan, Modjtahedi et al. 2011).

Une étude a montré ’effet positif d’une importante consommation d’oméga-3 chez des
personnes consommant de faibles quantités de LA, un oméga 6 (Seddon, Rosner et al. 2001).
Pour que I’efficacité de la prise alimentaire des oméga 3 soit optimale, le ratio entre oméga 6
et oméga 3 doit étre bien déterminé. Ainsi, le ratio idéal oméga 6/ oméga 3 serait de 3: 1 ou
4 : 1, alors qu’il est aujourd’hui de 10-50:1 pour la plupart des Américains (Seddon, George et
al. 2006).

De plus, un effet bénéfique de la prise alimentaire de DHA, d’EPA et d’autres @3 sur les
genes responsables de la DMLA (CFH Y402H, ARMS2 A69S) et a été révélé dans 1’étude

Rotterdam (Ho, van Leeuwen et al. 2011).

Toutefois, il existe peu de données démontrant les bénéfices d’une supplémentation en
uniquement des AGPI de type oméga-3 pour la DMLA. L’ANSES recommande alors un
apport journalier de 500 mg par jour d’EPA + DHA.

De plus, les APGPI-LC (DHA et AA), ont été suspectés avoir un réle clé dans la pathogenese

du diabéte, en influencant le métabolisme du glucose et des lipides (SanGiovanni and Chew
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2005). En effet, les AGPI-LC ®3, inhibent des mécanismes cellulaires et biochimiques
impliqués dans la pathophysiologie de la RD, notamment la voie de la PKC, I’aldolase
réductase, la production des produits de glycation avancés, mais également 1’expression du
VEGF, la perte des péricytes et I’agrégation plaquettaire (SanGiovanni and Chew 2005). De
méme, ils préviennent les altérations vasculaires induites par le diabete (Tikhonenko, Lydic et
al. 2013). Des études ont associé¢ la consommation de poisson, ou d’AGPI-LC ®3, avec la
diminution des altérations de la rétine, ou le développement de RD (Sasaki, Kawasaki et al.
2015; Sala-Vila, Diaz-Lopez et al. 2016; Chua, Chia et al. 2018).

En effet, les patients diabétiques et les modéles animaux de diabéte présentent des
modifications de leur composition en acides gras et en phospholipides (Min, Ghebremeskel et
al. 2004; Tikhonenko, Lydic et al. 2010). Les personnes diabétiques de type 2 présentent
notamment moins d’AGPI-LC ®3 et w6, au sein des membranes des globules rouges,

indépendamment du stade de leur RD (Koehrer, Saab et al. 2014).

Finalement, il semble que quel que soit la pathologie oculaire concernée, le sérum des patients
présentent des taux d’AGPI-LC o3 plus faibles (Buhler, Bucher et al. 2016).

3. La biodisponibilité en AGPI-LC de type oméga 3
L’AA et le DHA proviennent principalement de I’alimentation, bien que les Humains puissent
directement les synthétiser a partir du LA et de ALA. Le LA et ’ALA sont retrouvés dans les
légumes, mais leur taux de conversion est trés faible (<1%) chez 1’adulte sain (Plourde and
Cunnane 2007). L’alimentation des pays industrialisés est caractérisée par le déséquilibre du
ratio m6/@3, avec une alimentation 20 fois plus riche en ®6 qu’en ®3 (Simopoulos 2002;
Simopoulos 2011). En effet, comme vu dans les chapitres précédents, les pays industrialisés
ont modifié leur comportement alimentaire. La prise alimentaire est caractérisée par
I’augmentation de la consommation de nombreuses sources de LA, retrouvé notamment dans
de nombreux produits industrialisés, par exemple par 1’ajout d’huile de tournesol (60%), ou
encore contenant de I’AA, notamment dans la viande (5 a 10%). La consommation d’aliments
contenant des sources d’ALA, (I’huile de colza (10%), les noix, ou encore ’EPA et le DHA
contenus dans les poissons gras, comme le saumon, le hareng, le maquereau ou encore la
sardine) est trop faible en proportion. Or, la société internationale sur 1’étude des AG et des
lipides (ISSFAL) recommande un ratio LA/ALA de 4 a 5 et une supplémentation de DHA et
d’EPA d’environ 500 mg journaliers, pour atteindre les besoins de I’organisme et éviter les

risques cardiovasculaires (Burdge 2004; Lucas, Asselin et al. 2009).
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La supplémentation de I’alimentation ne dépend pas uniquement de la quantité de substance
ingérée, mais également de sa biodisponibilité. La biodisponibilité référe a la quantité de
substance active qui atteint la circulation ou le site cible, c’est-a-dire ou 1’action
physiologique a lieu. Cette quantité peut étre trés significativement inférieure a la quantité
initialement absorbée (due au métabolisme et a 1’excrétion). Ainsi, la disponibilité pour la
rétine des 3 ingérés dépend de nombreux facteurs tels que les propriétés physicochimiques
(phospholipides ou triglycérides), I’effet de la matrice (composition des autres aliments

ingérés en méme temps), la métabolisation apres ingestion, I’état de santé.

Ainsi, des études indiquent que la diminution de la prise alimentaire de sources riches en LA
sont bénéfiques pour la biodisponibilité des AGPI-LC de type oméga 3 dans la rétine,
concomitamment a 1’augmentation de I’expression du récepteur aux LDL dans la neurorétine
(Simon, Bardet et al. 2011), confirmé par des études cliniques et précliniques (Blanchard,
Pedrono et al. 2013; Taha, Cheon et al. 2014). De plus, la prise alimentaire d’acide palmitique
(C16:0), également retrouvé en quantité non négligeable dans 1’alimentation industrielle, et
produit par la lipogenese de novo, inhiberait la synthese des AGPI, en interférant avec
I’enzyme A6 désaturase (Park, Kothapalli et al. 2016).

L’age influence également I’intégration du DHA dans les membranes. En effet, une étude a
compareé le plasma de jeunes personnes (24 + 2 ans) a celui de personnes plus agées (74 + 4
ans), soumis pendant 3 semaines a 1g de DHA+EPA par jour. Les résultats indiquérent que le
plasma des personnes agées contenait plus de DHA que celui des plus jeunes, mais il est
néanmoins difficile de dire si ce niveau de DHA plasmatique refléte le DHA membranaire au

niveau des tissus (Vandal, Freemantle et al. 2008).

La biodisponibilit¢ de ’EPA ou du DHA dans la rétine, apportés par 1’alimentation sous
forme de phospholipides ou sous forme de triglycérides est actuellement au cceur du débat
(Schuchardt, Schneider et al. 2011; Salem and Kuratko 2014; Ulven and Holven 2015;
Yurko-Mauro, Kralovec et al. 2015). Effectivement, la biodisponibilité de I’EPA et du DHA
est bien I’enjeu, au regard de leur propriétés anti-inflammatoires, et de leur réle au niveau de

la rétine.

Les sources d’AGPI-LC de type ®3 pour I’Homme sont principalement retrouvés dans les
poissons d’eau froide, de type hareng, maquereau, thon, saumon, et dans le Krill (Euphausia
superba) et les micro-algues. Ces différentes sources marines different par la quantité et la

structure des AGPI qui les composent. Aussi, les huiles de poissons sont composees de
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manicre majoritaire de TG, tandis que ’huile de Krill est plus riche en PL. De plus, si les
huiles naturelles contiennent moins de 20% d’EPA et de DHA, il est possible d’enrichir ces

huiles par des méthodes de transestérification afin qu’elles atteignent aux alentours de 90%

d’EPA et de DHA.

Aussi, de nombreuses études ont comparé 1’absorption des AGPI apportés sous forme de PL,
de TG, d’esters éthyliques (EE), mais les conclusions restent difficiles a établir compte tenu
des variations entre les études sur les doses utilisées, la population étudiée, la durée de 1’étude
et les parametres mesurés (Schuchardt and Hahn 2013). Ainsi les études mettent en évidence
une meilleure biodisponibilité des TG-AGPI par rapport aux EE-AGPI. Les acides gras libres
(AGL), méme s’ils apparaissent plus biodisponibles, sont extrémement sensibles a
I’oxydation et ne sont donc pas utilisés pour les supplémentations car ils induiraient a la fois
une perte d’efficacité et des désagréments gastro-intestinaux (Lawson and Hughes 1988;
Davidson, Johnson et al. 2012).

Les conclusions des études qui comparent la biodisponibilité des AGPI-PL et des AGPI-TG
sont assez variables. En effet, Maki et ses collaborateurs mettent en évidence une meilleure
biodisponibilité de 1’huile de Krill (riche en PL) par rapport a 1’huile de poisson (riche en TG)
(Maki, Reeves et al. 2009), alors qu’Ulven ne reléve pas de différence (Ulven, Kirkhus et al.
2011). Mais ici encore, les populations étudiées sont différentes (sujets obeses versus normo-
pondéraux). D’autres études sont aujourd’hui nécessaires pour vérifier ces éléments et faire

entrer des acteurs plus responsables écologiquement que sont les micro-algues.

Enfin, la galénique est un élément essentiel et trés impactant dans la biodisponibilité des
suppléments administrés (Davidson, Johnson et al. 2012). Par exemple, 1’émulsion d’un
apport d’AGPI augmente 1’absorption dans le plasma par rapport & un apport classique. En
effet, ’émulsion permet la formation de trés fines gouttelettes, facilitant le clivage des

liaisons TG-AGPI par la lipase pancréatique (Garaiova, Guschina et al. 2007).

Ainsi, la supplémentation en DHA et EPA apparait comme une stratégie dans les pathologies
oculaires comme la DMLA et la RD, mais également dans la résolution des deésordres
métaboliques, de par leurs propriétés anti-inflammatoires d’une part, et afin de compléter la

perte de DHA dans la rétine d’autre part.
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V. Objectifs et enjeux de thése

Les déséquilibres de notre alimentation, associés a la sédentarité, sont a I’origine de
I’installation du syndrome métabolique dont la prévalence est croissante dans les populations
occidentales. Le syndrome métabolique est un état physiologique qui regroupe un ensemble
de parameétres comme 1’adiposité abdominale, la dyslipidémie, la résistance a 1’insuline et
I’hypertension. Les fonctions rénales, cardiaques et musculaires sont connues pour étre les
cibles privilégiées du syndrome métabolique et plus encore du diabéete de type 2 dont le
syndrome métabolique est un facteur de risque majeur. En revanche, peu de données sont
disponibles sur les conséquences d’un syndrome métabolique sur la rétine, a 1’exception de
nos données qui montrent que le syndrome métabolique favorise de maniere précoce
I’altération de la fonction de la rétine et le développement de complications a long terme.
Certains genes impliqués dans le stress mitochondrial et dans les cascades de signalisations
pour la survie cellulaire présentent des modifications d’expressions dans la rétine. Toutefois,
ces données ne rendent pas compte des modifications du métabolisme général, des
modifications ultrastructurales de la rétine, ainsi que de certaines modifications induites par
I’inflammation. L’objectif de la thése est de caractériser les mécanismes entrainant 1’altération
de la rétine et de proposer de nouvelles stratégies de prévention a partir d’acides gras poly-
insaturés de type oméga-3. Pour ce faire et compte tenu des nouvelles sources d’oméga-3
disponibles sur le marché, nous avons étudié la biodisponibilité des acides gras poly-insaturés
de type omeéga-3 provenant de sources différentes et administrées dans 1’alimentation d’un

modele animal rongeur.

La premiére étape du projet a consisté en I’induction d’un syndrome métabolique chez un
modele animal, le rat Brown Norway. Les animaux furent soumis a un régime alimentaire soit
standard, soit riche en fructose (60%) et lipides saturés (10%) ou HFHF, connu pour induire
un syndrome métabolique. Trois groupes d’animaux ont ainsi été formeés, qui correspondaient
a trois durées différentes de régime : huit jours, quatre semaines et douze semaines.
Différentes procédures expérimentales furent exécutées a la fin de chaque durée de régime
selon le schéma expérimental suivant afin d’évaluer certains parameétres métaboliques des
animaux (glycémie, lipémie, insulinémie, tolérance au glucose, sensibilité a I’'insuline) d’une
part, la fonction de la rétine et 1’évolution des complications de type néovasculaire d’autre

part.
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La deuxieme étape du projet était d’évaluer la souche de rats la plus prompte a développer
une dyslipidémie lors d’une alimentation HFHF. Pour ce faire, des rats Wistar et des rats
Brown Norway ont été soumis a un régime HFHF pendant huit jours ou quatre semaines. A
I’issue de ces durées, des tests de tolérance a 1’insuline, des tests de tolérance au glucose, des

analyses des lipides hépatiques et des lipides plasmatiques ont été réalises.

Enfin, la derniere étape du projet de theése avait pour but d’évaluer I’intégration d’acides gras
de type oméga-3 dans différents tissus, dont la rétine. Pour ce faire, quatre formulations a base
de différentes sources d’oméga 3 ont été déterminées, et comparées a un groupe contréle, ne
contenant pas d’oméga 3. Ces régimes contenaient 10% de lipides, dont la composition
différait. Ainsi, sept groupes différents correspondant a sept variations de la partie lipidique
des croquettes ont été utilisés :

- Phospholipides - EPA (PL-EPA)

- Phospholipides — DHA (PL-DHA)

- Triglycérides — EPA (TG-EPA)

- Triglycérides — DHA (PL-DHA)

- 100 % Phospholipides — DHA (oeuf)

- Mélange triglycérides et phospholipides liant EPA et DHA (hareng)

- Sans EPA ni DHA (Contréle)
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Etudes
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I. Caractérisation dans le temps des changements systémiques

induits par un régime diabétogene

A. Problématique
Le syndrome métabolique (SMet) constitue un facteur de risque de développement de la

rétinopathie diabétique (RD) et de la dégénérescence maculaire li¢é a 1’age (DMLA),
premieres causes de déficiences visuelles dans les populations occidentales, avant et apres 50
ans, respectivement (Klein and Klein 2013). L’incidence du SMet est en augmentation a
travers le monde et le SMet touche 20 a 25 % de la population (Torgerson, Hauptman et al.
2004). Son developpement serait d0 aux changements de nos modes de vies qui se
sédentarisent et a une dérégulation de la balance énergétique. Le SMet se caractérise par des
anomalies métaboliques comme la dyslipidémie, I’hyperglycémie, la résistance a 1’insuline,

I’hypertriglycéridémie, I"hypertension et I’obésité abdominale (Alberti, Eckel et al. 2009).

La consommation d’importantes quantités de fructose et lipides saturés contenues dans les
produits ultra-transformés est décrite comme induisant des altérations métaboliques comme la
dyslipidémie et I’hyperglycémie (Stanhope, Schwarz et al. 2009; O'Connor, Imamura et al.
2015). Toutefois, en laboratoire, les résultats concernant les altérations métaboliques induites
par une alimentation riche en fructose divergent entre les études. En effet, la multiplicité des
protocoles concernant la souche de rat utilisée, la durée d’administration du régime, la
manicre d’administrer le fructose (dans 1’eau de boisson ou 1’alimentation) et sa composition,
I’age des animaux au départ des expériences, sont autant d’éléments qui entrainent des
variabilités dans la réponse métabolique. Dans ce contexte, trés peu d’études prennent en
compte les conséquences de ce type d’alimentation sur la rétine. En effet, la plupart des études
utilisent des outils génétiqgues ou pharmacologiques pour [I’induction d’altérations

microvasculaires dans la rétine en relation avec le diabete.

Seule une étude realisée dans notre équipe montre les modifications précoces de la rétine de
rats nourris avec 60% de fructose. Les causes des altérations précoces de la vision reportée
dans les cas de syndrome métabolique sont néanmoins toujours débattues. Aucune autre étude
utilisant du fructose uniquement, y compris celle de notre équipe, ne permet I’induction de
I’ensemble des critéres constituant le syndrome métabolique, dont la dyslipidémie et

I’hyperglycémie, et les altérations au niveau de la rétine, simultanément.
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Dans 1’étude qui va suivre, notre hypothése est qu’une alimentation riche en fructose, mais
également en lipides saturés, est suffisante pour induire un syndrome métabolique et des
altérations de la tétine chez le rat. Pour cela, nous avons caractérisé les conséquences d’une
alimentation riche en fructose (60%) et lipides saturés (9%) (HFHF) chez le rat Brown
Norway, sur le métabolisme du glucose et des lipides ainsi que sur la fonction et le
développement d’altérations vasculaires dans la rétine, et ceci sur une échelle de temps de huit

jours, cing semaines et treize semaines de régime.

Ces résultats font I’objet d’une publication soumise dans le journal Scientific reports.
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ABSTRACT

The prevalence of metabolic syndrome (MetS) is about 35% in the American population and
Is increasing, due to feeding behaviour and way of life changes. MetS is the main risk factor
for diabetes mellitus, which is associated to vascular changes in the retina. However, the early
consequences of MetS in the retina are not well described. We therefore aimed at
characterizing the early effects of a high fructose and high fat diet (HFHF) on the function
and structure of the rat retina, and evaluate the associations with metabolic changes. Brown
Norway rats were fed for 8 days, 4 weeks or 12 weeks with HFHF diet, or a standard chow.
After only 4 weeks of this diet, rats exhibited a loss in cone photoreceptor sensitivity to light.
In the same time, we observed that MetS exacerbated laser-induced choroidal
neovascularization. This decline in visual function and increased neovascularization were
associated with deregulation of glucose metabolism but not lipid metabolism. These data
show retinal modifications in HFHF-induced MetS in the rat, at very early stage of the
disease. These findings are consistent with epidemiological data reporting MetS as a risk

factor for neovascular age-related macular degeneration.
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INTRODUCTION

Metabolic syndrome appears to be a risk factor for the development of Diabetic Retinopathy
(DR) (Gao, Xin et al. 2016) and Age-related Macular Degeneration (AMD) (Ghaem Maralani,
Tai et al. 2015), which are the leading causes of visual impairment in western populations
before and after the age of 50 years, respectively (Klein and Klein 2013). Associated with
lifestyle changes, i.e. low physical activity and high energy intake, the incidence of metabolic
syndrome is increasing worldwide (Alberti, Eckel et al. 2009), reaching 20-25% of the adult
population (Torgerson, Hauptman et al. 2004). Metabolic syndrome is characterized by a
cluster of abnormalities like dyslipidaemia, hyperglycaemia, insulin resistance,
hypertriglyceridaemia, hypertension, and an excess of abdominal fat (Alberti, Eckel et al.
2009). Consumption of fructose via processed food and as sweetener is now well described to
trigger metabolic disturbances like dyslipidaemia and hyperglycaemia (Stanhope, Schwarz et
al. 2009; O'Connor, Imamura et al. 2015). Metabolic disturbances observed in fructose fed
rats are divergent from one study to another because differences in study design (Akram and
Hamid 2013), animal strain (Montgomery, Fiveash et al. 2015), duration of the diet, route of
fructose administration (de Moura, Ribeiro et al. 2009), age of the animals. Only few animal
models take into account the consequences of poor food quality on retina (King 2012).
Indeed, most studies use genetics or pharmacological drug administration to trigger
microvascular alterations in the retina in connection to diabetes. To our knowledge, only one
study showed that there are early modifications in the retina of rats fed with 60% of fructose
(Thierry, Pasquis et al. 2014). The causes of the early consequences of visual impairment
reported in metabolic syndrome are nevertheless still under debate (Poh, Mohamed Abdul et
al. 2016).

It must be noticed that no study using fructose alone, including our (Thierry, Pasquis et al.
2014), recapitulated all the clinical features of metabolic syndrome, including dyslipidaemia

and hyperglycaemia on the one hand, and retinal alterations on the other hand.

In the present study, we hypothesized that a high fructose plus high fat diet would be
sufficient to trigger metabolic syndrome and retinal alterations in the rat. For that purpose, we
characterized the consequences of feeding Brown Norway rats with a 60 % Fructose — 9 %
saturated fat-diet in a time dependent manner on lipid and glucose metabolisms as well as on

the functioning and development of vascular alterations in the retina.
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RESULTS
HFHF diet induced an increase in body fat but not in body weight.

Food consumption and rat’s body weight were recorded weekly during the entire experiment.
A significantly higher food and water consumption was observed in rats fed with the standard
diet compared to rats fed with HFHF diet (P < 0.05). But no difference in energy intake was
reported between both groups (Supplementary Fig. 1). As shown in Fig. 1, standard fed rats
had significantly higher body weight than HFHF fed rats from 8 weeks of diet until the end of
the experiment (P < 0.05).

Body fat was measured by non-invasive EchoMRI. HFHF fed rats had larger body fat mass
than rats from the standard diet at 4 weeks of diet (P < 0.05) but this effect was not persistent.
Despite the percentage of lean mass did not significantly change between HFHF and Standard
groups, the percentage of total water marginally decreased in the HFHF fed rats at 4 weeks (P
< 0.05).

HFHF diet induced hyperglycaemia, glucose intolerance, insulin resistance, but not

dyslipidaemia.

Plasma lipids were quantified at 8 days, 5 weeks, and 13 weeks of diet, shown in Fig.2 B, E,
H. At 8 days of feeding, HFHF diet triggered a decrease in TC (P < 0.001), as well as in
HDL-C (P < 0.01) and LDL-C (P < 0.05). No changes were observed for TG. After 5 weeks
of feeding, there was a decrease in LDL-C (P < 0.01) and a significant increase in HDL-C (P
< 0.01). On the contrary, no differences were observed between HFHF fed rats and standard

fed rats at 13 weeks.

Cytokines in the plasma were also evaluated at each time-point, shown in Fig.2 C, F, I. There
was no difference in the levels of insulin, leptin, IL1B and TNFa at 8 days and 5 weeks of
feeding between both diets. Insulinaemia was higher in HFHF rats at 13 weeks of diet (P =
0.07). Moreover, there was an increase of 170% TNFa plasma level (P < 0.05), and a decrease
of 72.5% IL1P level in HFHF rats compared to rats fed the standard diet at 13 weeks of diet
(P <0.05).

Fasted glycaemia was higher in HFHF fed rats vs Standard fed rats at 8 days (P < 0.0001), 4
weeks (P < 0.001) and 12 weeks (P < 0.01), shown in Fig.2 A, D, G. Intraperitoneal Glucose
Tolerance Test (ipGTT) and intraperitoneal Insulin Tolerance Test (ipITT) were performed to
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evaluate glucose metabolism, shown in Fig.3. HFHF induced glucose intolerance at 8 days (P
< 0.001), 4 weeks (P < 0.01) and 12 weeks (P < 0.05) of diet, as exemplified by a
significantly higher area under the curve (AUC) of plasma glucose in ipGTT. Moreover,
HFHF fed rats during 12 weeks had higher insulin levels during ipGTT as compared to
standard fed rats (P < 0.05). HFHF diet induced also insulin resistance as illustrated by higher
blood glucose as compared to Standard fed rats in ipITT. Indeed, HFHF fed rats had a
significant higher AUC at 8 days (P < 0.001), 4 weeks (P < 0.001) and 12 weeks (P < 0.001)

compared to Standard fed rats.
HFHF diet induced liver steatosis

The hepatosomatic index was higher in HFHF fed rats at 5 weeks (P < 0.05) and 13 weeks (P
< 0.01), shown in Fig.4. The increase of total lipids in the liver of HFHF fed rats during 5
weeks (P < 0.0001) suggested the development of liver steatosis. Regarding the quantification
of fatty acids in the liver, 5 weeks of HFHF diet induced an increase of polyunsaturated fatty
acids (P < 0.01) particularly omega-6 classes and on the contrary a decrease of
monounsaturated fatty acids (P < 0.01). At 13 weeks of HFHF diet, we measured the
accumulation of monounsaturated fatty acids (P < 0.001) and depletion in polyunsaturated
fatty acids (P < 0.01), both omega-6 and omega-3 classes, hallmarks of liver steatosis.

HFHF diet induced a partial loss of cone sensitivity

ERG response

To assess the functional consequences of HFHF diet on the retina, electrical activity of the
retina in response to light was measured by electroretinography (ERG) as described
earlier(Thierry, Pasquis et al. 2014). ERG was recorded after 7 days, 4 weeks and 12 weeks of
diet, under dark-adapted scotopic conditions, and light-adapted photopic conditions. Latencies
and amplitudes of both a- and b-waves corresponding to the function of photoreceptors and
inner retina respectively were measured. Those parameters were unchanged by HFHF diet at
any time, neither in scotopic (Supplementary Table 1-3) nor in photopic conditions
(Supplementary Table 4). Flicker ERG was used to record rod and cone photoreceptors
sensitivity to light stimulus at fixed frequency of 8.02Hz. Our data showed no differences on
the sensibility of rod and cone photoreceptors in rats fed during 8 days with the diets.
However, we observed a shift to the right of the maximum response of cone photoreceptors in
rats fed with HFHF diet compared to rats fed with standard diet (A = 0.5 log(I)), at 4 weeks
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and 12 weeks, shown in Fig.5. Altogether, these data suggest a partial loss of cone sensitivity
in rats fed with HFHF diet compared to standard diet.

HFHF diet promoted choroidal neovascularization in the retina

Retinal and choroidal vasculatures were evaluated using cSLO angiography after injection of
fluorescein and indocyanin green dyes, respectively. Angiography was performed 1, 2 and 3
weeks after the induction of choroidal neovascularization with laser impacts in Bruch’s
membrane. Fluorescein angiography did not show differences between HFHF diet and
standard diet. However, ICG angiography revealed an increase of choroidal
neovascularization at 2 weeks (Fig.6, +64 %, P = 0.06) and 3 weeks (+72%, P < 0.05) after

impacts in Bruch’s membrane in rats fed with HFHF.
HFHF diet induced retinal gliosis

The activation of Miller cells was evaluated by semi-quantification of the immunolabeling
against the glial fibrillary acidic protein (GFAP). Immunoreactivity was scored from “no
stain” to “strong” using a standardized procedure, from retinas of HFHF fed rats and Standard
fed rats. The results expressed the percentage of the 4 stages of activation of Muller cells in
the retina. Blinding scoring revealed higher stain of GFAP cells in HFHF retinas compared to
Standard retinas (Fig.7, P < 0.01). The retinas of HFHF fed rats were characterized by a
higher effective in the high score suggesting that HFHF diet promoted a pro-inflammatory

environment.
DISCUSSION

Diabetic retinopathy (DR) and Age-related Macular Degeneration (AMD) are different
diseases. Nevertheless, they share common pathogenic pathways such as cellular
inflammatory response and oxidative stress. A systematic review and meta-analysis of the
literature revealed that diabetes would be a risk factor for the neovascular form of advanced
AMD (OR=1.48 [1.44-1.51, 95% CI] from cross-sectional studies; OR=1.15 [1.11-1.21, 95%
ClI] from case-control studies). Interestingly no association was found with early AMD or the
geographic atrophy form of advanced AMD (Chen, Rong et al. 2014). Data from the Blue
Mountains Eye Study in Australia pointed that obesity, high glucose and high triglyceride
were associated with the increased incidence of late AMD during a 10-year follow-up (Ghaem
Maralani, Tai et al. 2015). The objective of the present work was to identify the early effects

of the consumption of a pro-diabetogenic diet composed by high saturated fat and high
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fructose on the retina. We observed that rats fed with HFHF during 13 weeks presented a
greater body fat gain but not a body weight gain as compared to Standard fed rats. Moreover,
calorie intake per week was similar in both groups meaning that HFHF diet leads to de novo
lipogenesis (Woodie and Blythe 2017). The induction of lipogenesis probably resulted from
insulin resistance and hepatic dyslipidaemia (Allen and Leahy 1966; Bar-On and Stein 1968).
Adipose tissue also has a secretory role. The development of body fat is responsible for the
secretion of pro-inflammatory cytokines such as tumor necrosis factor (TNF)-o and
interleukin (IL)-6. This inflammation could contribute to insulin resistance (Hotamisligil,
Peraldi et al. 1996). Our results showed an increase of TNF-a in the plasma of HFHF fed rats
during 13 weeks, but not at earlier stages, while insulin resistance was already installed.

Fructose is known to induce a metabolic syndrome characterized by an increase of central fat,
a dyslipidaemia, an insulin resistance in rodent models(Mamikutty, Thent et al. 2014; Toop
and Gentili 2016), as well as in human (Tordoff and Alleva 1990; Bray, Nielsen et al. 2004;
Faeh, Minehira et al. 2005), and particularly in young adults or children (Dennison, Rockwell
et al. 1997; Ludwig, Peterson et al. 2001). Our results showed that HFHF diet induced fasted
hyperglycaemia, glucose intolerance, insulin resistance, very early, i.e. as soon as 8 days after
starting feeding. Moreover, our results showed an increase in insulin levels during GTT.
However, HFHF diet did not induce hyperinsulinaemia and hyperleptinaemia, which is a
feature of later stages of diabetes. Indeed, fructose does not trigger hyperinsulinaeamia in
bypassing the insulin system, since cells in the pancreas lack of the fructose transporter
GLUT 5 (Curry 1989; Sato, Ito et al. 1996).

Furthermore, it seems that HFHF diet was not effective in inducing dyslipidaemia in our
Brown Norway rats. HFHF fed rats have lower plasma levels of total-, LDL- and HDL-
cholesterol at 8 days of diet. A higher level of HDL-Cholesterol and a lower level of LDL-
Cholesterol were observed in HFHF fed rats at 5 weeks compared to Standard fed rats. This is
not surprising because dyslipidaemia, that is characterized by an increase in triglycerides,
total cholesterol and LDL-Cholesterol, commonly appears in men while hyperinsulinaemia is
observed, that is not observed in our case (Hallfrisch, Reiser et al. 1983). Another study by
Crapo and collaborators (Crapo, Kolterman et al. 1986) demonstrated that High-Fructose diet
induces hypertriglyceridaemia in diabetics. These data suggest that a high intake of fructose

can lead to an alteration of lipid metabolism when Diabetes is already installed.
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We should point out that the efficacy of high fructose diet to trigger metabolic changes varies
according to the rat strain (Toop and Gentili 2016) or genetic background of mice
(Montgomery, Fiveash et al. 2015). Indeed the metabolic response to fructose diet depends on
the liver ability to store lipids as a consequence of different enzymatic activities. Indeed, the
liver is essential for the maintenance of glucose and lipid metabolisms because fructose is
completely metabolized in the liver into fructose 1 phosphate, a precursor for triglycerides
(Jurgens, Haass et al. 2005). Regarding these data, the dysregulation of metabolism of glucose
seems to be an early phenomenon of the consequences of the HFHF diet in Brown Norway
rats. Taken together, these results are consistent with the transient increase of total lipids in
the liver at 5 weeks of HFHF diet. The hepatosomatic index is higher in HFHF fed rats during
5 and 13 weeks compared to Standard fed rats which is a hallmark for liver steatosis as
described in many studies (Ackerman, Oron-Herman et al. 2005). The fatty acid profile of
livers showed an increase in polyunsaturated fatty acid and a decrease of monounsaturated
fatty acid in HFHF fed rats during 5 weeks compared to standard fed rats. Meanwhile, HFHF
fed rats during 13 weeks presented an inverse pattern, characterized by an increase in MUFA
and a decrease in PUFA concentrations in the liver. As described by Baena and
collaborators(Baena, Sanguesa et al. 2016), fructose diet causes liver deposition of
triglycerides enriched in MUFA, these features being specific to fructose.

On one hand, the function of inner retinal cells and rod photoreceptors was not altered by the
HFHF diet as revealed by the lack of modification of a-wave and b-wave amplitudes and
latencies in scotopic single-flash electroretinography. However, people who had type 1
Diabetes for less than 5 years had subtle impairment of vision, like a loss of blue sensitive
color vision without visible abnormalities or retinal changes during a careful ophthalmoscopic
examination(Daley, Watzke et al. 1987). Another more recent study reported a relationship in
color vision impairment in diabetes without retinopathy (Gella, Raman et al. 2015). This loss
of sensitivity of photoreceptors appears to be an early indicator of neurodegenerative
symptoms and that neural damage precedes clinical diabetic retinopathy. Indeed, it has been
reported that the thickness of the retinal photoreceptor layer and retinal sensitivity were
decreased in patients with diabetes, although no microvascular changes were observed in the
retina (Verma, Rani et al. 2009). From these studies in human, we wanted to evaluate the
photoreceptors sensitivity in the rat retina at early stages of our conditions of hyperglycaemia,
glucose intolerance, insulin resistance, hepatic steatosis. Thus, in the same rats, we performed

8.02 Hz flicker electroretinography to discriminate between the response of the rod and cone
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photoreceptors and to measure the light intensity leading to the maximal response of each
type of photoreceptors (Seeliger, Grimm et al. 2001). Interestingly, our results suggested a
partial loss of cone sensitivity in fructose fed rats during 4 weeks and 12 weeks, because a
shift to the right of the maximal response, meaning a need of a higher quantity of light to
trigger a maximal electrical response. However the rod response was not affected. Previous
study from our team demonstrated that the alteration in rod sensitivity appeared at 6 month of

fructose fed rats (Thierry, Pasquis et al. 2014).

Altogether, these data show that dysregulation of glucose metabolism, and not dyslipidaemia
induced by HFHF diet cause the first functional deregulation, at very early stages of diabetes.
The debate is still open to find the origin of the functional changes in the retina during a
metabolic syndrome. In our model, it seems that a dysregulation of glucose metabolism may

be the first event in the onset of retinal abnormalities.

Our second cohort of rats was used to investigate the potential impact of HFHF diet the
vascular status of the retina. Laser impacts on Bruch’s membrane using laser
photocoagulation triggers choroidal neovascularization (Grossniklaus, Kang et al. 2010;
Thierry, Pasquis et al. 2014; Lambert, EIShelmani et al. 2016). Our results showed that HFHF
diet during 4 weeks induced an exacerbation of choroidal neovascularization in the retina, 2
and 3 weeks after laser impact on the Bruch’s membrane. This result indicates that HFHF diet
promotes a favorable environment for neovascular events. This model of laser-induced
neovascularization has been used extensively in studies related to exudative form of human
advanced AMD (Lambert, EIShelmani et al. 2016). Numerous growth factors like VEGF,
IGF-1, PDGF were associated with neovascularization events(Tarr, Kaul et al. 2013).
Moreover, chronic hyperglycaemia triggers an early breakdown of the blood retinal barrier,
due to RPE dysfunction, then contributing to edema formation, and neovascularization
(Desjardins, Yates et al. 2016). Muller Glial cells in the retina are the principal glial cells of
the retina. These cells are involved in the control of angiogenesis, in neurotrophic functions
and by their activation, allows reducing neurotoxicity in destroying neural waste products
(Bringmann, Pannicke et al. 2006). This is consistent with our model in which HFHF retinas
presented a stronger expression of GFAP compared to standard retinas. This
immunoreactivity throughout the retina results from an activation of Muller glial cells. GFAP
is the most sensitive early indicator of the activation of glial cells, as soon as there is a retinal
injury. Sustained injury induced by impact laser in the Bruch’s membrane leads to Miiller

glial cells activation at the site of laser impact, in both HFHF retina and Standard retina.
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However, HFHF diet leads to a propagation of this activation, not only at the site of laser
impact but also on the rest of the retina, thus reflecting a global inflammation induced by the
HFHF diet promoting gliosis and therefore neovascularization. Indeed, mechanisms of this
gliosis can be partially explained by in vitro studies showing that hyperglycaemia leads to
mitochondrial oxidative stress in Muller glial cells and induces radial GFAP expression
(Devi, Somayajulu et al. 2017). Moreover, hyperglycaemia triggers secretion of VEGF by
Muiller cells implicating an endoplasmic reticulum stress (Zhong, Li et al. 2012). Further
experiments are necessary to understand the mechanisms and timeframe of HFHF-induced

gliosis related to microvascular events in the retina.

Hyperglycaemia regulates also the insulin receptor signaling (Ola 2014). The local
management of hyperglycaemia will be interesting to investigate. Indeed, one study showed
that retinal endothelial cells did not downregulate glucose transporters in high glucose
conditions, thus creating an environment that is sensitive to the deleterious effects of
hyperglycaemia (Rajah, Olson et al. 2001). Thus, our study associates the dysregulation of
glucose metabolism induced by an HFHF diet with retinal alterations, in a time dependent

manner.

One originality of our study concerns the animal model. We have choses the Brown Norway
strain because it is the most used in choroidal neovascularization models (Lambert, Lecomte
et al. 2013). Nevertheless, it metabolic response to high fructose + high fat diet has never
been studied before. Dyslipidaemia is an essential parameter in the definition of Metabolic
Syndrome. Ninety percent of diabetic patients have both dysregulation of glucose and lipid
metabolisms. Dyslipidaemia is associated with the development of diabetic retinopathy and
patients with dyslipidaemia are at substantially at increased risk for developing macrovascular
and microvascular complications (Mooradian 2009; Tremblay and Hamet 2015). Only few
studies described the mechanisms by which dyslipidaemia impacts the development of
microvascular events in the retina in type 2 Diabetes patients. Despite, it seems that
dyslipidaemia have a direct correlation with the incidence and severity of diabetic retinopathy
(Kowluru, Mishra et al. 2016), and is positively correlated with exudative AMD (Delcourt,
Michel et al. 2001; Ulas, Balbaba et al. 2013). Our results highlight that despite Brown
Norway is resistant to dyslipidaemia, it develops neovascularization. Our study therefore
suggests that dysregulation of glucose metabolism but not dyslipidaemia is sufficient to

favour vascular changes in the retina.
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Our study suggests to pay attention not only to diabetic stages but also to metabolic
syndrome, accounting that dysglycaemia has negative consequences in the retina. Our study
contributes also to the current debate on the role of the diet on the onset of metabolic diseases

and vision alterations.
MATERIALS ET METHODS

a. Animals

All animal experiments were conducted in accordance with the ARVO Statement for the Use
of Animals in Ophthalmic and Vision Research. The ethics committee of our institution
(Comité d’Ethique de I’Expérimentation Animale 105, Dijon, France) approved all
interventions and animal care procedures. Male Brown Norway rats (6 weeks of age, n=80)
were purchased from Charles River (L’Arbresle, France). They were housed in a controlled
environment at 23°C £ 1°C, 55-60% humidity, under a 12-hour light/12-hour dark cycle, 780
lux in light phase, had free access to food and tap water. The rats were acclimatized 2 weeks
before they were fed on either a standard rodent chow (SDS diets, UK) or a chow with 60%
Fructose and 9% pork lard (HFHF) for 1 week (n=32), 4 weeks (n=16) or 12 weeks (n=16).
At each time point, animals were submitted to intraperitoneal glucose tolerance test (ipGTT)
and intraperitoneal insulin tolerance test (ipITT), electroretinography (ERGs) and body
composition analysis by EchoMRI (EchoMRI 500, Houston, Texas; Plateforme de
phénotypage du petit animal, Dijon, France).

Male Brown Norway rats from one other group of animals (6 weeks of age, n=16) were fed
during 3 weeks with the standard diet or the HFHF diet and submitted to argon-laser

choroidal neovascularization experiments (see below).

b. Measurement of intra peritoneal glucose Tolerance Test (ipGTT) and intra

peritoneal insulin tolerance test (iplTT)

Rats were placed in individual cages and had free access to tap water. ipGTT and ipITT were
performed in 5-h—fasted rats by measuring blood glucose from the tail vein with an automatic
blood glucose analyzer (mylife Pura, Ypsomed) before and at 15, 30, 45, 60, 120 minutes
after intra peritoneal injection of glucose (2 g/kg) or intraperitoneal injection of insulin (0.5
units/kg). Blood samples were collected for insulin measurements during the ipGTT by using
a bead-based AlphalLISA Human Insulin Detection Kit according to manufacturer’s
instructions (PerkinElmer).
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c. Electroretinography

ERGs were recorded after 8 days (n=32), 4 weeks (n=16) and 12 weeks (n=16) of diet,
according to ISCEV (International Society for Clinical Electrophysiology of Vision)
procedures and using a setup described previously (Thierry, Pasquis et al. 2014). Rats were
dark-adapted (A<650nm) overnight before the experiments and prepared for the ERGs under
dim red light. Rats were anesthetized by intraperitoneal injection of ketamine (70 mg/kg body
weight; Imalgene 1000, Merial, Lyon, France) and xylazine (14 mg/kg body weight; Rompun
2%, Bayer, Lyon, France) and their pupils were dilated with 1% tropicamide (Mydriaticum,
Laboratoire Théa, Clermont-Ferrand, France). Rats were kept on a heat pad during the entire
procedure to maintain body temperature at 37°C. Silver needle electrodes served as reference
(forehead) and ground (tail) electrodes, and gold-wire ring electrodes (3 mm) as active
electrodes were positioned on the corneal surface of both eyes. Single-flash recordings were
obtained under dark-adapted (scotopic) conditions from both eyes simultaneously, after the
rats were placed in the Ganzfeld bowl. Stimuli were presented with increasing intensities,
reaching from 0.001 cd.s/m?to 10 cd.s/m? divided into 6 steps (0.001, 0.01, 0.1, 1.0, 3.0, 10.0
cd.s/m?) with an inter-stimulus interval of 5 seconds and 17 seconds up to 1.0 cd.s/m® The
pass-band filter width was 1-300 Hz. Then, light adaptation was performed with a background
illumination of 30 cd/m? presented 10 min before recording to obtain cone response after rod
saturation and to stabilize photopic responses. Stimuli under light-adapted photopic
conditions were presented with increasing intensities, reaching from 0.3 cd.s/m®to 10 cd.s/m?,
divided into 4 steps (0.3, 1.0, 3.0, 10.0 cd.s/m?) with an inter-stimulus interval of 5 seconds
and 17 seconds up to 1.0 cd.s/m?. The pass-band filter width was 100-500 Hz.

After amplification, the signal was digitized and processed. The amplitudes and latencies of
the a- and b-waves were analyzed.

The Flicker ERG examination consisted in fixed frequency 8.02 Hz light stimulation, (n=8
rats per group). The responses were recorded using ten increasing intensities from 0.0003
cd.s/m? to 10 cd.s/m?, with an inter-stimulus interval of 0.126 seconds. The band-pass width
was 0.1-3,000 Hz. Recordings were obtained in the morning and early afternoon, and rats
from different groups were randomly assigned to avoid bias from circadian variations in

responses.
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d. Argon laser-induced choroidal neovascularization (CNV).

Rats were fed 3 weeks before laser treatment with HFHF diet or Standard diet, and submitted

to the procedure of CNV as previously described (Thierry, Pasquis et al. 2014).

e. Funduscopy and angiography

Angiographies were performed 7 days, 14 days and 21 days after laser injury, by confocal
scanning laser ophthalmoscopy (cSLO, Heidelberg Engineering, Germany) as previously
described (Thierry, Pasquis et al. 2014).

f. Quantification of neovascularization

The analysis of CNV pictures was performed in a double-masked manner by two independent

investigators using ImageJ Software as described previously (Thierry, Pasquis et al. 2014).

g. Echo MRI

Body composition was analyzed by quantitative magnetic resonance imaging (EchoMRI 500,
EchoMRI Houston, Texas, Plateforme de phénotypage du petit animal, Université de
Bourgogne, AgroSup Dijon, France) as described previously (Thierry, Pasquis et al. 2014),
(n=8 rats per group).

h. Collection of samples

Animals were fasted overnight before being euthanized by an intraperitoneal injection of
pentobarbital (Ceva, Santé animale, Libourne, France) at lethal dose (150 mg/kg body weight)
and exsanguination by intracardiac puncture after 8 days, 5 weeks and 13 weeks of diet, or
after 8 weeks of diet in rats with CNV. Plasma was prepared by centrifugation (3000 rpm
during 20 min, 4°C) and kept at -80°C until further analyses. Liver was weighed, frozen in

liquid nitrogen and stored at -80°C. Eyes and brains were collected for further analyses.

i. Plasma analyses

Plasma levels of total cholesterol (TC); high density lipoprotein cholesterol (HDL-C), low
density lipoprotein cholesterol (LDL-C), triglycerides (TG) were evaluated by standard
automatic analyzers at the Clinical Biochemistry Department of the Dijon University Hospital
(Dijon, France). Plasma levels of insulin, leptin, interleukin 1 beta (IL-1pB), tumor necrosis
factor alpha (TNF-a) were quantified using an adipokine magnetic bead panel (milliplex kit,
EMD Millipore Corporation) and assessed by Luminex technology (Biorad Bioplex 200
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system, Life Sciences, Marnes-la-Coquette, France) according to the manufacturer’s

instructions.

J. Liver analyses

Frozen hepatic tissue samples (300 mg) were homogenized in 0.73% of sodium chloride and
lipids were extracted following the method of Folch (Folch, Lees et al. 1957). Fatty acid were
converted into methyl esters according to Morrison and Smith (Morrison and Smith 1964) and

analyzed as previously described (Thierry, Pasquis et al. 2014).

k. Immunohistochemical labeling and counting of GFAP in the retina

Eyeballs were embedded in Optimal Cutting Temperature (OCT) resin according to the
manufacturer’s instructions. Transverse retinal sections (8 um) were sliced using a cryostat
(LEICA 3050S, Nanterre, France) (n=6 per group). All retinal sections were blocked for 2 h
in a solution containing 10% normal goat serum and 0.1% Triton X-100 in phosphate
Buffered Saline (PBS). Primary anti GFAP antibody (sc-6171-R, Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, California) was diluted in blocking solution (1:500) and incubated at 4°C
overnight. After several washes in PBS, retinal sections were incubated with Alexa fluor goat
anti rabbit (1:500; Jackson Labs, West Grove, PA, United States) diluted in blocking solution
for 2h at room temperature. Sections were also counterstained with DAPI (1:5000) during 2
min. After being washed, tissues were mounted using Vecta Shield (Vector Labs, Burlingame,
CA, United States) then analyzed on a Nikon Eclipse E600 upright microscope coupled to a
Nikon DS-Ri2 digital camera (NIKON, Champagny sur Marne, France). All the images were
obtained in the same conditions of contrast and brightness. Some figures obtained from
double-labelling immunofluorescence experiments were processed with Imagel software.
Results from fifteen sections containing the optic nerve were averaged and considered as a
single eye result. We analyzed six eyes from six different rats from each group, receiving
laser impact. The category of labeling was estimated in double-blind by two different

investigators using a score determination.

. Statistical analysis

Data were analyzed using the unpaired Mann Whitney test or two way ANOVA was
performed followed by a Bonferroni post-hoc test when appropriate. The level of significance

was set at P<(0.05. All results were analyzed using GraphPad Prism version 7.00 for Windows
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(GraphPad Software, San Diego, CA, United States). Data are presented as mean * standard
deviation (SD) or standard error of the mean (SEM) when appropriate.
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FIGURES

Figure 1. Effect of HFHF diet on body weight gain and tissues. (A) Body weight (grams)
evolution during the 13 weeks of nutritional experiments. Food (B) and water (C)
consumption (grams) per rat during the 13 weeks of nutritional experiments. (D) Percentage
of total body fat per rat. (E) Percentage of lean mass per rat. (F) Percentage of total water per
rat. Figures A, B and C: Values are means + SEM. ANOVA followed by Bonferroni test is
performed. Figures D to F: Values are means + SD (n=8). Mann-Whitney test was performed.
Data with different * are significantly different at P < 0.05; ** at P < 0.01; *** at P < 0.001.
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Figure 2. Effect of HFHF diet on plasma analytes. Fasted glycaemia (A, for 8 days of diet; D,
for 5 weeks of diet and G, for 12 weeks of diet), fasted lipids (mmol/L) (B, for 8 days of diet;
E, for 5 weeks of diet and H, for 12 weeks of diet) and fasted cytokines (C, for 8 days of diet;
F, for 5 weeks of diet and I, for 12 weeks of diet). Values are means = SD (n=16 for 8 days
group, and n=8 for 5 weeks and 12 weeks). Mann-Whitney test was performed. Data with
different * are significantly different at P < 0.05; ** at P < 0.01; *** at P < 0.001; **** at P <
0.0001.
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Figure 3. Glucose metabolism is impaired after 8 days of HFHF diet. Blood glucose (Al, for
8 days of diet; B1, for 4 weeks of diet and C1, for 12 weeks of diet) and plasma insulin values
(A3, for 8 days of diet; B3, for 4 weeks of diet and C3, for 12 weeks of diet) at different times
after intraperitoneal administration of glucose solution (2g/kg body weight). Area under the
curve (AUC) values for glucose (A2, for 8 days of diet; B2, for 4 weeks of diet and C2, for 12
weeks of diet) and insulin (A4, for 8 days of diet; B4, for 4 weeks of diet and C4, for 12
weeks of diet) concentrations. Blood glucose (A5, for 8 days of diet; B5, for 4 weeks of diet
and C5, for 12 weeks of diet) values at different times after intraperitoneal administration of
an insulin solution (0.5 U/kg body weight). Area under the curve (AUC) values for glucose
concentrations (A6, for 8 days of diet; B6, for 4 weeks of diet and C6, for 12 weeks of diet).
Results are the mean £ SD (n= 8 animals per group). *: P < 0.05; **: P <0.01; ***: P <0.001
after Mann-Whitney test.
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Figure 4. HFHF diet induces liver steatosis. (A) Hepatosomatic index. (B) Amount of lipids
in the liver (milligrams) per gram of liver. Amount of different classes of fatty acids, saturated
fatty acids, monounsaturated fatty acids and polyunsaturated fatty acids (micrograms) per
milligram of liver of rats fed during 8 days (C), 5 weeks (D) and 13weeks (E) with HFHF or
standard diet. Bars represent the mean = SD of values obtained from n = 8 (5 weeks and 13
weeks) and n = 16 (8 days). *: P < 0.05; **: P < 0.01; ***: P < 0.001; ****: P < 0.0001 after
Mann-Whitney test.
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Figure 5. HFHF diet triggers a decrease in cone photoreceptor sensitivity. 8.02 Hz Flicker
electroretinographic data of HFHF or Standard fed rats during 8 days (A), 4 weeks (B) and 12
weeks (C). Data of the amplitude (V) of the electroretinographic response as a function of
the light stimulus intensity (log(l)), (n=8 per group). The first peak corresponds to the

maximal response of rods and the second peak to the maximal response of cones.
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Figure 6. HFHF diet emphasizes laser-induced choroidal neovacularization (CNV).
Representative images of fluorescein (Al) and indocyanine green (B1) angiographies taken
after 1, 2 and 3 weeks post laser impacts in standard or HFHF Bruch’s membrane. CNV
correspond to the filling of the new vessels. Semi-quantification of CNV (ratio between area
of fluorescein (A2) or indocyanine green (B2) and optic disc area) at 1, 2 and 3 weeks after
laser-induced CNV in rats fed during 5 weeks with either the standard or HFHF diets. Bars
represent the mean = SD of values obtained from n = 6. *: P < 0.05; Standard versus HFHF
(Mann-Whitney test).
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Figure 7. HFHF diet increases retinal gliosis. (A) Reading table. (B) Representative images
of the GFAP IHC signals at 20x magnification. (C)Scoring of IHC signals associated with
GFAP expression in Mdller glial cells from strong to no signal. Statistical analysis; ** means

P < 0.01 (Contengency Table).
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C. Résultats principaux et conclusions
L’objectif de cette étude était d’identifier les conséquences précoces de la consommation

d’une alimentation diabétogéne composée de fructose et de lipides saturés (HFHF) sur la

rétine, et d’associer ces changements aux changements métaboliques.

Les rats nourris avec le régime HFHF pendant 13 semaines ont présenté une augmentation de
la masse grasse, non associée a la prise de poids, ainsi qu’une augmentation plasmatique de
TNF-a, en accord avec le role sécrétoire du tissu adipeux. Nos résultats indiquent chez les rats
nourris au régime HFHF, de maniere précoce, dés huit jours, une dérégulation du
métabolisme du glucose caractérisée par une hyperglycémie a jeun, une intolérance au
glucose, une résistance a I’insuline, sans hyperinsulinémie ni d’hyperleptinémie, qui sont des
caractéristiques apparaissant a des stades tardifs de diabete. De plus, les rats sous régime
HFHF ont développé une stéatose hépatique a cinq et treize semaines alors qu’ils n’ont pas
développé de dyslipidémie. En effet, ces données sont en accord avec des études démontrant
la nécessité d’une hyperinsulinémie pour le développement de dyslipidémie (Hallfrisch,

Reiser et al. 1983; Crapo, Kolterman et al. 1986).

Au regard de ces données, il semblerait que la dérégulation du métabolisme du glucose soit

une des premieres altérations induite par le régime HFHF chez le rat Brown Norway.

Les analyses électrorétinographiques menées en conditions scotopiques et photopiques simple
flash n’ont pas révélé d’altérations fonctionnelles significatives. En revanche, 1’analyse
Flicker 8Hz a mis en évidence une diminution de la sensibilité des cénes a quatre et douze
semaines de régime. Ces résultats sont en accord avec des données cliniques sur les diabétique
détectés depuis moins de cing ans, qui présentent une diminution de la vision de couleur, sans
anomalies structurales de la rétine (Daley, Watzke et al. 1987; Verma, Rani et al. 2009; Gella,
Raman et al. 2015). La perte de sensibilité des cones semble étre un indicateur précoce de

mécanismes neurodégénératifs induits par le SMet.

De plus, quatre semaines de régime HFHF suffirent a créer un terrain favorable a la
néovascularisation choroidienne induite par impacts laser dans la membrane de Bruch. La
néovascularisation est également associée a une activation des cellules gliales de Muller. Ce
résultat traduit 1’implication de la dérégulation du metabolisme du glucose dans le
développement de la néovascularisation. Les cellules de Miller activées pourraient étre

impliquées dans les phénomenes de néovascularisation via la sécrétion de VEGF.
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D’autre part, des analyses en microscopie électronique a transmission ont été réalisées. Les
échantillons ont été préparés par fixation en glutaraldéhyde 3% et paraformaldéhyde 2% dans
un tampon cacodylate, puis aprés post-fixation osmotique et déshydratation, ont été imprégnés
dans une résine époxy. Les observations ont été réalisées sur des sections de 86 nm
d’épaisseur aprés contraste a I’acétate d’uranyle et citrate de plomb. Ces observations, non
incluses dans I’article, ont permis de découvrir a 12 semaines de régime HFHF, le dép0t de
matériel amorphe, correspondant probablement a des lipides, au niveau de la membrane de
Bruch (figure ci-apres). Ces observations témoignent d’une altération probable de la
membrane de Bruch. Ces données sont en accord avec les études montrant que
I’hyperglycémie chronique entraine une dysfonction de I’EPR, la formation d’cedéme,
I’altération de la barriére hémato-rétinienne (Desjardins, Yates et al. 2016). Des observations

complémentaires seraient nécessaires pour confirmer ces résultats.

Enfin, notre étude met en exergue I’effet précoce et néfaste du régime HFHF sur la rétine.
Bien que les rats Brown Norway soient résistants a la dérégulation du métabolisme des
lipides, il semblerait que la dérégulation du métabolisme du glucose soit suffisante pour

induire des altérations de la rétine.

Ces résultats, surprenants, a propos de la dyslipidémie nous ont conduits a nous questionner
sur I’efficacité du régime, ou sur la résistance des rats Brown Norway a développer des
altérations du métabolisme des lipides. Or, il semblerait que 1’efficacité¢ du régime HFHF
varie selon la souche de rat utilisée (Toop and Gentili 2016), ou le fond génétique des souris
utilisées (Montgomery, Fiveash et al. 2015). Nous avons donc réalisé 1’étude qui va suivre

afin d’éclaircir ce point.
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Il. Différences méetaboliques entre des rats Brown Norway et

Wistar nourris par un régime diabétogene

A. Problématique

Le syndrome métabolique (SMet) présente d’importants enjeux sociaux et économiques. Les
causes du SMet présentent des composantes genétiques et environnementales. En effet,
I’ethnie, le genre, I’histoire familiale du diabete et 1’age participent a la pathogenése du SMet
(Das, Pal et al. 2012; Rampal, Mahadeva et al. 2012).

De plus, un régime alimentaire déséquilibré et un mode de vie sédentaire participent au
développement du SMet (van der Berg, Stehouwer et al. 2016; Mozaffarian 2017). Compte
tenu de la complexité du syndrome, la recherche d’un mode¢le pertinent partageant les mémes

caractéristiques qu’un SMet développé chez I’homme apparait comme un véritable challenge.

Les rongeurs sont des modéles communément utilisés pour 1’induction du SMet, via des
modifications génétiques et des inductions pharmacologiques (Wong, Chin et al. 2016). Dans
un de ces modeles, le SMet est induit par une alimentation riche en fructose seul, ou combinée
a des lipides saturés. Toutefois, la réponse métabolique suite a un régime gras (Montgomery,
Hallahan et al. 2013) ou riche en fructose (Montgomery, Fiveash et al. 2015) est différente
selon une souche de souris a une autre. Dans 1’étude précédente, le rat Brown Norway fut
utilisé car il constitue une souche de rat communément utilisée pour I’étude de la
néovascularisation choroidienne, afin de mimer les mécanismes de la DMLA exsudative
(Tobe, Takahashi et al. 1995; Ogata, Matsushima et al. 1996; Jiao, Mo et al. 2013). L’idée
émergente que le SMet pourrait étre un facteur de risque pour la DMLA (Ghaem Maralani,
Tai et al. 2015) questionne sur la capacité des rats Brown Norway a développer un SMet par
rapport a d’autres souches de rat, en réponse a un régime diabétogéne, dans la mesure ou ils

ne développent pas de dyslipidémie.

Ainsi, I’étude qui va suivre, soumise dans le journal Plos One, s’est concentrée sur la
comparaison de la réponse métabolique des rats Brown Norway et Wistar, une souche de rat
communément utilisée en laboratoire, aprés huit et vingt-huit jours de régime composé de
60% de fructose et 9% de lard (HFHF).
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ABSTRACT

The worldwide prevalence of metabolic syndrome varies from less than 10% to 84%,
according to the origin and ethnicity of the populations and the criteria used to define
metabolic syndrome. Metabolic syndrome increases the risk for cardiovascular disease and
type 2 diabetes, and represents a global burden with high social and economic impacts.
Numerous studies tried to reproduce metabolic syndrome in rodent models but they showed
conflicting results regarding not only the different parameters of metabolic syndrome but also
the environmental factors, study design, animal species and strains. In the present study, we
investigated whether two strains of rats: Wistar and Brown Norway rats equally developed
metabolic syndrome on a high fructose + high fat diet, based on lipid profile, glucose and
insulin tolerance, and liver steatosis. Our study reveals strong differences between both
strains. Brown Norway rats developed deregulation of glucose metabolism while Wistar rats

preferentially developed dyslipidemia.
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INTRODUCTION

Metabolic Syndrome (MetS) is characterized by a recognizable complex of symptoms
including obesity, insulin resistance, dyslipidemia and hypertension (Alberti, Zimmet et al.
2005). The prevalence of MetS is around 20-25% in the adult population worldwide (Alberti,
Zimmet et al. 2005). Its prevalence is particularly heterogeneous, depending on country,
ethnicity, gender and age (Kaur 2014; O'Neill and O'Driscoll 2015). MetS is a risk factor of
type Il Diabetes, cardiovascular disease (CVD), age-related macular degeneration (AMD)
(Chopra, Chander et al. 2012; Ghaem Maralani, Tai et al. 2015), non-alcoholic fatty liver
disease, kidney dysfunction and increases total risks of mortality (Ford 2005). Thus, MetS is a
global health problem which has important economic and social impacts. The causes of MetS
are both hereditary and environmental. Indeed ethnicity, gender, family history of diabetes,
and age participate to the pathogenesis of MetS (Das, Pal et al. 2012; Rampal, Mahadeva et
al. 2012). Moreover, unbalanced diet and sedentary lifestyle participate to the development of
MetS (van der Berg, Stehouwer et al. 2016; Mozaffarian 2017). Given the complexity of the
syndrome, the research for the most human-relevant model is challenging. Numerous models
exist to understand the pathogenesis of this disease, replicating more or less the symptoms and
physical or biochemical findings in humans. Rat and mouse are commonly used in models
recapitulating MetS by using genetically modifications, dietary manipulations or drugs, as
reviewed by Wong (Wong, Chin et al. 2016). In one of these models, MetS is induced by
feeding with a high fructose diet alone or in combination with saturated fats. However as
pointed out by Montgomery, the metabolic response to high fat- (Montgomery, Hallahan et al.
2013) or high fructose diet (Montgomery, Fiveash et al. 2015) differs in one mouse strain
from another, depending on their capacity to develop liver steatosis. In studies on the
exudative form of age-related macular degeneration (AMD), laser impact in Bruch’s

membrane is commonly used to trigger choroidal neovascularization and therefore mimic the
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neovascular form of AMD. As a pigmented strain Brown Norway rat has historically been
considered as the standard model in studies on choroidal neovascularization (Tobe, Takahashi
et al. 1995; Ogata, Matsushima et al. 1996; Jiao, Mo et al. 2013). The emergent idea that
MetS would be a risk factor for AMD (Ghaem Maralani, Tai et al. 2015) questioned on
whether Brown Norway rats would develop MetS in response to a diabetogenic diet. To our
knowledge, only one study reported the metabolic adaptation to high fructose diet in Brown
Norway rats. In this work, several parameters of MetS but no hyperlipidemia were
recapitulated (Thierry, Pasquis et al. 2014). By comparison, Wistar rats develop

hypertriglyceridemia when fed on a diet rich in fructose (Toop and Gentili 2016).

We therefore aimed at comparing Brown Norway rats and Wistar rats on their metabolic

response to 8 days and 28 days feeding on a 60% fructose and 9% pork lard diet.

MATERIALS AND METHODS
Animals

The ethics committee of our institution (Comité d’Ethique de I’Expérimentation Animale 105,

Dijon, France) approved all interventions and animal care procedures.

Male Brown Norway rats (4 weeks of age, n=32) and male Wistar rats (4 weeks of age, n=32)
were purchased from Charles River (L’Arbresle, France) and Janvier Labs (Le Genest Saint
Isle, France) respectively. They were housed in a controlled environment at 23°C = 1°C, 55-
60% humidity, under a 12-hour light/12-hour dark cycle, 780 lux in light phase, had free
access to food and tap water. The rats were acclimatized 2 weeks before they were fed on
either a standard rodent chow (SDS diets, UK) or a chow with 60% Fructose and 9% pork
lard (HFHF) for 8 days (n=16 per group) or 28 days (n=16 per group). At each time point,
animals were proceed to intraperitoneal glucose tolerance test (ipGTT) and intraperitoneal

insulin tolerance test (ipITT).
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Measurement of intra peritoneal glucose Tolerance Test (ipGTT) and intra peritoneal
insulin tolerance test (ipITT)

Rats were placed in individual cages and had free access to tap water. ipGTT and ipITT were
performed in 5-h—fasted rats by measuring blood glucose from the tail vein with an automatic
blood glucose analyzer (mylife Pura, Ypsomed) before (O time) and at 15, 30, 45, 60, 120
minutes after intra peritoneal injection of 20% glucose (2 g/kg) or intraperitoneal injection of

insulin (0.5 units/kg).

Collection of samples

Animals were fasted overnight, they were weighed, then euthanized by an intraperitoneal
injection of a lethal dose of pentobarbital (150 mg/kg body weight, Ceva, Santé animale,
Libourne, France) at and exsanguination by intracardiac puncture after 8 days and 28 days of
diet. Plasma was prepared by centrifugation (3000 rpm during 20 min, 4°C) and kept at -80°C

until further analyses. Liver was weighed, frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C.

Plasma analyses

Plasma levels of total cholesterol (TC), high-density lipoprotein cholesterol (HDL-C), low-
density lipoprotein cholesterol (LDL-C), triglycerides (TG) were evaluated by standard
automatic analyzers at the Clinical Biochemistry Department of the Dijon University Hospital
(Dijon, France). Plasma levels of insulin were quantified using a Rat Insulin ELISA kit

(ALPCO, Salem, New Hampshire) according to the manufacturer’s instructions.

Liver analyses

Frozen hepatic tissue samples (300 mg) were homogenized in 0.73% sodium chloride and
lipids were extracted following the method of Folch (Folch, Lees et al. 1957). Fatty acids
were converted into methyl esters using boron trifluoride in methanol according to Morrison
and Smith (Morrison and Smith 1964). Fatty acid methyl esters were extracted with hexane

and analyzed on a Hewlett Packard Model 5890 gas chromatograph (Palo Alto, CA, USA)
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using a CPSIL-88 column (100 m x 0.25 mm i.d., film thickness 0.20 um; Varian, Les Ulis,
France) equipped with a flame ionization detector (FID). Hydrogen was used as the carrier
gas (inlet pressure, 210 kPa). The injection volume was 1 pL. The oven temperature was held
at 60 °C for 5 min, increased to 165 °C at 15 °C/min and held for 1 min, and then to 225 °C at
2 °C/min and finally held at 225 °C for 17 min. The injector and the detector were maintained
at 250°C. The data were processed using the EZChrom Elite software (Agilent Technologies,

Massy, France) and reported as percentages of the total fatty acids.

Statistical analysis

When appropriate, data were statistically analyzed using the unpaired Mann Whitney test or a
two way ANOVA followed by Fisher’s LSD post-hoc test. The level of significance was set at
P<0.05. All results were analyzed using GraphPad Prism version 6.01 for Windows
(GraphPad Software, San Diego, CA, United States). Data are presented as mean + standard

error of the mean (SEM).

RESULTS
Body weight and circulating factors

Body weight was unchanged in HFHF-fed BN and W rats when compared to standard diet fed
control rats (Fig 1.a). In BN rats, plasma cholesterol was significantly decreased in HFHF-fed
rats during 8 days, but was unchanged in HFHF-fed rats during 28 days. There was no change
in plasma triglycerides of BN rats fed with HFHF diet, when compared to standard diet, at all
time points of the study. In W rats, plasma cholesterol was significantly increased in HFHF-
fed rats for 8 days (P < 0.001) and 28 days (P < 0.05) and a similar trend was observed for
plasma triglycerides. HDL-cholesterol was significantly decreased in BN rats fed with HFHF
diet during 8 days (P < 0.01), but was increased in BN rats fed with HFHF diet during 28 days
(P < 0.01). No change in plasma HDL-C was revealed in W. In BN rats, LDL-cholesterol was

significantly decreased in HFHF- fed rats during 8 days (P < 0.05) and 28 days (P < 0.001).
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On the contrary, in W rats, LDL-cholesterol was increased in HFHF fed rats during 8 days (P
< 0.01), but unchanged at 28 days, compared to standard diet-fed rats (Fig 1.b and c). Fasting
blood glucose significantly increased with HFHF-feeding during 8 days in BN rats (P <
0.0001, Fig 1.d), and in both strains at 28 days of the study (Fig 1.e). Fasting insulinemia was
similar in HFHF fed BN rats compared to standard-fed rats for 8 days and 28 days (Fig 1.f
and g). HFHF-fed W rats presented a non-significant increase in fasting insulin levels at 8

days (P=0.0827) and 28 days (P=0.0718).

Glucose and Insulin tolerance

Intraperitoneal glucose tolerance test (GTT) was carried out at 8 days and 28 days of feeding
to evaluate the whole body glucose clearance in both strains. HFHF-fed BN and W rats during
8 days (Fig 2.a and b) and 28 days (Fig 2.c and d) exhibited an impairment in glucose
tolerance compared to standard diet-fed rats, as revealed by a significant increase in the area
under curve (AUC) of plasma glucose concentration (+25% in HFHF-fed BN at 8 days, P <
0.001; +22% in HFHF-fed BN at 28 days, P < 0.01; +10% in HFHF-fed W at 8 days, P <
0.01; +14% in HFHF-fed BN at 28 days, P < 0.05). An intraperitoneal insulin tolerance test
(ITT) was performed at 8 days (Fig 3.a and b) and 28 days (Fig 3.c and d) of diet. HFHF-fed
BN rats developed insulin resistance, as revealed by a significantly increase in the AUC of
plasma glucose concentration during ITT (+36.6% at 8 days of feeding, P < 0.001; +32.4% at
28 days feeding, P < 0.001). Blood glucose during ITT was unchanged in HFHF-fed W rats

when compared to the control group.

Lipid accumulation in the liver

In both strains, the hepatosomatic index was higher in HFHF-fed rats compared to standard
diet-fed rats at 28 days (Fig 4.a). Similarly, total lipids in the liver of HFHF-fed BN and W
rats were significantly increased at 28 days (Fig 4.c), while in contrast there was no change

after 8 days of feeding (Fig 4.b). In addition, we observed striking differences in fatty acid
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composition of the liver between BN and W rats. Saturated fatty acids (SFA) remained
unaffected in HFHF-fed BN’s liver, meanwhile SFA significantly increased in HFHF-fed W
rats fed during both 8 days (Fig 4.d, P < 0.05) and 28 days (Fig 4.e, P < 0.01). In the liver of
W rats, monounsaturated fatty acids (MUFA) significantly increased in rats fed 8 days (P <
0.01) and 28 days (P < 0.001) while there was no change in BN rats at 8 days of HFHF-
feeding, and a significant decrease at 28 days (P < 0.01). Polyunsaturated fatty acids (PUFA)
significantly decreased in the liver of HFHF-fed W rats at 8 days (P < 0.001) and 28 days (P <
0.001), whereas PUFA significantly increased in the liver of BN rats fed with HFHF diet
during 28 days (P < 0.01) compared to control rats. More precisely, both omega-3 and omega-
6 fatty acids decreased in HFHF-fed W rats at 8 days Fig 4.f, P < 0.01) and 28 days (Fig 4.g,
P < 0.001), meanwhile omega-6 significantly increased in the liver of BN rats fed with HFHF

during 28 days (Fig 4.g, P <0.01).

DISCUSSION

This study highlights strain differences in the metabolic response of rats fed on a diet with
high fructose and high saturated fat. High fructose diet is commonly used to induce MetS.
MetS is characterized by a cluster of metabolic deteriorations like hyperglycemia, insulin
resistance, dyslipidemia and fatty liver (Alberti, Zimmet et al. 2005). Fructose may be a major
responsible factor of the global epidemics of diabetes (Johnson, Segal et al. 2007),
particularly in USA where the increased consumption of high fructose corn syrup is
associated to the prevalence of obesity and MetS (Bray, Nielsen et al. 2004; Schulze, Manson
et al. 2004). Unambiguously from the literature, metabolic alterations triggered by a high
fructose and high fat diet are heterogeneous and are linked to differences in study design.
Indeed, among the studies, variation may be due to differences in duration of diet
administration from few days to months (Thierry, Pasquis et al. 2014; Cigliano, Spagnuolo et

al. 2018), age of animals when they start the diet (de Castro, dos Santos et al. 2013; Dupas,
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Goanvec et al. 2016), form of administration, i.e. liquid or solid (de Moura, Ribeiro et al.

2009), or concentration of fructose (Sulis, Motta et al. 2017).

The most relevant animal models for MetS are those that appropriately combine endogenous
and environmental interventions leading to metabolic disturbances that are observed in
humans. Our study highlights two different phenotypes following HFHF diet at 8 days and 28
days. Wistar (W) rats developed early alteration in lipid metabolism, such as elevation of
plasma triglycerides and total cholesterol after 8 days of HFHF diet, while Brown Norway
(BN) rats did not exhibit such lipid alterations. However, BN rats developed glucose

alteration, and particularly early insulin resistance, that was not observed in W rats.

In our study, both strains did not become overweight after 28 days of HFHF diet. It should be
noted that overweight and obesity are usually observed at long-term, even in W rats. The only
measurement available shows no obesity in BN rats following at least 6 months of high
fructose diet (Thierry, Pasquis et al. 2014). Conversely, W rats develop obesity after 12 weeks
(Rabie, Heeba et al. 2015) of HFHF diet. However, some studies highlighted the lean quality
of BN rats and its weak propensity to develop obesity and metabolic alterations (van Den

Brandt, Kovacs et al. 2000; Hohsfield, Ehrlich et al. 2013; Gordon, Phillips et al. 2016).

In addition, the effect of HFHF diet on glucose metabolism was different between W and BN
rats. In our study, we observed a higher sensitivity of BN rats to early develop insulin
resistance as compared to W rats. Indeed, we showed that BN rats early developed
hyperglycemia, glucose intolerance, and were resistant to insulin after 8 days of HFHF diet.
W rats have impaired glucose tolerance from 8 days, developed hyperglycemia after 28 days
but did not develop insulin resistance even after 28 days of HFHF diet only. This finding is

consistent with the data reported by Rabie and coworkers who showed that developing a
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complete MetS phenotype with insulin resistance in W rats took at least 12 weeks of HFHF

diet (Rabie, Heeba et al. 2015).

One other important parameter to consider in MetS is dyslipidemia. W rats presented elevated
levels of total cholesterol and triglycerides and an increase in LDL-C after 8 days, which
persisted after 4 weeks of HFHF diet. Surprisingly, BN rats did not develop dyslipidemia
even after 28 days of HFHF diet, despite they have developed insulin resistance, meaning that
insulin resistance is also induced by other mechanisms. Thus, W rats develop preferentially

alteration of lipid than glucose metabolism upon HFHF feeding.

Fructose diet has the ability to activate de novo lipogenesis in the liver (Basciano, Federico et
al. 2005; Abdelmalek, Suzuki et al. 2010). Indeed, both strains of rats fed with HFHF
developed liver steatosis, as illustrated by a higher hepatosomatic index and lipids
accumulating in the liver. Consistently with the greater tendency of W compared to BN to
develop dyslipidemia, the effects were of greater level of magnitude in W than in BN.
However, the fatty acid profiles were different between the strains. Livers of HFHF-fed W
rats accumulated SFA and MUFA while the levels of PUFA decreased, which is consistent
with the dyslipidemia observed in this strain (Rosqvist, Iggman et al. 2014), and the
development of PUFA deficiency upon liver steatosis (Moon, Hammer et al. 2009).
Surprisingly, livers of HFHF-fed BN rats presented an accumulation of omega-6 PUFA, and a
decrease of MUFA content. This feature is consistent with the lipoprotein profile observed in

BN with higher levels of HDL-C and lower LDL-C (fig 1 c).

The only difference between the two groups in this study is the strain. BN are inbred rats
whereas W are outbred animals. Inbred colonies are recognized to provide more power and
require fewer animals per experiment by limiting the noise caused by allele variability at each

genetic locus and phenotypic variation in outbred stocks. Outbred animals are genetically ill
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defined and considered genetically more labile, and to present more diverse response upon
experimental challenges. In our hands, one should notice the greater inter-individual
variability in body weight, plasma triglycerides and insulinemia (fig 1), and liver steatosis (fig
4) in W than in BN rats. Nonetheless we clearly reported two different patterns in BN and W
rats, i.e. the former being sensitive to deregulation in glucose metabolism, the latter in lipid

metabolism.

The only fact known about genetic background of BN is that the distal half of chromosome 1,
containing hundreds of genes, protects from some phenotypes of type 2 Diabetes (Warden,
Slupsky et al. 2014; Warden, Bettaieb et al. 2017). Indeed, chromosome 1 presents some
genes which interact with leptin gene, that could explain BN metabolism, but these genes are
not fully identified. Moreover, the total number of disease causal genes in this distal half of
chromosome 1 is unknown. Genetic study has demonstrated the polygenic control of diabetes-
related phenotypes (Galli, Li et al. 1996). Thus, it seems that BN rats are characterized by a
specific genotype, resistant enough to lipid and liver metabolism alterations induced by HFHF

diet as compared to W rats.

Another element to investigate should be the gut microbiota of this strain. Indeed, BN rats
present a strain metabolic signature leading to a lower plasma lipid level (total-cholesterol,
VLDL, LDL), a lower expression of betaine and a choline deficiency due to reduced recycling
of phosphatidylcholine in choline, leading changes in liver cells activity, as compared to other
strains. Moreover, BN rats present specific changes in gut microbiota activity (Pontoizeau,
Fearnside et al. 2011). Yet, gut microflora is largely impacted by the dietary habits, and
particularly by fructose diet, inducing liver steatosis (Spruss, Kanuri et al. 2009). Microbiota
can modulate liver function (Shobharani, Muthukumar et al. 2018), regulate fat storage
(Backhed, Ding et al. 2004) and more generally is implicated in the development of MetS

(Festi, Schiumerini et al. 2014).
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Surprisingly, to our knowledge, there are no study showing the effect of HFHF diet in BN rats
while most studies used W rats (de Moura, Ribeiro et al. 2009; Rabie, Heeba et al. 2015;
Wong, Chin et al. 2016). We chose to characterize the metabolic adaptation of BN rats to
HFHF diet. It was relevant to our need for better understanding the process of retinal
neovascularization upon dietary changes, accounting that MetS may be a risk factor for AMD,
especially in its neovascular form (Ghaem Maralani, Tai et al. 2015), and that BN rats are
considered as privileged standards in studies of retinal neovascularization (Tobe, Takahashi et
al. 1995; Ogata, Matsushima et al. 1996; Jiao, Mo et al. 2013; Thierry, Pasquis et al. 2014;
Thierry, Pasquis et al. 2015). No clear consensus can be established on the role of plasma
lipids in AMD. We reported that dietary high fructose (Thierry, Pasquis et al. 2014) favored
the development of neovascular complications in the retina. Our present findings prone in
favor for the role of dysregulations in glucose metabolism, but not dyslipidemia, in those side

effects.

CONCLUSION

To conclude, a large amount of data demonstrates that fructose intake may be responsible for
metabolic disturbances and increased risk for developing MetS. These results indicate that
there is substantial strain dependency. This study shows for the first time that Brown Norway
and Wistar rats develop differently metabolic alterations due to HFHF diet, i.e. Brown
Norway shows greater susceptibility to modifications in glucose metabolism, Wistar rats in

lipid metabolism.
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Fig 1. Body weight and circulating factors in standard and high fructose+high fat
(HFHF)-fed Brown Norway (BN) and Wistar (W) rats. Body weight (a), plasma lipids at 8
days (b) and 4 weeks (c) of diet, fasted glycemia at 8 days (d) and 4 weeks (e) of diet, fasted
insulinemia at 8 days (f) and 4 weeks (g) of diet. Data are the mean + SEM, n=8-16 for each

measure. Comparisons are between standard group versus HFHF group for each strain. *: P <

0.05; **: P<0.01; ***: P<0.001; ****: P<0,0001.
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Fig 2. Glucose tolerance test (GTT) in standard and high fructose+high fat (HFHF)-fed
Brown Norway (BN) and Wistar (W) rats. Plasma glucose was measured during GTT after
8 days (a, b) and 4 weeks (c, d) of feeding, and expressed as a function of time (a, c¢) and area
under the curve (AUC) (b, d) during the 120 min-duration of GTT (ip injection of insulin 0.5
U/kg) in BN and W rats. Data are the mean = SEM, n=8 for each measurement. Comparisons
were done between standard group versus HFHF group for each strain. *: P <0.05; **: P <

0.01; ***: P <0.001.
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Fig 3. Insulin tolerance test (ITT) in standard and high fructose+high fat (HFHF)-fed
Brown Norway (BN) and Wistar (W) rats. Plasma glucose was measured during ITT after 8
days (a, b) and 4 weeks (c, d) of feeding, and expressed as a function of time (a, ¢) and area
under the curve (AUC) (b, d) during the 120 min-duration of GTT (ip injection of 20%
glucose 2g/kg) in BN and W rats. Data are the mean + SEM, n=8 for each measure.

Comparisons are between standard group versus HFHF group for each strain. ***: P < (0.001.
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Fig 4. Hepatic characteristics and hepatic lipid accumulation in standard and fructose-
fed Brown Norway and Wistar rats. Hepatosomatic index at 4 weeks of diet(a), total lipid
content in the liver at 8 days (b) and 4 weeks (c) of diet, as well as hepatic content of saturated
fatty acid (SFA), monounsaturated fatty acid (MUFA) and polyunsaturated fatty acid (PUFA)
at 8 days (d) and 4 weeks (e) of diet, and hepatic content of omega-3 and omega-6 fatty acids
at 8 days (f) and 4 weeks (g) of diet. Data are the mean £ SEM, n=8 for each measure.
Comparisons are between standard group versus HFHF group for each strain. *: P < 0.05; **:
P <0.01; ***: P < 0.001.
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C. Résultats principaux et conclusions
Dans la littérature, les réponses métaboliques observées a la suite de I’administration d’un

régime riche en fructose et lipides sont hétérogenes compte tenu de la multiplicité des
méthodes expérimentales. Le modele de SMet le plus pertinent serait celui qui regroupe
I’ensemble des altérations métaboliques retrouvées chez ’homme. Notre étude révele deux
phénotypes différents induits par un régime HFHF pendant huit et vingt-huit jours. Les rats
Wistar développent de maniére précoce des altérations du métabolisme des lipides, telles
qu’une élévation des triglycérides et du cholestérol total, des huit jours de régime, alors que
les rats Brown Norway ne révelent pas d’altérations de ce type. Toutefois, les rats Brown
Norway développent des altérations dés huit jours du métabolisme du glucose, telles qu’une
hyperglycémie, une intolérance au glucose et particuli¢rement une résistance a 1’insuline, qui
n’est pas observée chez le rat Wistar, méme a vingt-huit jours de régime. Les deux souches de
rats développent une stéatose hépatique révélée par un index hépato somatique plus important
que les rats sous régime standard, alors que leurs profils en acides gras sont différents. Les
rats Brown Norway accumulent préférentiellement des acides gras polyinsaturés de type
oméga 6 alors que les rats Wistar des acides gras saturés et monoinsaturés. Ces

caractéristiques hépatiques sont cohérentes avec les résultats des lipoprotéines plasmatiques.

Ces deux phénotypes différents proviendraient du patrimoine particulier des Brown Norway,
qui serait protecteur vis-a-vis de certains phénotypes du diabete de type 2 (Warden, Slupsky et
al. 2014; Warden, Bettaieb et al. 2017).

Ainsi, cette étude a permis de valider I’efficacité de notre régime HFHF a induire un SMet
présentant des altérations du métabolisme des lipides et du glucose, de maniére dépendante de
la souche. Ces résultats confirment la résistance des rats Brown Norway a développer des

altérations du métabolisme des lipides, par rapport aux rats Wistar.

193



194



I11. Biodisponibilit¢ des acides gras polyinsaturés a longue

chaine pour la rétine : Incorporation et localisation dans la rétine

A. Problématique
La rétine est un tissu riche en lipides, puisqu’ils constituent un tiers de son poids sec. Les

acides gras polyinsaturés sont particuliecrement présents, notamment 1’acide
docosahexaénoique (DHA), qui joue un réle clé dans la phototransduction (Brown 1994;
Litman, Niu et al. 2001; Mitchell, Niu et al. 2001; Niu, Mitchell et al. 2001; Gawrisch,
Soubias et al. 2008). Dans la rétine, 1’acide eicosapentaénoique (EPA) et DHA sont capables
de produire des médiateurs lipidiques, comme les docosanoides (résolvines), la
neuroprotectine D1 (Bazan 2005), et via leur élongation en acides gras polyinsaturés a tres
longue chaine, les élovanoides (Jun, Mukherjee et al. 2017). Ces médiateurs apparaissent
comme protecteurs de I’inflammation et du stress oxydant. La rétine est alors sensible aux
dérégulations du métabolisme, et les changements de la rétine associés a 1’dge peuvent
contribuer au développement de pathologies comme la dégénérescence maculaire liée a 1’age
(DMLA). La DMLA est une des principales causes de cécité dans les pays occidentaux, aprées
I’4ge de 55 ans. Or, une étude a mis en évidence une diminution du contenu en DHA dans les
rétines atteintes de DMLA (Liu, Chang et al. 2010). De plus, la supplémentation en acides
gras polyinsaturés a longue chaine (AGPI-LC) de type oméga 3 est associée a une diminution
des risques de développer une DMLA (Querques, Forte et al. 2011; Reynolds, Rosner et al.
2013), et pourrait réduire sa progression (Kishan, Modjtahedi et al. 2011). Les
recommandations en EPA et DHA fournis par les organisations de santé ne précisent pas la
forme chimique sous laquelle les AGPI doivent étre apportés (phospholipides ou
triglycérides). Pourtant, les résultats sont assez hétérogenes concernant la biodisponibilité de
ces deux formes pour la rétine (Schuchardt and Hahn 2013). Compte tenu de la consommation
toujours croissante de poissons et la diminution des réserves marines, il apparait essentiel de

définir la source d’oméga 3 permettant la meilleure incorporation du DHA dans la rétine.

L’étude qui va suivre est la premiere étude qui propose quatre formulations différentes, ou les
différents acides gras qui pourraient influencer 1’incorporation du DHA dans la rétine sont
équilibrés. C’est également la premiere étude a notre connaissance qui apporte EPA et DHA
spécifiqguement liés a des phospholipides ou des triglycérides, et ce en quantité équivalente.
Aprés huit semaines de régime supplémenté, les profils lipidiques ont été déterminés dans le

plasma, les érythrocytes et la rétine, en chromatographie en phase gazeuse. Les profils des
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acides gras esterifiés sur les phosphatidylcholine ont été évalués par chromatographie en
phase liquide couplée a la spectrométrie de masse (LC/MS) Enfin, les changements de
localisation des acides gras estérifiés sur les PC induits par la supplémentation ont été évalués
dans la rétine par désorption-ionisation laser assistée par matrice (MALDI) et spectrométrie

de masse couplée a I’imagerie (IMS).
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ABSTRACT

Retina is very rich in lipids and contains high level of long-chain n-3 polyunsaturated fatty
acids (LC n-3 PUFA). Eicosapentenoic acid (EPA) and docosahexaenoic acid (DHA) are
protectors against age effects in the retina and the development of age-related macular
degeneration (AMD). Because of heir essential roles, an oral dietary intake of LC n-3 PUFA
is needed. However, conflicting results are available about the better bioavailability
depending on the biochemical forms on which they are provided. In this study, we fed rats
with equivalent doses of EPA-containing PL, EPA-containing TG, DHA-containing PL and
DHA-containing TG incorporating in their diets. We present here qualitative changes in fatty
acids composition in plasma, red blood cells and retina, quantitative and spatial organization
changes concerning phosphatidylcholine species (PC) in retina, following the different dietary
intakes. We found an increase in DHA content in the retina, particularly double DHA-
containing PC (PC44:12) following PL-EPA, TG-DHA and PL-DHA diets, and an increase in
very long chain-PUFAs (VLC-PUFAs) for PL-EPA and TG-DHA rich diets.VLC-PUFAs-
containing PC were detected in the photoreceptor (PR) layer, not completely colocalized with
PC44:12. All supplemented diets triggers spatial organisation changes of DHA, in the PR

layer around the optic nerve.

Keywords

Docosahexaenoic acid, Eicosapentaenoic acid, Incorporation, Plasma, Red blood cell, omega-
3, lipid spatial organisation, lipid characterization, lipid localization, very long chain

polyunsaturated fatty acids, phospholipids, triglycerides, phosphatidylcholine
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INTRODUCTION

The retina is a lipid-rich tissue. Docosahexaenoic acid (DHA, 22:6 n-3) is the major n-3 long
chain polyunsaturated fatty acids (LC-PUFAS) within the retina. Its concentration is greater
than 15% of the total fatty acids (FAs) of the human retina (Fliesler and Anderson 1983;
Bretillon, Thuret et al. 2008). DHA plays a key role in vision. It constitutes 50% of the Gas in
the discs of photoreceptor outer segments where it provides fluidity that favors
conformational changes of rhodopsin during phototransduction (Brown 1994; Litman, Niu et
al. 2001; Mitchell, Niu et al. 2001; Niu, Mitchell et al. 2001; Gawrisch, Soubias et al. 2008).
In the retina, eicosapentaenoic acid (EPA, 20:5 n-3) and DHA are substrates of elongases for
the synthesis of very long chain PUFAs (VLC-PUFAs). LC-PUFAs and VLC-PUFAs are able
to produce lipid mediators named resolvins (Bannenberg and Serhan 2010), protectins (Bazan
2005) from LC-PUFAs or elovanoids from VLC-PUFAs (Jun, Mukherjee et al. 2017) that
show protective effects against inflammation and oxidative stress. Age-related macular
degeneration (AMD) is the most common cause of blindness, after the age of 55, in Western
populations, and the third most common cause of severe visual impairment worldwide
(Klaver, Wolfs et al. 1998; Flaxman, Bourne et al. 2017). Dietary intake of n-3 LC-PUFAs is
associated with a lower risk to develop AMD (Querques, Forte et al. 2011). Indeed, in the
Blue Mountains Eye Study population, participants with the highest versus lowest quantiles of
omega-3 polyunsaturated fat intake had lower risk of incident early age related maculopathy
(OR: 0.41), whereas fish consumption at least 3 times per week could reduce the incidence of
late age-related maculopathy (OR: 0.25). Moreover, higher intake of EPA and DHA were
protective against progression of AMD (Kishan, Modjtahedi et al. 2011). A study revealed
that during early and middle AMD, DHA content of the retina is reduced (Liu, Chang et al.

2010).
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Despite the endogenous capacity of human cells to synthesize EPA and DHA from its parent
FA, alpha-linoleic acid (ALA, 18:3 n-3), the extent to which it is converted to EPA and DHA
is very weak, i.e. around 8% into EPA and 1% into DHA (Pawlosky, Hibbeln et al. 2001,

Burdge and Wootton 2002; Burdge and Calder 2005; Plourde and Cunnane 2007).

Experts and governmental agencies in some western countries have raised dietary
recommendations for EPA and DHA intake to 500 mg/day to reduce the risk of developing
AMD (Harris 2007). EPA and DHA can either be provided by increasing consumption of

seafood, or via supplements.

Many dietary supplements are composed by variable marine sources of n-3 LC-PUFAs oils.
In natural fish oil, EPA and DHA are bound in triacylglycerol (TG), in Antarctic krill oil,

EPA and DHA are mostly bound in phospholipids (PL).

The recommendations do not precise the chemical forms of EPA and DHA for the
supplementation and they assume that this different chemical forms have the same
bioavailability. However, the supply of nutrients depends not only on the amount of active
substance intake but also on the bioavailability. Bioavailability corresponds to the extent by
which an active substance can be absorbed and transported to systemic circulation or the site
of biological activity. A greater bioavailability assumes a greater incorporation of EPA and

DHA in the retina, and should result in a greater health benefit for the target.

The bioavailability of PUFAs, including n-3 LC-PUFAs, depends on numerous factors,
including a matrix effect, i.e. whether the composition of food in macronutrients modifies the
bioavailability of fatty acids (Schuchardt and Hahn 2013). Among the various factors
affecting n-3 LC-PUFA incorporation, one important factor to consider is the dietary intake of
linoleic acid (LA, 18:2 n-6), from the omega-6 series, since the incorporation of n-3 LC-

PUFA is inversely associated to intake of LA, particularly in the retina (Simon, Bardet et al.

201



2011). DHA bioavailability also depends on the chemical form of intake: free fatty acids,
esters, TG or PL (Salem and Kuratko 2014). Moreover, the efficiency of EPA or DHA intake

to increase the incorporation of DHA in the retina has not been identified.

The present study aims to compare the incorporation of different formulations in plasma,
erythrocytes and retina, and determines potential modifications of lipid distribution in the
retina. Thus, we specifically want to localize the site of incorporation of EPA and DHA
originating from formulations in which EPA or DHA were loaded on PL or on TG, into the

retina.
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MATERIALS AND METHODS

Animals

The ethics committee of our institution (Comité d’Ethique de I’Expérimentation Animale 105,

Dijon, France) approved all interventions and animal care procedures.

Male Wistar rats (4 weeks of age, n=55) were purchased from Janvier Labs (Le Genest-Saint-
Isle, France). They were housed in a controlled environment at 23°C + 1°C, 55-60%
humidity, under a 12-hour light/12-hour dark cycle, 780 lux in light phase, had free access to
food and tap water. The rats were acclimatized 2 weeks, fed on a standard rodent chow (SDS
diets, UK) before they were fed on a chow describe on the paragraph “experimental diets” for
8 weeks. The rats were then randomly divided into seven groups of eleven rats each (four
cages of two rats and 1 cage of three rats per group). During the height weeks, the rats, food

and water consumption were weighted once a week.

Experimental diets

Commercial high-oleic sunflower oil, sunflower oil, palm oil, rapeseed oil, linseed oil, fish oil
(Polaris, Quimper, France), herring roe oil (Novastell, Etrépagny, France), krill oil
(AkerBiomarine), egg powder (Novastell, Etrépagny, France) were mixed in various
proportions to prepare the five following blends: EPA-rich phospholipids (PL EPA), DHA-
rich phospholipids (PL-DHA), EPA-rich triglycerides (TG-EPA), DHA-rich triglycerides
(TG-DHA), and no DHA and EPA (Control). The lipid blends were used to prepare rodent
diets (SAFE diets, Augy, France). The five experimental diets were designed to be
isoproteinic, isolipidic (10% of lipids) (table 1) and to contain 7% of EPA+DHA for the diets
PL-EPA, PL-DHA, TG-EPA and TG-DHA. The five diets are designed to contain 21% of

C16:0, and a ratio LA/ALA between 4 and 5 as shown in table 2. The different classes of
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lipids were determined using latroscan (Ackman 1981). Diet formulas are presented in table

3.

Collection of samples

At the end of the 8-weeks feeding period, animals were fasted overnight, they were weighed,
then euthanized by an intraperitoneal injection of pentobarbital (Ceva, Santé animale,
Libourne, France) at lethal dose (150 mg/kg body weight) and exsanguination by intracardiac
puncture. Plasma was separated from red blood cells by centrifugation at 3000 rpm during 20
min, 4°C) and both were kept at -80°C until fatty acid analyses. Retinas from 8 rats per group
were collected and frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C for fatty acid analyses. Rat
eyeballs from 3 rats per group were fast frozen in liquid nitrogen before to be stocked at -

80°C, for MALDI-imaging mass spectrometry (IMS) analyses.

Lipid analysis

Standards and Chemicals

Chloroform (CHCI3) and methanol (CH30OH) were purchased from Carlo Erba Reactifs SDS
(Peypin, France). Ammonium acetate, acetonitrile (ACN), CH30H and H20 of LC-MS grade
were all obtained from Fisher Scientific (lllkirch, France). Commercially available PL and
GG standards were obtained from Avanti Polar Lipids Inc. (Alabaster, AL, USA) and
Matreya LLC (State College, PA, USA). Other chemical reagents were purchased from

Sigma-Aldrich (St Quentin Fallavier, France)

Lipid extraction

Lipids were extracted from the retinas and experimental diets following the Folch's method
(Folch, Lees et al. 1957) whereas they were isolated from erythrocytes and plasma according

to the method of Moilanen and Nikkari (Moilanen and Nikkari 1981).
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Lipid classes determination in the experimental diets

The distribution of lipid classes was determined using a combination of thin-layer
chromatography on silica gel-coated quartz rods and flame ionization detection (latroscan
system, latron, Tokyo, Japan) according to Ackman's technique (Ackman 1981) and as
published by our group (Bretillon, Thuret et al. 2008). The values obtained for each
compound were corrected according to their response factor using specific calibration curves,
as previously published (Sebedio, Astorg et al. 1987). Data were reported as percentages of

the total lipids in the samples.

Preparation of PL and TG concerning the experimental diets

Total lipids from each diet were submitted to a thin-layer chromatography separation on
precoated silica gel plates (Merck, Darmstadt, Germany) using a solvent mixture of
hexane/diethyl ether/acetic acid (80:20:1, v/v/v). The silica gel plates were visualized under
UV light (360 nm) after spraying with 2’,7'-dichlorofluorescein. The spots corresponding to
PL and TG were scraped off the plate and the samples were transesterified following the fatty

acid analysis procedure.

Analysis of fatty acids in plasma, red blood cell and retina samples by gaz

chromatography

Fatty acid were converted into methyl esters according to Morrison and Smith (Morrison and
Smith 1964)and analyzed as previously described (Bretillon, Thuret et al. 2008). Fatty acid
methyl esters were extracted with hexane and analyzed by gas chromatography on a Hewlett
Packard Model 5890 gas chromatograph (Palo Alto, CA, USA) using a CPSIL-88 column
(100 m x 0.25 mm i.d., film thickness 0.20 um; Varian, Les Ulis, France) equipped with a
flame ionization detector (FID). Hydrogen was used as the carrier gas (inlet pressure, 210

kPa). The injection volume was 1 pL. the oven temperature was held at 60 °C for 5 min,
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increased to 165 °C at 15 °C/min and held for 1 min, and then to 225 °C at 2 °C/min and
finally held at 225 °C for 17 min. The injector and the detector were maintained at 250°C.
The data were processed using the EZChrom Elite software (Agilent Technologies, Massy,
France). Fatty acid results are expressed as a percentage of the area of each peak relative to

the sum of the areas of all the peaks.
Chromatographic separation of phospholipids

PL classes were separated by liquid chromatography under Hydrophilic Interaction Liquid
Chromatography (HILIC) conditions using an Accucore™ HILIC LC column (150 x 2.1 mm,
2.6 pum, Thermo Scientific, USA). HPLC separation was performed using an UltiMate™ 3000
LC pump equipped with a dual-gradient pump and an UltiMate™ 3000 Autosampler from
Thermo Scientific (USA). The mobile phase consisted of (A) ACN/H,O (95:5, v/v)
containing 5 mM ammonium acetate and (B) ACN/H,O (50:50, v/v) containing 10 mM
ammonium acetate. The solvent-gradient system of the analytical pump was as follows: 0 min
100% A, 1 min 95% A, 20 min 80% A, 23 min 65% A, 24 min 100% A and 24-39 min 100%
A. The flow rate was 800 pL*min*, the injection volume was 10 pL and the column was
maintained at 40°C. The liquid chromatography system was controlled by Standard

Instrument Integration (SII) software based on Dionex Chromeleon ™ 7.

Separation and quantification of phospholipid classes by liquid chromatography

coupled to charged aerosol detector

The phosphorus content of the total lipid extract was determined according to the method
developed by Bartlett and Lewis (Bartlett and Lewis 1970). The samples were then diluted to

the appropriate concentration of 25 pug PL/mL in CHCI3/CH3OH (1:1, v/v).

PLs were first separated by liquid chromatography under HILIC conditions and then detected

using a Corona™ Ultra RS Charged Aerosol Detector™ (CCAD, Thermo Scientific, USA).
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HPLC was performed using a Dionex UltiMate™ 3000 LC pump from Thermo Scientific
(USA) equipped with a dual-gradient pump, which allows for a post-separation inverse
gradient approach to compensate for solvent gradient effects in CCAD detection. In this
approach, a secondary stream of solvent is mixed with the column effluent such that the
mixture of aqueous—organic eluent introduced into the detector inlet remains in equal
proportions  throughout the run.  Separation of  phosphatidylinositol  (PI),
phosphatidylethanolamine (PE), phosphatidylserine (PS), phosphatidylcholine (PC),
sphingomyelin (SM) and lysophosphatidylcholine (LPC) standards was achieved under
HILIC conditions as mentioned above, in the inverse gradient. In the inverse gradient
approach, the composition of the secondary solvent-gradient system must be maintained
exactly opposite that of the column effluent. Therefore, a delay time of the inverse gradient
program was used so that throughout the gradient segment, the composition of the secondary
stream arriving at the mixing tee-piece remained exactly opposite that of the column effluent.
Solvent gradient compensation was performed using the following inverse gradient program
“minimize flow”, at a flow rate 280 pL.min—1: 0—1.786 min 100% B, 2.786 min 85.7% B,
21.786 min 42.9% B, 24.786 min 0% B, 25.786 min 100% B, 25.786—40.786 min 100% B.
Eluate from the HPLC system was introduced into a CCAD for detection of the PLs. The
settings for the CCAD were as follows: gas inlet pressure (nitrogen) 35 psi; gas flow rate and
flow ratio 1.11 L/min and 0.95, respectively; corona voltage 2.9kV; corona current and
current range 1.0 pA and 100 pA, respectively; ion trapping voltage 20.4; filter “3” data
collection rate 10 Hz; power function 1.5; and nebulizer temperature 25 °C. The liquid
chromatography and the CCAD were controlled by Chromeleon 7.2 (Thermo Scientific

Dionex).
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Characterization of phospholipid species (Orbitrap FUSION™)

The Orbitrap FusionTM Tribrid mass spectrometer (Thermo Scientific, USA) was used for
high-resolution analyses. This instrument was equipped with an EASY-MAX NGTM lon
Source (Heated Electrospray lonization H-ESI) and was controlled by XcaliburTM 4.1
software. Positive and negative ions were monitored alternatively by switching polarity
approach with a spray voltage set to 3500 (v) in positive and negative ion modes. The
Orbitrap mass analyzer was employed to obtain all mass spectra in full scan mode with the
normal mass range and a resolution set value 240000. A dynamic exclusion filter was applied
with an exclusion duration of 15 (s) and a mass tolerance of 5 (ppm). For tandem mass
spectrometry (MS/MS) analyses, data-dependent mode was used for the characterization of
PL species. Precursor isolation was performed in the Quadrupole analyzer with an isolation
window of 1.6 (m/z). Higher-energy Collisional Dissociation (HCD) was employed for the
fragmentation of PL with an optimized collisional energy of 30 and a stepped collision energy
of 5%. The linear ion trap was used to acquire spectra for fragment ions in data-dependent
mode. The Automatic Gain control Target was set to 2.0*104 with a maximum injection time
of 50 (ms). The identification of all PL species was performed, using the data of high

accuracy, with the help of LipidSearchTM software.
Preparation of retinas for MALDI-IMS

The eyeball were cryosectionned using a cryostat (LEICA) to obtain 15 um-thick transversal
sections showing all layers of the retina, choroid, optic nerve, and sclera. Sections were
attached to a glass coverslips and stored in a desiccator until needed for MALDI imaging.
Alternate sections were kept on slides and stained with hematoxylin and eosin (H&E) for
orientation purpose. For this study, in total, more than 10 individual sections per group were

analyzed in positive ion mode by MALDI IMS.
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Matrix application for MALDI-IMS

The glass coverslips containing the retina sections were placed on the MALDI plate inserts
using tape, and the 2,5-dihydroxybenzoic acid (DHB) matrix was deposited by sublimation
(Hankin, Barkley et al. 2007). The MALDI plate was attached to the condenser using tape.
The conditions during sublimation of the DHB matrix were a pressure of 0.05 Torr, condenser
temperature of 15°C, and 300 mg DHB in the sublimator. The heat was applied progressively

until 130°C in 11 minuts.

Matrix-assisted laser desorption/ionization mass spectrometric imaging (MALDI-MSI)

analysis

A quadrupole-TOF tandem mass spectrometer with an orthogonal MALDI source (MALDI
Synapt G2-Si,Waters; Mildford, Massachusetts) was used to acquire mass spectral data from
which images were constructed. MALDI mass spectra were obtained using a solid state laser
(355 nm) at an energy of 7.4 J and a pulse rate of 200 Hz for positive ion MALDI imaging.
The energy and pulse rate of the laser were selected to maximize the lipid signal from the
tissue slice. The positive ion MALDI imaging experiments had an accumulation time of 243
ms per image spot. The MALDI plate was moved at a rate of 12.75 mm/min and after each
horizontal line was completed the plate was moved vertically to 30 um. The lateral resolution
of this MALDI IMS technique has been estimated to be approximately 30 pum. The mass
spectrometric data were processed using a specialized script for Analyst software (Waters) at
a mass resolution of 0.1 amu. The lipids observed in positive ion mode [PC, SM, and TG]
were identified to the lipid species level by ion mobility separation (DriftScope, Waters) used

in conjunction with ToF. MALDI Images were visualized using Biomap software.
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Statistical analysis

Data were analyzed using the Kruskal Wallis test followed by the Dunn’s post-hoc test when
appropriate. The level of significance was set at P<0.05. All results were analyzed using
GraphPad Prism version 7.00 for Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, United

States). Data are presented as mean + standard deviation (SD).
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RESULTS

We wanted to quantify the incorporation of DHA and EPA in plasma, erythrocytes and retina,
from 4 different formulations. Indeed, despite minor differences between the diets, PL-EPA
and TG-EPA diets contained around 5% of EPA and 2% of DHA esterified on TG (Table 3).
Similarly, PL-DHA and TG-DHA diets contained around 5% of DHA and 2% of EPA
esterified mainly on PL. Moreover, all diets contain the same LA (18:2 n-6)/ALA (18:3 n-3)

ratio of 5, 22% of palmitic acid (C16:0) (Table 1 and 2)

Body weight did not differ between groups during the 8 weeks of experiment.

LC n-3 PUFA in plasma

In plasma, DHA levels were significantly higher in DHA-supplemented groups compared to
animal from the control group (P<0.001), there was no significant difference between PL-
DHA and TG-DHA groups (P>0.05). There was no statistically significant difference between
EPA-supplemented groups compared to controls for DHA levels in plasma. EPA level in
plasma was higher in PL-EPA and TG-EPA-diet groups compared to control-diet group
(P<0.001). Moreover, DPA n-3 (24:5 n-3) was higher in the plasma of both PL-EPA and TG-
EPA-diet groups. In plasma, ALA (18:3 n-3) was higher only in the PL-DHA-diet group
compared to control-diet group (P<0.01). Concerning the levels of n-6 fatty acids, LA was
significantly higher for all formulations except for PL-DHA-diet group compared to control-
diet group (PL-EPA vs Control : P<0.001; TG-EPA vs Control : P<0.05; TG-DHA vs Control
: P<0.001). However, level of AA in plasma (20:4 n-6) was significantly lower in PL-EPA
(P<0.001) and TG-DHA-diet (P<0.01) groups compared to control-diet group. This result is
in accordance with plasma levels of 22:4 n-6 which are lower in PL-EPA (P<0.001), TG-EPA

(P<0.05), and TG-DHA-diet (P<0.01) groups compared to control-diet group. There was no
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difference in fatty acids composition between PL-EPA and TG-EPA or PL-DHA and TG-

DHA-diet groups (Figure 1.a).

LC n-3in erythrocyte

In red blood cells, DHA level was significantly higher in both PL-DHA and TG-DHA-diet
groups (P<0.001) and in a lesser extent, in PL-EPA-diet group (P<0.05) compared to control-
diet group. Docosapentenoic acid (DPA) n-3 (22:5 n-3) level was significantly higher in all
the four formulations compared to control-diet group (P<0.001). Meanwhile EPA level in
erythrocytes was higher only in PL-EPA and TG-EPA groups (P<0.001). Concerning the n-6
fatty acids, LA (18:2 n-6) level was higher in PL-EPA and TG-DHA-diet groups compared to
control-diet group (P<0.001). AA (20:4 n-6) level was significantly lower in all groups
(P<0.01 and P<0.001 for PL-EPA) excepted in PL-DHA-diet group compared to control-diet
group. The same result was obtained for 22:4 n-6 levels. There was no difference for any fatty

acids between PL-EPA and TG-EPA or PL-DHA and TG-DHA-diet groups (Figure 1.b).

LC n-3in retina

EPA levels in retina were higher in all supplemented-groups except for PL-DHA group
compared to control-diet group (PL-EPA vs control: P<0.05, TG-EPA vs Control: P<0.01,
TG-DHA vs control: P<0.001), and there was no difference between supplemented-diet
groups. DHA level was significantly increased in the retina for all diet-groups except TG-
EPA-diet group compared to control-diet group (PL-EPA vs control: P<0.001, PL-DHA vs
control: P<0.05, TG-DHA vs control: P<0.001). DPA n-3 (22:5 n-3) level was increased in
EPA-rich diet groups (P<0.001), but there was no difference between these both groups.
Concerning n-6 fatty acids, AA is less abundant in retina of groups fed with TG-diets
(P<0.001). There was no difference for any fatty acid between PL-EPA and TG-EPA or PL-

DHA and TG-DHA-diet groups (Figure 1.c and Table 4).
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Characterization and quantification of FAs in retinal PC

In retina, PC has a large amount of di-saturated FAs (32:00, 16:0/16:0),
saturated/monounsaturated FAs (34:01, 16:0/18:1) and saturated/polyunsaturated FAs (40:6,
18:0/22:6). Retinal PC is the only class that contained detectable levels of VLC-PUFAs (more
than 24 carbons in length). Our results demonstrated that the sum of VLC-PUFASs in the retina
is significantly higher in PL-EPA and TG-DHA-diet groups compared to control group. This
increase concerned particularly PC54:12 (32:6/22:6) and PC54:11 (32:5/22:6). There was a
statistically significant increase in PC 44:12 (22:6/22:6) in retina of PL-EPA, PL-DHA and
TG-DHA-diet groups, and a significant increase of PC40:6 (18:0/22:6) in TG-DHA-diet

group (Figure 2).

Spatial distribution of PUFA-containing PC in the retina

Regions of interest in the eye, such as connective tissue, sclera, optic nerve, RPE, choroid,
and retinal layers, are labeled in an H&E-stained section which represents a typical tissue
sample (figure 3). The localization of lipid molecular species was determined using MALDI-
IMS in coronal sections of the ocular globes. lon mobility separation was used coupled with
ToF to determine lipid/PC molecular species. The positive ion mass spectra obtained was
contained in the mass range of 450-1100 m/z. The shape of spectrums were different
according to particular areas of the eye tissue (inner retina, outer retina and orbital fat), that
demonstrate the variation of lipid molecular species within different region of eye tissue.
Positive ion data obtained for the MALDI MS experiments revealed the distribution of PC
and TG lipids in the ocular tissue. We excluded ions which could originate from the classic

embedding compound using a protein-rich embedding compound.

In the region of interest of the inner retina, the positive ion MALDI mass spectrum indicated a

unique molecular species profile with the most intense ion at m/z 782.6 consistent with
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PC[M+Na]", specifically a PC(34:1) (figure 4.a and d). The positive ion MALDI image of
m/z 782.6 suggested that this ion was present within the inner retina composed by ganglion
cells, nerve fiber layer, optic nerve and a thin region behind outer retina (Figure 4.9),
previously identified as the lumen of blood vessel (Zemski Berry, Gordon et al. 2014). The
positive ion MALDI mass spectrum of this area revealed the presence of less intense other
lipids, in this region, such as m/z 756.6, that was not unique to this location. These molecular
species m/z 756.6 correspond to a PC(32:0), and the presence of this ion is intense in all
retinal layers, including outer retina, as shown by the MALDI MS image of this molecular

species.

The MALDI mass spectrum of the region of interest of outer retina, including mainly outer
segment of photoreceptor, indicated a molecular species profile with the most intense ions at
m/z 756.6 PC(32:0). As previously said this ion is present in the entire retina and is not
specific to the outer retina (Figure 4.b and e). The spectrum of the outer retina reveals also
two molecular species such as m/z 856.6 and m/z 900.6. The positive ion MALDI image of
m/z 856.6 and m/z 900.6 indicated that these lipids were uniquely localized in the
photoreceptor layer (Figure 4.h). The identification of m/z 856.6 in this area could correspond
to a sodiated PC lipid, corresponding to PC(40:6) meanwhile m/z 900.6 corresponding to

sodiated PC(44:12).

The area corresponding to orbital fat reveals a MALDI mass spectrum with the most intense
ion at m/z 881.8 (Figure 4.c and f). The positive ion MALDI image of m/z 881.8 suggested
that the ion was present within a tissue surrounding the optic nerve, behind the sclera,
according to the orbital fat (figure 4.1). The black areas within this structure could correspond
to cross-sectioned blood vessels. The specie m/z 881.8 as previously identified as
TG[M+Na]" denoted as TG(52:2). Additionally, other sodiated TAG lipids were found with

similar regional distributions to m/z 881.8, including m/z 853.8 TG(52:2).
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The merged images of the lipid ions at m/z 782.6 [PC(34:1)+Na], m/z 856.6 [PC(40:6)+Na]
and m/z 881.8 [TG(52:)+Na], demonstrated the spatial organization of these particular lipids

within the eye (Figure 4.)).

The merged images of the lipid ions at m/z 856.6 [PC(40:6)+Na] (Figure 5.a) and m/z 900.6
[PC(44:12)+Na] (Figure 5.b) demonstrated that these both species were co-localized in the
outer part of photoreceptor layer. Meanwhile m/z 856.6 [PC(40:6)+Na] extends more inward
(Figure 5.c), meaning that each of this LC-PUFA-containing PC presents their own spatial

distribution, even if its share same PUFA in their composition.

The retina is characterized by its content in VLC-PUFAs-containing PC having 24 to 36
carbons and up to four double bounds in the mass range of m/z 900-1100. Within the
photoreceptor layer, we identified in the positive ion MALDI spectrum molecular species
such as m/z 1018.7, m/z 1040.7 and 1068.7 with a lower signal than other species previously
identified (Figure 6.a). These molecular species were previously identified as VLC-PUFAs.
Using ion mobility, we have confirmed that m/z 1018.7, m/z 1040.7 and 1068.7 corresponded

to VLC-PUFA-containing PC as [PC(52:9)+Na], [PC(54:12)+Na] and [PC(56:12)+Na].

The merge of MALDI images of both m/z 900.6 [PC(44:12)+Na] (Figure 6.b) and m/z 1018.7
[PC(52:9)+Na] (Figure 6.c) demonstrated that there were located in the area corresponded to
photoreceptor layer, but no co-localization of these two species. PC(44:12) is localized in an
inner area compared to the location of PC(52:9) within the photoreceptor layer (Figure 6.d).
Because the signal is too low to determine a strong and clear MALDI image, this result cannot

be representative to other VLC-PUFAs.

The aim of this study was to localize the site of incorporation of DHA within the retina,
following 8 weeks of PUFA-rich diet. The MALDI image of the m/z 900.6 [PC(44:12)+Na]

indicated the presence of this species with a varied intensity throughout the retina, in all
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supplemented groups compared to control group. The most intense signal for m/z 900.6 in the
retina was observed in the photoreceptor layer surrounding the optic nerve. The intensity of
m/z 900.6 signal outside this area was very similar between groups. Moreover, the intensity of
the ion m/z 881.8 is higher in the supplemented-diet group compared to the retina of control

diet.

The merged images of the lipid molecular ions at m/z 782.6 [PC(34:1)+Na], m/z 900.6
[PC(44:12)+Na] and m/z 881.8 [TG(52:)+Na] nicely demonstrated the particular spatial

organization of m/z 900.6 within the retina (Figure 7).
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DISCUSSION

DHA and some VLC-PUFAs in AMD retina and RPE/choroid were significantly decreased
(Liu, Chang et al. 2010; Gorusupudi, Liu et al. 2016). Moreover, consumption of foods rich in
omega-3 LC-PUFAs is associated with a lower risk of developing AMD (Cho, Hung et al.
2001; Seddon, Rosner et al. 2001; SanGiovanni, Chew et al. 2007). The high influence of
dietary intake on retinal levels and visual health remain, however controversial (Bretillon,
Thuret et al. 2008; Acar, Berdeaux et al. 2012), even if a recent study showed that dietary
intake of LC-PUFA and VLC-PUFA precursors clearly influence retinal lipid profiles in
retina (Gorusupudi, Liu et al. 2016). Nevertheless, bioavailability of omega-3 FAs from diet
depends on their chemical form (Schuchardt and Hahn 2013), with a few studies suggesting
that the phospholipid form is better absorbed than the triglyceride form (Schuchardt,
Schneider et al. 2011; Ulven, Kirkhus et al. 2011; Ramprasath, Eyal et al. 2013). Yet, these
studies did not match the doses of PL and TG or doses of EPA and DHA (Salem and Kuratko
2014), excepted one indicating no difference between omega-3 provide under TG or PL
forms, into the plasma (Yurko-Mauro, Kralovec et al. 2015). Moreover, plasma was validated
as biomarker of short (weeks), dietary intake, leading to a high degree of uncertainty about the

incorporation of omega-3 into the retina.

The goal of this study was to provide a novel molecular characterization of the retina of rats
fed with different omega-3-rich diets. Moreover, we wanted to provide qualitative and
guantitative information about changes in the FA composition in plasma, red blood cells and

FA-containing PC in retina.

The strength of the work done is that long chain omega-3, EPA and DHA, were esterified
either in PL, either in TG. Moreover, these ingenious formulations were balanced in some

FAs, that could influence incorporation of EPA or DHA into the retina. Despite some
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variabilities in amount of FAs into the different diets due to the manufacturing, the five diets
were composed by the same amount of palmitic acid (C16:0), the same ratio of LA/ALA, the
same amount of DHA + EPA (provided either by PL or TG). Palmitic acid, as LA and ALA,
are the substrates of the fatty acid desaturase 2 which mediates A6 desaturation. Thus,
palmitic acid, LA and ALA can enter in competition for the synthesis of its products, and
modify the efficiency of FADS2 in the production of PUFAs (Park, Kothapalli et al. 2016).
The international society for the study of fatty acids and lipids recommends a LA/ALA ratio
of 5 to prevent metabolic, cardiovascular diseases and AMD. In this study, we followed this
recommendation for all diets. Meanwhile western countries are characterized by a dietary
intake twenty times more rich in omega-6 than in omega-3 (Simopoulos 2002). The rationale
for considering a fixed ratio between omega-6 and imega-3 FAs was based on the
incorporation of DHA in the retina that depends on the LA/ALA ratio. Indeed, studies have
shown that the decrease of LA intake benefits to the omega-3 incorporation into the retina in
the rat (Simon, Bardet et al. 2011), and to other tissues and human plasma (Blanchard,
Pedrono et al. 2013; Taha, Cheon et al. 2014). Low-density lipoprotein (LDL) has been
reported to significantly participate in the retina’s lipid supply (Gordiyenko, Campos et al.
2004). The reduction of LA intake could promote the expression of LDL receptor in

neuroretina, improving DHA uptake (Wang and Anderson 1993; Simon, Bardet et al. 2011).

Bioavailability of omega-3 could depend of the form in which they are provided
(phospholipids or triglycerides), even if no clear evidence identifies the better source (Salem
and Kuratko 2014; Yurko-Mauro, Kralovec et al. 2015). We fed during 8 weeks Wistar rats
with one of the four omega-3-enriched diets containing mostly EPA or DHA, as mainly PL or

TG.

In plasma, our gas chromatographic analyses reported that EPA and DPA n-3 were increased

in rats fed with EPA-rich diets compared to control diet. Meanwhile, DHA was increased in
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DHA-rich diets compared to control, without significant difference between PL or TG forms.
This result is consistent with the study on humans showing no difference in the increase of
DHA levels in the plasma when it was provided at the same dose, esterified on PL or TG
(Yurko-Mauro, Kralovec et al. 2015). Supplementation with higher amounts of DHA than
EPA triggered higher level of DHA in plasma, even if all diets induced an important increase
of DHA precursors (EPA and DPA), particularly following the EPA-rich diets. For these
diets, there was only a trend towards an increase in plasma DHA, confirming the low
conversion of precursors of DHA in DHA (Plourde and Cunnane 2007). These plasma
variations in n-3 levels were counterbalanced by a decrease in AA for PL-EPA and TG-DHA-
rich diets, an increase in ALA for PL-EPA-rich diet and an increase in LA for all groups

except for PL-DHA rich diet compared to control group.

In RBCs, EPA was increased in all groups compared to control group, but particularly in
EPA-rich groups. For all groups, there was an increase in DPA n-3, the DHA precursor,
compared to control groups. DHA in RBCs was increased in groups fed with PL-EPA, PL-
DHA and TG-DHA diets, similar to the retina. Effectively, erythrocytes appears to be better
biomarkers of n-3 FAs in the retina than plasma (Acar, Berdeaux et al. 2012), because they
are less prone to environmental influence due to a life span of 120 days (Ebaugh, Emerson et

al. 1953).

Interestingly, even if TG-EPA-rich diet favored high incorporation in DPA n-3 in the retina,
this precursor was not converted into DHA, whereas PL-EPA-rich diet triggered an increase
of DHA in the retina. Yet, these both diets contained similar concentrations in DHA, meaning
that PL-EPA favored conversion into DHA compared to TG-EPA diet. Our results are
consistent with earlier findings showing that Krill oil (PL-rich containing mostly EPA), favors
[-oxidation and tissue deposition compared to fish oil (TG-rich diet) (Ghasemifard, Hermon

et al. 2015).
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Concerning the DHA-rich diets, our results reported that the form under which DHA is
esterified, did not influence its bioavailability for the retina, even if the increase in DHA is
higher in retina of rats fed with TG-DHA-rich diet compared to PL-DHA-rich diet. A
previous study suggested that the content in diacylglycerols (DAG) and monoacylglycerols
(MAG) molecules may facilitate micellar formations and thus enhance the LC omega-3 FA
absorption into the enterocyte (Dyerberg, Madsen et al. 2010), that is consistent with our diets

which PL-DHA contained less MAG and DAG than TG-DHA.

Moreover, our results demonstrated that PL-EPA and TG-DHA-rich diets enhanced the
incorporation of LA n-6 into plasma and erythrocytes and favored the decrease in AA into
plasma and erythrocytes, and these changes could be associated with an enhanced

bioavailability of DHA into the retina.

Our quantitative LC/MS analyses reported here revealed that the incorporation of DHA into
the retina was particularly realized in DHA/DHA-containing PC (PC44:12). Another relevant
DHA-containing PC (PC40:6, 18:0/22:6) was significantly increased in the retina of TG-

DHA-rich diet group.

Moreover, the diets which increased DHA, triggered the increase of VLC-PUFAs-containing
PC into the retina. VLC-PUFA-containing glycerophospholipids are highly enriched in the
retina (Aveldano 1988), but function and details regarding their synthesis are still unclear .
ELOVLA4 has been identified as a fatty acid elongase protein that is involved in the synthesis
of VLC-PUFAs (Agbaga, Brush et al. 2008). Its mutation leads to the most common
hereditary form of macular dystrophy: the Stargardt disease (Zhang, Kniazeva et al. 2001).
VLC-PUFA are mainly esterified on PC species found in the retina, in the sn-1 position of
these PCs with DHA at the sn-2 position of glycerol (Aveldano and Sprecher 1987

Harkewicz, Du et al. 2012).
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Even if TG-EPA rich diet did not allows a greater incorporation of DHA into the retina, it
favored the incorporation of a VLC-PUFA, the PC54:11 into the retina. This result is
consistent with a previous study demonstrating that AA and EPA are the majors precursors of
VLC-PUFAs (Agbaga, Logan et al. 2014) and in a lesser extent DHA (Suh and Clandinin
2005). We are uncertain if the FAs changes observed in retina followed by supplemented-
diets are due to a higher conversion because a larger amount of precursors are available, or
because of a higher intake of precursor by the retina. Further experiments will be required to
explore the possible changes in expression of ELOVL4 or adiponectine receptor 1 (Rice,

Calandria et al. 2015).

The lipid composition of the retina is remarkable because a molecular blueprint characterizes
each particular layer. MALDI IMS revealed to location of DHA-containing PC into the
photoreceptor layer of the retina. More precisely, double DHA esterified on PC (44:12) are
colocalized with PC40:6 (18:0/22:6), but the latter extends more in inner part of photoreceptor
layer. Moreover, this study provides for the first time, high level of details concerning
localization of VLC-PUFAs relative to the localization of LC-PUFA-containing PC, and
particularly PC44:12 in the retina, because the resolution used for MALDI was only 30um.
Our MALDI images revealed that VLC-PUFAs seems to be localized in external part of the
retina as PC44:12. This localization seems to be crucial. Indeed in Stadgardt disease,
mislocalization of the mutant protein may be at the origin of retinal degeneration, and the
deletion of ELOVLA4 leads to lipid and proteins accumulation into the RPE (Agbaga, Logan et

al. 2014).

VLC-PUFAs contribute to synaptic vesicle size, and thus synapttic transmission (Bennett,
Hopiavuori et al. 2014), and could be important for rod but not cone function (Bennett,
Hopiavuori et al. 2014; Schori, Agbaga et al. 2018). Gaining details on VLC-PUFAs location

is essential for a better understanding of their function, because VLC-PUFAs are thought to
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be essential for the maintenance of the highly curved membrane disks of the PR outer
segments (Suh, Wierzbicki et al. 2000). Rhodopsin is contained in outer segments, and the
highest rhodopsin content is found in the retina of rats fed diets containing AA and/or DHA.
Small manipulations of the dietary levels of AA and DHA are important determinants of FA

composition of membrane lipid and visual pigment content (Suh, Wierzbicki et al. 2000).

MALDI-IMS results confirmed results obtained with gas chromatography and LC-MS:
enriched diets and particularly PL-EPA, TG-DHA and in a lesser extent PL-DHA favored the
incorporation of DHA into the retina. Our results depicted in the figure 7, indicate that this
incorporation takes place in the photoreceptor layer, and particularly in an area around the
optic nerve. MALDI image did not provide quantitative information, but deliver changes in
localization. Thus, there was an area near the optic nerve where the intensity of PC44:12 is
extremely high in all supplemented diet compared to control group. This area was previously
described in a Study of Cortina, as the area that is most sensitive to oxidative stress induced
by bright light treatment in rats (Cortina, Gordon et al. 2005). In this study, light-induced
oxidative stress compromised photoreceptor integrity, particularly in an area next to the optic
nerve, in the superior and nasal quadrant, suggesting that PR are most sensitive in this area.
This particular response could means that the outer segments may contain higher amount of
disc and thus higher PUFA levels, leading to a higher sensitivity to oxidative stress. If this
area contains more discs, it can incorporate more DHA from dietary intake. The high
incorporation of the DHA and the other PUFASs in the retina may result in more plastic
membranes, allowing a better phototransduction and a better synaptic function (Litman, Niu

et al. 2001; Mitchell, Niu et al. 2001; Niu, Mitchell et al. 2001; Mitchell, Niu et al. 2003).

To our knowledge, for the first time, a study provides quantitative data on VLC-PUFA
changes following different omega-3 rich diets. The main and most consistent findings in this

study were that both EPA and DHA enhanced DHA incorporation into the retina and that FAs
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provided by diet can trigger changes in spatial lipid organization of the retina. The
significance of the work done if that it provides a high level of qualitative and quantitative
details regarding every detectable molecular species and FA in the plasma, RBCs and retina,
in a single source. Our study confirms that consuming foods rich in omega-3 are incorporated
into retina, depending on the chemical form under which they are brought, to favor EPA

esterified on PL and DHA on both PL and TG forms.
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TABLES

Table 1: Diet composition. The ingredient compositions of the diets were provided by the diet
suppliers. The fatty acid compositions were determined by our group using gas
chromatography and flame ionization detection.

Ingredients Control PLEPA PLDHA TGEPA TGDHA
Mix Oil (%) 10 10 10 10 10
Casein (%) 18 18 18 18 18
Corn Starch (%) 38,25 38,25 38,25 38,25 38,25
Dextrose (%) 18 18 18 18 18
Sucrose (%) 6 6 6 6 6
Cellulose (%) 5 5 5 5 5
Minerals and vitamins 45 45 45 45 45
(%)

Bitartrate choline (%) 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
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Table 2: Diet Composition. The fatty acid compositions were determined by our group using

gas chromatography and flame ionization detection.

% of total fatty acids

12:0

14:0

15:0

dmal6:0

16:0

16:1n-9
16:1n-7

17:0

dmal8:0
dmal8:1n-9
18:0

18:1t

18:1n-9
18:1n-7

18:2 tc

18:2 ct
18:2n-6 (LA)
20:0

18:3n-6
20:1n-9
18:3n-3 (ALA)
20:2n-6

22:0

20:3n-6
22:1n-9
20:4n-6 (AA)
20:5n-3 (EPA)
24:0

22:4n-6
22:5n-6
22:5n-3 (DPA)
22:6n-3 (DHA)
24:1n-9
LA/ALA

0,13
0,62
0,05

21,35
0,04
0,18
0,08

3,82
1,20
56,49
1,88
0,15
0,14
10,67
0,32

0,19
2,19
0,05
0,31

0,14
1,86
0,11

21,16
0,05
1,20
0,09

3,44
0,51
44,68
3,02
0,14
0,12
12,61
0,27

0,26
2,60
0,05
0,24

0,14
0,15
4,48
0,22

0,11
2,28
0,07
4,85

0,04
0,82
0,16
0,13
20,64
0,08
1,01
0,22
0,15
0,12
7,47
0,65
42,54
2,31
0,08
0,06
10,96
0,15
0,07
0,15
2,36
0,09
0,30
0,10
0,05
1,03
2,18
0,14
0,06
0,13
0,20
5,95

4,64

0,09
0,60
0,06

22,00

0,16
0,07

3,84
0,60
46,65
1,69
0,15
0,13
11,74
0,33
0,10
0,43
2,46
0,07
0,29
0,06

0,35
5,44
0,20

0,14
0,14
2,14
0,07
4,77

0,11
0,57
0,04

21,85

0,18
0,07

3,72
0,42
47,03
1,67
0,15
0,13
12,37
0,30
0,10
0,30
2,58
0,07
0,30
0,03

0,21
2,70
0,18
0,04
0,25
0,26
4,27
0,10
4,79
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Table 3: EPA and DHA containing triglycerides and phospholipids in diets.

Lipid classes content (%) Control PLEPA PLDHA TGEPA TGDHA
Triglyceride 90,5 73,3 48,4 89,6 87,7
DHA - 0 0 0,62 1,59
EPA - 0,08 0 2,31 1
Phospholipid 0 21,4 49,7 0 0
DHA - 11,78 9,75 - -
EPA - 23,3 3,93 - -
Cholesterol 0 0,5 0,4 0 0
Diglyacylcerol 6,8 4,8 1,5 6,2 5,8
Monoacylglycerol 2,7 0 0 4,2 6,5
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Table 4: Fatty acids composition of total lipids from rat retina tissue, following supplemented

diet
% of total
fatty acids  Control PL-EPA PL-DHA  TG-EPA TG-DHA
14:0 0,16 £0.03 0,07+0.01 0,10+£0.05 0,16+0.05 0,07+0.02
15:0 0,08+0.02 0,06+0.01 0,07+0.02 0,08+0.02 0,05+0.01
dma 16:0 0,88+0.08 0,85+0.08 0,86+0.09 086+0.1 0,83+0.04
16,47 £ 17,78 £
16:0 20,18 £ 0.58 0.53 2.01 18,65+ 2.02 16,86 +0.86
16:1n-9 0,21+0.02 015001 0,17+0.03 0,19+0.03 0,15+0.01
16:1n-7 0,37+£0.06 0,30+0.05 0,36 +0.07 0,40+0.12 0,26 £0.02
17:0 0,15+0.01 0,14+0.01 0,17+0.02 0,15+0.01 0,13+0.01
dma 18:0 2,75+0.08 283+0.12 2,72+0.11 2,76+0.14 2,83+0.11
dma18:1n-9 0,41+0.04 0,37+0.04 0,37+0.03 0,38+£0.03 0,36 +0.02
dma18:1n-7 0,21+0.03 0,22+0.05 0,21+0.04 0,19+0.03 0,17+0.02
24,80 + 24,94 +
18:0 25,35 + 0.56 0.45 0.91 26,06 £ 0.86 25,46 +0.65
18:1t 0,05+0.01 0,04+0.01 0,06+0.01 0,05+001 0,04+0.0
18:1n-9 9,16+£0.29 855+0.46 848+0.44 9,05+047 8,43+0.35
18:1n-7 248+0.16 2,27+0.18 2,23+0.17 2,21+0.15 1,90+0.12
18:2n-6 0,76+0.11 087+0.09 0,74+0.1 092+0.12 0,8+0.06
20:0 0,11+0.02 0,09+0.02 0,09+0.02 0,14+0.02 0,09+0.01
20:1n-9 0,17+0.01 0,13+0.01 0,14+0.02 0,16+0.03 0,17+0.02
20:1n-7 0,04+00 0,03+£0.01 0,04+0.02 0,06+£0.02 0,05+0.02
20:2n-6 0,09+0.01 0,09+0.01 0,09+0.01 0,00+£0.01 0,09+0.01
20:3n-9 0,05+0.01 0,06+0.03 0,06+0.04 0,08+0.04 0,04+0.01
20:3n-6 0,13+0.01 0,17+0.01 0,13+0.01 0,15+0.02 0,15+0.01
20:4n-6 8,72+0.31 8,10+049 8,33+0.23 786+052 7,85+0.31
20:5n-3 0,07£0.02 0,42+0.05 0,27+0.04 0,35+0.04 0,33+0.05
24:0 0,04+0.01 0,06+0.02 0,06+0.01 0,09+0.02 0,04+0.01
22:4n-6 1,24+0.06 091+0.06 1,01+£0.08 0,90+0.08 0,90+0.05
22:5n-6 059+0.1 0,10+£0.01 0,14+0.01 0,13+0.02 0,15+0.02
22:5n-3 0,34 +£0.03 0,89+0.06 0,62+0.05 0,88+0.04 0,67+0.07
30,87 + 29,77 +
22:6n-3 25,09+ 0.5 1.28 1.65 27,02+1.61 31,15+1.18

Values are mean + standard deviation (n=8 rats per group)

DMAs: dimethyl acetals
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Figure 1: Levels of relevant fatty acids (FA) in the plasma (a), erythrocytes (b) and retina (c)
performed by gaz chromatography followed by flame ionization detector. Bars represent the

mean + standard deviation. *: P<0.05, **: P<0.01, ***: P<0.001, ****: P<0.0001.
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Figure 2: Quantitative amount of relevant species contained within PC. VLC-PUFA: very
long chain-polyunsaturated fatty acids. Bars represent the mean + standard deviation. *:

P<0.05, **: P<0.01, ***: P<0.001.
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Figure 3: Hematoxylin and Eosin stain of ocular tissue section. GCNFL: Ganglion Cell/Nerve
fiber layer. INL: Inner Nuclear Layer. ONL: Outer Nuclear Layer. OS: Outer Segment.

RPE/CC: Retinal Pigment Epithelium/choriocapillaris.
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Figure 4: Positive ion MALDI IMS in rat ocular tissue. Region of interest (ROI) were selected
selected as inner retina (a), outer retina (b) and orbital fat (c), corresponding to total positive
ion MALDI mass spectra of inner retina (d), outer retina (e¢) and orbital fat (f). Extracted
positive ion MALDI images of the [M+Na]" of PC(34:1) (m/z 782.6) (g), PC(40:6) (856.6) (h)
and TAG(52:2) (m/z 881.8) (i). (j): Merged positive ion MALDI image of PC(34:1) (red),

PC(40:6) (green) and TAG(52:2) (blue).
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Figure 5: Extracted positive ion MALDI images of the [M+Na]" of PC(40:6) (m/z 856.7) (a)
and PC(44:12) (900.6) (b). Merged positive ion MALDI image of PC(40:6) (red) and

PC(44:12) (green).
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Figure 6: Outer retina was selected as region of interest (ROI), corresponding to total positive
ion MALDI mass spectra (a). Extracted positive ion MALDI images of the [M+Na]" of
PC(44:12) (m/z 900.6) (b), and of the [M+H]" of PC(54:12) (1018.7) (c). (d): Merged positive

ion MALDI image of PC(54:12) (red), PC(44:12) (green).
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Figure 7: Merged positive ion MALDI image of PC(34:1) (red), PC(44:12) (green) and

TAG(52:2) for the group control (a), PL-EPA (b), PL-DHA (c), TG-EPA (d), TG-DHA (e).
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C. Résultats principaux et conclusions
Les résultats obtenus dans cette étude ont permis de montrer une augmentation de DHA dans

la rétine induite par les régimes supplémentés en TG-DHA, PL-DHA et TG-EPA. Dans le
plasma, ’EPA est augmenté dans les groupes nourris avec les régimes enrichis en EPA, alors
que le DHA est augmenté dans le plasma des groupes nourris avec les régimes enrichis en
DHA, sans qu’il y ait de différences entre les formes phospholipides et triglycérides. Dans les
globules rouges, ’EPA est augmenté dans tous les groupes, alors que le DHA est augmenté
dans les groupes TG-DHA, PL-DHA et TG-EPA, comme dans la rétine. Cette donnée est en
accord avec des études précédentes qui indiquent que les globules rouges sont de meilleurs
biomarqueurs de la prise alimentaire que le plasma (Acar, Berdeaux et al. 2012), par leur
durée de vie de 120 jours (Ebaugh, Emerson et al. 1953). De plus, nos données quantitatives
obtenues en LC/MS ont révélé que I’incorporation de DHA dans la rétine était principalement
due a une augmentation des phosphatidylcholine estérifiés par deux DHA (PC44 :12).
L’ensemble des régimes permettent 1’augmentation des AGPI-VLC dans la rétine. Les AGPI-
VLC estérifiés sur des PC dans la rétine, sont synthétisés par une enzyme ’ELOVL4, dont la
mutation est responsable de la maculopathie juvénile de Stargardt (Zhang, Kniazeva et al.
2001). Nos résultats ont également permis d’apporter des détails sur la localisation des acides
gras dans la rétine. En effet, le PC (DHA/DHA) apparait en colocalisation partielle avec le PC
(DHA/Acide stéarique), qui s’étend en interne de la couche de photorécepteurs. De plus, le
PC (DHA/DHA) et AGPI-VLC semblent ne pas étre colocalisés, les AGPI-VLC se situant
dans la partie la plus externe de la couche des photorécepteurs. Ces détails montrent
I’importance de la localisation des lipides au sein de la rétine. Enfin, ’ensemble des
supplémentations entrainent une augmentation du signal associé au PC (DHA/DHA) dans la
couche des photorécepteurs, particulierement au niveau d’une zone proche du nerf optique.
Cette zone a précédemment été décrite comme une zone sensible au stress oxydant induit par

la lumiére (Cortina, Gordon et al. 2005).

Pour conclure, c’est la premiére fois qu’une étude révéle une augmentation des AGPI-VLC
induite par la supplémentation de I’alimentation en AGPI-LC, et précise le lieu d’intégration
du DHA dans la rétine. D’autre part, nos données indiquent un reel intérét pour le regime
PL-EPA par rapport au régime TG-EPA dans I’intégration du DHA dans la rétine. Le régime
TG-DHA serait également plus favorable que le régime riche en PL-DHA a I’intégration du
DHA dans la rétine.
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Nous avons également utilisé deux autres régimes, non présentés dans 1’article. Ces régimes

sont constitues, pour la partie lipidique :

- de poudre d’ceuf enrichie en DHA (régime oeuf), constitué de 100% de PL contenant
exclusivement du DHA et des traces d’EPA

- d’huile de hareng, dont la formule correspond a une formule utilisée chez 1’homme, ou

EPA et DHA sont estérifiés sur PL et TG a la fois.

Les compositions des régimes et les résultats sont présentés dans les figures suivantes. Pour
ces régimes également, les acides gras C16 :0 et le ratio LA/ALA sont semblables entre les
groupes. Ainsi, les deux régimes induisent I’augmentation du DHA dans la rétine, notamment
les PC(DHA/DHA), mais ne permettent pas 1’augmentation de la somme des AGPI-VLC.
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Contenu en AG (%) Control CEuf Hareng
12:0 0,13 - 0,11
140 0,62 0,26 0,77
15:0 0,05 0,13 0,06
dmail6:0 - 0,12 -
16:0 21,35 20,75 23,27
16:1n-9 0,04 0,08 0,05
16:1n-7 0,18 0,66 0,32
17:0 0,08 0,23 0,08
dmai8:0 - 0,17 -
dmal8:1n-9 - 0,12 -
18:0 3,82 7,97 3,55
18:1t 1,2 0,63 0,73
18:1n-9 56,49 45,82 47,45
18:1n-7 1,88 1,96 2,03
18:2tc 0,15 0,07 0,17
18:2 ct 0,14 0,05 0,15
18:2n-6 (LA) 10,67 10,78 12,29
20:0 0,32 0,15 0,34
18:3n-6 - - 0,11
20:1n-9 0,19 0,15 0,31
18:3n-3 (ALA) 2,19 2,51 2,57
20:2n-6 0,05 0,09 0,06
22:0 0,31 0,25 0,52
22:1n-9 - - 0,03
20:3n-6 - 0,09 -
20:4n-6 (AA) - 1,09 0,05
20:5n-3 (EPA) - 0,48 1
24:0 0,13 0,1 0,16
24:1n-9 0,01 - 0,1
22:4n-6 - 0,07 0,03
22:5n-6 - 0,13 0,09
22:5n-3 (DPA) - 0,17 0,34
22:6n-3 (DHA) - 4,92 3,26
LA/ALA 4,87 4,29 4,78

Composition des régimes (Euf et Hareng en acides gras.
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Composition des régimes (Euf et Hareng
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Discussion générale et perspectives
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Le SMet est considéré aujourd’hui comme la maladie du siecle par le nombre
toujours croissant de personnes qu’il touche. Il est un facteur de risque de développer un
diabéte de type 2 et des pathologies cardiovasculaires. Les complications du diabéte sur
la rétine sont bien connues dans le cas de la rétinopathie diabétique, mais les effets du
SMet sur la rétine sont peu étudiés. Nous formulons 1’hypothése qu’une prise en charge
précoce du SMet pourrait diminuer les conséquences a long terme. Une alimentation
riche en AGPI-LC de type oméga-3, comme le DHA et I’EPA et pauvre en oméga-6
participerait a prévenir I’insulinorésistance, une composante du SMet, et serait
protectrice du vieillissement de la rétine et des premiers stades de la dégénérescence
maculaire liée a 1’4ge (DMLA). Les données de biodisponibilité des AGPI-LC oméga 3
dans la rétine sont peu nombreuses et controversees. Ainsi, nos travaux avaient pour
objectifs d’évaluer I’effet d’un régime pro-diabétogéne sur le métabolisme glucidique et
lipidique chez le rat pour, de maniere concomitante, étudier les conséquences
fonctionnelles et structurales sur la rétine. Nous souhaitions ainsi associer les
dysfonctions métaboliques aux altérations de la rétine. Notre second objectif était de
déterminer si la forme d’apport des acides gras avait un impact sur leur degré
d’intégration dans la rétine, en particulier au sein de la couche cellulaire qui en contient

la plus grande proportion, a savoir la couche des photorécepteurs.

Le régime HFHF induit principalement des altérations du métabolisme glucidique.

Pendant de nombreuses années, la définition du SMet a évolué jusqu’a faire 1’objet d’un
consensus. Le SMet est caractérisé par la présence d’une obésité abdominale dont les
criteres dépendent de 1’ethnie a laquelle on appartient, d’une hyperglycémie a jeun, d’une
hypertension artérielle, d’une hypertriglycéridémie et de faibles quantités de cholestérol
HDL. Dans notre premiere étude, nous considérons le SMet, non pas au sens strict
puisque la tension artérielle n’a pas été mesurée, mais dans l’objectif d’étudier les

consequences de plusieurs altérations métaboliques liées au SMet sur la rétine.

Nous avons souhaité induire les symptomes d’un SMet humain sur un mode¢le rongeur.
Contrairement aux études dont le but est d’étudier la fonction d’un gene intervenant dans
le développement d’altérations métaboliques, les conditions expérimentales recherchées

dans notre étude ont été celles qui, de manieére optimale, ont permis d’induire un

249



phénotype ressemblant au SMet retrouvé chez I’homme. Notre choix s’est donc porté sur

I’induction du SMet via des manipulations de 1’alimentation.

Dans notre premiere étude, le SMet fut induit en nourrissant des rats Brown Norway
pendant de courtes périodes avec un régime composé de 60% de fructose et 10% de
lipides saturés (HFHF). Le meétabolisme du glucose est le principal élément altéré de
maniere importante dans notre modéle. L’altération de ce paramétre parait comme
essentielle. En effet, certaines études dont celle de Naveed Sattar et ses collaborateurs
(Sattar, McConnachie et al. 2008) démontrent sur une cohorte de patients agés, qu’en
présence de SMet, ’hyperglycémie a jeun (=6,1 mM) est le critére qui contribue le plus a
augmenter le risque de diabete par rapport a un IMC ¢élevé (=30 kg/m?), a
I’hypertriglycéridémie (>1,69 mM), au faible taux de cholestérol-HDL (<1,04 mM chez
les hommes et <1,29 mM chez les femmes) et & une tension artérielle élevée (>130/85
mmHg) qui, méme si ¢’est dans une moindre mesure, contribuent également a augmenter
le risque de diabéte. Par ailleurs, dans notre étude chez le rat Brown Norway (BN), le
régime HFHF ne permet pas d’induire une dyslipidémie dans les 3 mois, ce qui est en
accord avec les données montrant que la dyslipidémie apparait uniqguement aprés une
hyper insulinémie ou une fois un diabéte installé (Hallfrisch, Reiser et al. 1983; Crapo,
Kolterman et al. 1986). Nos résultats suggerent alors que, de maniere trés précoce,
I’altération du métabolisme du glucose semble étre le dysfonctionnement a I’origine des

autres symptomes composant le SMet.

Le régime HFHF induit une diminution de la sensibilité des cones.

A Dlaune de ces données, les analyses fonctionnelles de la rétine des rats BN par
électrorétinographie ont révélé une diminution de la sensibilité des photorécepteurs de
type cone aprés 4 semaines de regime HFHF, sans que d’autres atteintes fonctionnelles
aient été mises en évidence. Cette donnée est primordiale car observer une perte de
sensibilité des cones chez un animal, le rongeur, qui en posséde trés peu (de 2 a 5% de la
totalité des photorécepteurs) suggere une importance du metabolisme du glucose dans la
fonction de ces cellules. Plusieurs arguments plaident en faveur du réle clé du glucose
dans les cones. D’une part, les cones ont une trophicité qui dépend d’un facteur de
viabilité dérivé des batonnets (RACVF, rod-derived cone viability factor) (Leveillard,
Mohand-Said et al. 2004). Le RACVF induit I’entrée de glucose dans les cones via le
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transporteur au glucose GLUT1 (Ait-Ali, Fridlich et al. 2015), son réle protecteur des
cones semblant s’exprimer essentiellement en conditions de stress, dont le stress oxydatif
(Cronin, Raffelsberger et al. 2010). D’autre part, il a été montré par 1’équipe de Punzo
que [D’activation de la cible de la rapamycine chez les mammiferes (mTORCI,
mammalian target of rapamycin complex 1) augmente la survie des codnes par
I’augmentation de 1’absorption de glucose par les cones (Venkatesh, Ma et al. 2015),
suggérant que le métabolisme du glucose dans les cones est un élément a considérer dans
leur survie. Notre étude rapporte que la diminution de sensibilit¢ concerne
spécifiqguement les cones et non les batonnets. L’origine de la dysfonction des cones est
inconnue, mais ne semblerait donc pas liée a une dysfonction de batonnets. Les PR de
type cones pourraient étre altérés a cause d’une dysfonction de I’EPR. En effet, ’EPR se
situe entre les PR et le réseau vasculaire fenestré choroidien (Strauss 2005). L’EPR
remplit de nombreuses fonctions pour la rétine, comme [’absorption du DHA, la
phagocytose des segments externes des PR, ou encore 1’apport de nutriments depuis la
choroide vers les PR. Ainsi, I’ensemble de ces fonctions sont consommatrices de
beaucoup d’énergie, et entrainent un métabolisme important au niveau des cellules de
I’EPR. 1l a été rapporté que I’EPR dysfonctionne précocement dans des cas de diabete de
type 1 et de type 2, avant que des signes cliniques apparaissent (Samuels, Bell et al.
2015). De plus, il semblerait que le sécrétome de I’EPR joue également un réle important
dans le développement de la RD, notamment lors des premiers stades par la sécrétion de
facteurs pro-inflammatoires et de facteurs pro- et anti-angiogéniques (Ponnalagu,
Subramani et al. 2017). De méme, 1’autophagie dans I’EPR est un élément central pour le
développement de la DMLA (Kaarniranta, Tokarz et al. 2017), et I’hyperglycémie
chronique et I’inflammation altérent ce processus, méme si les mécanismes sont a peine

abordés aujourd’hui (Jing and Lim 2012).

Notre étude permet de mettre en exergue les conséquences sur la rétine d’une dysfonction
du métabolisme du glucose, premieres altérations qui se développent a la suite d’un
regime HFHF. Ces données appuient de maniere intéressante des données cliniques
demontrant la diminution de la vision des couleurs lors des premiers stades du diabéte,
avant méme de développer une RD (Daley, Watzke et al. 1987; Abcouwer and Gardner
2014). Nos résultats et notre modele permettent alors de souligner le lien entre altération

du métabolisme du glucose et fonction des PR de type cones.
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Compte tenu de nos resultats et des caractéristiques anatomiques des rongeurs, des
perspectives expérimentales pour la suite de ce projet sont a envisager afin de
comprendre cette diminution précoce de sensibilité des PR de type cne. Etant donné que
chez le rat, les PR ne sont pas regroupé¢ dans une seule zone comme chez I’homme, il
serait intéressant de pouvoir isoler ces cellules afin de réaliser des dosages proteiques et
géniques sur de faibles quantités de cellules, voire sur cellule unique (Wahlin, Lim et al.
2004; Morris, Singh et al. 2011). De méme, 1’isolement des PR, ou des PR et de I’EPR,
comme récemment réalisé (Hazim and Williams 2018), appliqué a notre modele de SMet
permettrait spécifiquement d’identifier les mécanismes cellulaires modifiés dans les
cbnes par un régime HFHF, ou une hyperglycémie. La fonction des PR de type c6nes
pourra sinon étre étudiée, soit chez des rongeur diurne comme par exemple Arvicanthis
niloticus, qui développe d’importantes altérations métaboliques a la suite de régimes pro

diabetogéne (Subramaniam, Landstrom et al. 2018).

Le régime HFHF favorise la néovascularisation choroidienne.

Notre étude s’est également intéressée a 1’effet de la dérégulation du métabolisme du
glucose sur la progression de la néovascularisation, cause principale de cécité dans la RD
et la DMLA. Dans notre étude, nous avons utilis¢ un modéle de néovascularisation
choroidienne induite par des impacts laser dans la membrane de Bruch, afin d’identifier
I’effet du régime HFHF sur la néovascularisation choroidienne. Nos résultats révelent
que le régime HFHF constitue un terrain favorable au développement de néovaisseaux
dans la rétine, de maniére concomitante a une exacerbation de I’activation des cellules de
Miiller, et ceci des les stades de la résistance a I’insuline. Ces résultats importants
ameénent a suggérer une mise en place de la prévention de maniére précoce, c’est-a-dire
des lors qu’une hyperglycémie ou une résistance a 1’insuline sont présentes, afin d’éviter

toute conséquence nefaste pour la rétine.

Nos résultats montrent un effet de la dérégulation du métabolisme du glucose sur la
néovascularisation choroidienne et I’activation de cellules de Miiller. Il serait alors
intéressant dans la suite de ce projet d’¢étudier le réle plus précis des cellules de Miiller
dans ce modeéle. En effet, les cellules de Miiller sont trés impliquées dans les mécanismes
associés aux altérations de la rétine induites par I’hyperglycémie. Les cellules gliales sont

impactées lors des premiers stades du diabéte avant que des dommages vasculaires
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apparaissent (Lieth, Barber et al. 1998). Or, les cellules de Miller jouent un role
métabolique important en apportant glucose, lactate et autres nutriments aux PR. Elles
maintiennent également la neurotransmission grace a leur réle dans le recyclage du
glutamate. Lors de diabete, la régulation de la glycémie par les mécanismes liés a
I’insuline est altérée. Or, I’insuline est une hormone neuroactive indispensable au
développement et au maintien d’une rétine fonctionnelle (Adamo, Raizada et al. 1989), et
la dérégulation de la signalisation de I’insuline dans la rétine conduit a des dysfonctions
mitochondriales et une augmentation de la mitophagie (Bonora, Wieckowsk et al. 2015)
puis a I’apoptose des cellules de Miiller (Jiang, Pagadala et al. 2013). De plus, les
cellules de Miiller sont impliquées dans la néovascularisation et I’hyperperméabilité
vasculaires en produisant le VEGF et des cytokines pro-inflammatoires (Le 2017). Le
VEGF produit par les cellules de Muller lorsque la rétine est en condition hypoxique,
comme c’est le cas lors de DMLA, de RD ou encore de rétinopathie du prématuré,
apparait comme le responsable de la néovascularisation conduisant a la cécité, d’ou la
production de nombreuses thérapies anti-VEGF pour ces pathologies. L’hyperglycémie,
dans les premieres phases du diabéte, conduit également a la diminution de facteurs
neurotrophiques comme le facteur neurotrophique dérivé du cerveau (BDNF, brain
derived neurotrophic factor) au niveau de la rétine, dans les cellules de Miller mais aussi
dans les photorécepteurs (Di Polo, Cheng et al. 2000; Wang and Xia 2015), suggerant
que la perte de ce facteur neurotrophique serait associée aux dysfonctions neuronales

observées.

Pour conclure, cette premiere étude a montré une altération de la rétine, a la fois
fonctionnelle par la diminution spécifique de la sensibilité des PR de type cdne, mais
aussi vasculaire par 1’augmentation de la néovascularisation choroidienne. Induire en
laboratoire un SMet est peu réalise pour la simple raison que le SMet est une pathologie
multifactorielle, et mimer chez un animal I’ensemble des anomalies pouvant ’initier est
complexe. Aussi, nous avons utilisé dans notre étude des modifications drastiques de
I’alimentation pour induire un SMet. Méme si les quantités de fructose utilisées dans
notre modele (60%) sont tres supérieures aux quantités qui sont consommeées chez
I’homme (20%), I’utilisation d’une importante concentration de fructose pour induire le
SMet, permettrait uniquement d’accélérer le processus, mais ne modifierait pas le
processus de développement des altérations métaboliques (de Moura, Ribeiro et al.
2009).
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D’autre part, plus de 90% des personnes diabétiques ont a la fois une dérégulation du
métabolisme du glucose et une dérégulation du métabolisme des lipides. Une des forces
de 1’étude est d’avoir mis en avant les effets de I’altération du métabolisme du glucose,
sans dérégulation du métabolisme des lipides. La dyslipidémie est associée au
developpement de la RD et les patients avec dyslipidémie ont un risque augmenté de
développer des complications macrovasculaires et microvasculaires (Mooradian 2009;
Tremblay and Hamet 2015), ce qui est confirmé dans des modeles animaux (Kowluru,
Mishra et al. 2016). Or, il n’existe pas d’études qui décrivent 1e mécanisme par lequel la
dyslipidémie agit sur le développement de la RD chez les patients diabétiques de type 2.
Ces données ouvrent alors des perspectives intéressantes pour étudier, de fagcon analogue,
si I’effet d’une dérégulation du métabolisme des lipides peut étre a I’origine d’altérations
au niveau de la rétine, ou si la dyslipidémie doit &tre accompagnée d’altérations du
métabolisme du glucose pour avoir des effets. Une étude récente réalisée par Joyal et ses
collaborateurs (Joyal, Sun et al. 2016) peut appuyer cette perspective. Cette étude
suggere que le transporteur au lipide, Ffarl, participe de maniere majeure a la trés

importante consommation d’énergie des photorécepteurs.

Les altérations du métabolisme induites par le régime HFHF sont dépendantes de la

souche de rat.

Compte tenu de la résistance des rats BN a développer de maniere précoce des altérations
d’un mécanisme clé du SMet comme la dyslipidémie, et compte tenu de 1’absence de
données a ce sujet dans la littérature scientifique, nous avons réalisé une étude
comparative entre rats Brown Norway (BN) et Wistar (W) soumis a 8 jours et 4 semaines
de régime HFHF. Le but de cette étude était de vérifier si cette résistance était due a
I’inefficacité de notre régime HFHF ou bien a la résistance de la souche de rat utilisée.
Cette étude a révelé que les rats W développaient des altérations du metabolisme des
lipides et du glucose, alors que les rats BN présentent une résistance a développer des
dérégulations du métabolisme des lipides. Ces différences seraient dues au fond
génétique, impliquant un polymorphisme a la leptine et des différences dans le
microbiote intestinal particulier chez les rats BN (Pontoizeau, Fearnside et al. 2011). Elles
témoignent également de I’importance de caractériser le modele, avant de pouvoir

conclure sur des conséquences qui surviennent dans la rétine ou dans d’autres organes.
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Pour nos besoins, 1’utilisation de rats dont les yeux sont pigmentés est nécessaire pour
¢tudier les conséquences d’un régime pro-diabétogene sur la vascularisation
choroidienne. Or, la souche de rat Brown Norway est la souche de référence pour
I’induction de la néovascularisation (Tobe, Takahashi et al. 1995; Ogata, Matsushima et al.
1996; Jiao, Mo et al. 2013; Thierry, Pasquis et al. 2014; Thierry, Pasquis et al. 2015). Alors
que les SMet est un facteur de risque pour la DMLA, cette étude nous indique que les
altérations du métabolisme glucidique est suffisant pour induire des altérations
fonctionnelles et vasculaires dans la rétine. Cette étude nous a également permis de
choisir une souche de rats albinos, le rat Wistar, pour la troisieme étude réalisée sur la
biodisponibilité des AGPI-LC oméga 3.

La supplémentation en AGPI-LC permet ’augmentation de la teneur en DHA/DHA

contenu sur les PC, de la couche des photorécepteurs.

Les AGPI-LC omeéga 3 peuvent intervenir a deux niveaux : au niveau du métabolisme
général, pour diminuer les symptébmes du SMet, et au niveau de la rétine, via la
production de médiateurs lipidiques anti-inflammatoires. En effet, il a été montré dans
d’autres études que I’apport dans I’alimentation d’huile de poisson pouvait réduire la
stéatose hépatique induite par la consommation de fructose (Oishi, Konishi et al. 2018).
De méme, la sensibilité a I’insuline est positivement corrélée au contenu plasmatique en
DPA et DHA chez les rats nourris avec un régime HFHF (Huang, Cheng et al. 2017).
L’alimentation HFHF favorise le développement de la néovascularisation dans la rétine,
une composante retrouvée dans la DMLA. Or, la supplémentation de 1’alimentation en
EPA et DHA est conseillée dans les premiers stades de DMLA. Au-dela des effets
positifs et protecteurs sur la rétine, la biodisponibilité du DHA pour la rétine dépend de

nombreux facteurs.

C’est pourquoi, dans notre troisiéme étude, nous souhaitions alors observer I’intégration
du DHA dans la rétine apporté par 4 formules différentes de lipides intégrées dans
I’alimentation de rats Wistar. L’originalit¢ de ce travail résidait dans un apport
principalement en EPA ou en DHA, apportés soit sous forme de phospholipides, soit sous
forme de triglycérides, soit d’un mélange des deux. L’équilibre de I’apport en oméga-
6/oméga-3 et des autres acides gras a été contrdlé, compte tenu qu’ils peuvent influencer

I’intégration des oméga-3 dans les tissus, en agissant par competition sur les enzymes de
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conversion des courtes chaines en plus longues chaines. Nos données qualitatives mettent
principalement en évidence un enrichissement de la rétine en DHA, et notamment de la
couche des photorécepteurs. La zone des PR autour du nerf optique est particulierement
enrichie en DHA, ceci quelle que soit la formule lipidique considérée lorsqu’elle
contenait des oméga-3. Cette zone a déja éteé identifiée comme une zone plus sensible au
stress oxydant induit (Cortina, Gordon et al. 2005). La longueur des PR pourrait étre plus
longue dans cette zone, et donc contenir plus d’AGPI sensible a I’oxydation.). Dans notre
cas, le DHA provenant de la supplémentation pourrait alors s’intégrer de maniere
préférentielle dans cette zone. Nos données quantitatives révelent une meilleure
intégration du DHA (particulierement le double DHA estérifié sur le
phosphatidylcholine : PC44 :12) dans la rétine lorsque I’EPA est apporté sous forme de
PL et que le DHA est apporté sous la forme de TG, et dans une moindre mesure sous la
forme de PL.

De plus, les images générées a partir du MALDI nous ont permis de mettre en évidence
des détails dans 1’organisation spatiale des PC-DHA/DHA (PC22:6+22:6) par rapport au
AGPI-VLC estérifié sur les PC. Il semblerait que les AGPI-VLC et le PC22 :6+22 :6 ne
soient pas compléetement co-localisés, les VLC-PUFA se situant plus en externe. Les
raisons de cette organisation spatiale sont obscures, alors que les VLC-PUFA seraient
impliqués dans la morphologie des disques en permettant de former l’extrémité des
disques. Le protocole utilisé est connu pour étre a ce jour le protocole le plus optimal
(Ly, Schone et al. 2015) nous a permis d’obtenir une résolution spatiale de 30 pum, qui

nous permet d’obtenir d’importants détails.

Un autre point intéressant a relever dans notre étude est I’effet de I’EPA. En effet, ’EPA
est présent sous forme de traces dans la rétine de rongeur, mais s’y accumule lors de
supplémentation en EPA. Son r6le est important en tant que précurseur du DHA, et
permet également la synthese de produits anti-inflammatoires. De plus, il semblerait
qu’au niveau de la rétine, lorsqu’on supplémente en régime contenant uniquement du
DHA, comme le régime « EGG », que nous n’avons pas présenté dans 1’article, non
seulement le DHA augmente dans la rétine, mais également I’EPA, suggérant une
rétroconversion du DHA en EPA. Ainsi, I’EPA pourrait jouer un réle de réservoir,
lorsque le DHA est apporté en trop grande quantité, comme une forme de stockage du
DHA. Cette donnée a par ailleurs déja été suggérée au laboratoire, sur différents modéles

animaux. En effet, la supplémentation en DHA, via son apport par I’intermédiaire de
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micro-algues, permet 1’augmentation modérée de DHA dans la rétine de caille, mais
permet surtout 1’augmentation de I’EPA dans la rétine (Schnebelen-Berthier, Acar et al.
2015), de méme chez le rat (Simon, Bardet et al. 2011) ou le mini-porc (Bretillon,
données non publiées). De plus, une prise alimentaire faible en oméga-6 et importante en
oméga-3 favorise majoritairement 1’incorporation de I’EPA, et de maniére plus modérée
I’incorporation du DHA (Simon, Bardet et al. 2011). Or, I’EPA réduit I’activation gliale
dans certains modeles de rétinopathie (Schnebelen, Fourgeux et al. 2011) et peut étre
converti en DHA au niveau de la rétine directement pour combattre le stress oxydant
induit au niveau des PR (Simon, Agnolazza et al. 2016). Aussi, une perspective
intéressante a notre troisieéme étude serait d’identifier le roéle de I’EPA au niveau de la
rétine. D’autre part, afin d’identifier les personnes a risque de DMLA, il serait intéressant
de trouver un biomarqueur sanguin de la teneur en DHA dans la rétine, et ainsi, chez

I’homme supplémenté, confirmer nos résultats.

Enfin, de manicre générale et a I’instar d’autres, nos travaux se sont exemptés de données
de genre, en choisissant des rongeurs de sexe masculin. Or, plusieurs composantes de
I’homéostasie du glucose et de la balance énergétique sont régulées de maniére différente
entre les sexes (Mauvais-Jarvis 2017). Ainsi, les femmes ont une glycémie a jeun plus
faible que les hommes, et une élévation de la glycémie plus élevée lors du test de
tolérance au glucose, suggérant une régulation de la glycémie affectée par le genre
(Sicree, Zimmet et al. 2008). Les hormones gonadiques pourraient étre responsables de
cette différence entre genre pour le métabolisme du glucose, puisque la thérapie aux
cestrogenes lors de la ménopause est responsable du développement de 1’intolérance au
glucose et d’une diminution de la glycémie a jeun (van Genugten, Utzschneider et al.
2006; Mauvais-Jarvis, Manson et al. 2017). Ces différences de métabolisme conduisent a
une prévalence mondiale de 1’obésité plus élevée chez les femmes que chez les hommes
(Kelly, Yang et al. 2008), avec par exemple 50,8% des américaines contre 41,1% des
américains (Mozumdar and Liguori 2011), 17,8% des chinoises versus 9,8% des chinois
(Gu, Reynolds et al. 2005) ou encore 44% des indiennes contre 25,6% d’indiens (Gupta,
Deedwania et al. 2004) sont affectés par 1’obésité. En utilisant les données fournis par le
NHANES, une étude rapporte que la prévalence du SMet en 2012 était significativement
plus importante chez les femmes (35,6%) que chez les hommes (30,3%) (Aguilar, Bhuket
et al. 2015).
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Ces différences spécifiques liées au genre représentent une source importante de facteur
qui peuvent étre étudiés plus en détail pour la compréhension du développement des
pathologies métaboliques, mais également dans le développement plus personnalisé de

stratégies thérapeutiques a visée diabéte et syndrome métabolique.

Pour conclure, nos travaux suggérent des altérations précoces de la rétine, concomitantes
a des désordres majoritairement glucidiques induits par de faibles durées d’une
alimentation riche en fructose et lipides. Ces altérations neuronales, impactant la
sensibilité des cones, et favorisant la néovascularisation choroidienne, font de ce modéle
un modele original. Par ailleurs, nos travaux attirent également 1’attention sur le choix du
modele utilisé, pouvant présenter des spécificités a prendre en compte afin de tirer des
conclusions. Enfin, nos résultats permettent de certifier pour la premiére fois qu’un
apport en AGPI-LC de type oméga-3 par 1’alimentation permet 1’intégration de DHA au
niveau de la couche des PR qui est la couche qui est composée largement de DHA.
L’apport en EPA sous forme de PL et de DHA sous forme de triglycérides permettrait
d’améliorer I’incorporation des oméga-3 dans la rétine, facteur a prendre en compte dans
la prévention des pathologies oculaires par les oméga-3. L’ensemble de ces résultats
soulignent 1’importance de la correction d’une alimentation pro-diabétogéne, afin de

diminuer I’impact néfaste qu’un SMet peut avoir sur la rétine.
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