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I. Introduction
A. La rétinopathie diabétique
1. Définition du diabéte

Le diabéte est une maladie chronique caractérisée par un trouble du métabolisme des glucides.
Chez ’Homme, le diabéte est défini par une glycémie a jeun > 1,26 g/L a 2 reprises, ou par une
glycémie >2 g/ a n’importe quel moment de la journée associée a des symptomes
d’hyperglycémie (polyurie, polydipsie, amaigrissement), ou par une glycémie >2g/L
deux heures apres un test d’hyperglycémie provoquée par voie orale (HGPO) avec ingestion de

75g de glucose.

2. Epidémiologie du diabéte

Selon la derniere estimation réalisée par ’OMS en 2016, 422 millions d’individus sont atteints
de diabéte a I’échelle mondiale!. En 1980, le nombre de sujets diabétiques n’était que de
180 millions d’individus. La prévalence du diabéte a ainsi quasiment doublé depuis 1980,
passant de 4,7% a 8% dans la population mondiale adulte. Cette hausse est le reflet d’une
augmentation des facteurs de risque de diabéte comme le surpoids et I’obésité.

En France, la prévalence du diabéte a été estimée a 4,6% en 2012 et a 5% en 2016 par I’Institut
National de Veille Sanitaire (INVS), ce qui correspond a 3,3 millions de patients diabétiques?.
La fréquence du diabete augmente avec 1'age. Un pic de prévalence est observé entre 70 et
85 ans chez les hommes et entre 75 et 85 ans chez les femmes?. Un homme sur cinq 4gé de 70
a 85 ans et une femme sur sept agée de 75 a 85 ans sont traités pharmacologiquement pour un
diabéte?.

A T'estimation de la prévalence du diabete traité pharmacologiquement, il faut ajouter les
prévalences du diabéte diagnostiqué non traité pharmacologiquement et du diabéte non
diagnostiqué. L’Etude Nationale Nutrition Santé (ENNS) a estimé que 0,6 % des personnes

agées de 18 a 74 ans vivant en France métropolitaine en 2006-2007 n’étaient pas traités pour
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leur diabéte alors que celui-ci était diagnostiqué®. Cette étude a également permis d'estimer que
la fréquence du diabéte non diagnostiqué s'élevait a 1 % des personnes dgées de 18 a 74 ans>.
Cette valeur implique qu’un peu moins de 20 % des personnes diabétiques ne seraient pas
diagnostiquées au sein de la classe d’age 18-74 ans®. Cependant, la proportion de diabétiques
non diagnostiqués diminue significativement avec 1'age, passant de 30 % chez les 30-54 ans a

12 % chez les 55-74 ans’.

3. Epidémiologie de la rétinopathie diabétique
La rétinopathie diabétique (RD) est I’atteinte microvasculaire liée au diabéte la plus fréquente®.
Une méta-analyse portant sur 35 études de prévalence menées de 1980 a 2008 a estimé la
prévalence de la rétinopathie diabétique a 35,4%, et celle de la rétinopathie diabétique
proliférante (RDP) a 7,5% des sujets diabétiques au niveau mondial®. La prévalence de I’cedéme
maculaire diabétique est évaluée entre 1,4% et 7,9%°. La cécité légale induite par le diabéte,
définie par une acuité visuelle du meilleur ceil inférieure a 1/20, touche 850 000 individus a
travers le monde’. Une baisse de vision modérée a sévére, définie par une acuité visuelle entre
1/20 et 3/10, affecte 3,6 millions de personnes diabétiques’. Dans les pays développés, la
rétinopathie diabétique arrive, en termes de fréquence, au cinquieéme rang des causes de cécité
ou de baisse visuelle modérée a sévere, apres les erreurs réfractives non corrigées, la cataracte,
les dégénérescences maculaires et le glaucome®. Dans les pays en voie de développement, la
RD arrive au sixiéme rang des causes de cécité et de déficiences visuelles modérées a séveres,

apres les causes citées précédemment, auxquelles il faut ajouter le trachome”’.

4. Physiopathologie de la rétinopathie diabétique

La rétinopathie diabétique est une pathologie complexe qui touche les neurones rétiniens, les
cellules gliales, I’épithélium pigmentaire rétinien et 1’endothélium vasculaire. La RD est

d’origine multifactorielle et implique de nombreux mécanismes lésionnels. L hyperglycémie
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stimule les voies de la glycolyse et active ainsi la protéine kinase C. Elle induit I’activation de
plusieurs voies de transduction intracellulaire : la voie des polyols, de la poly(ADP-ribose)
polymérase (PARP), des hexosamines'®. L’hyperglycémie chronique aboutit également a la
formation de produits de glycation avancée (Advanced Glycation End Products ou AGE
products)!®. L’activation de ces différentes voies métaboliques conduit a un stress oxydatif
rétinien, a une inflammation rétinienne, a 1’apoptose des cellules rétiniennes et a la stimulation

de I’angiogeng¢se.

a. Les AGE products

L’hyperglycémie chronique provoque une réaction chimique non enzymatique (réaction de
Maillard) qui conduit a une glycation des résidus amines des protéines, des lipides et des acides
nucléiques. Les molécules glyquées polymérisent sous forme de produits de glycation avancée
ou AGE products. Les AGE products sont produits et s’accumulent dans le sérum, dans le vitré
et dans la rétine des sujets diabétiques!!. Le récepteur des AGE products (RAGE) est exprimé
dans la rétine a la surface des cellules neuronales, gliales et endothéliales'?. L’accumulation des
AGE products dans les péricytes rétiniens, qui assurent 1’homéostasie microvasculaire,
provoque une perte de cellules endothéliales et une rupture de la barriere hémato-rétinienne
interne'!. L’activation de RAGE par les AGE products induit une inflammation rétinienne en
favorisant I’expression de cytokines inflammatoires comme le VEGF et MCP-1 (Monocyte
Chemoattractant Protein-1), ’expression des molécules d’adhésion ICAM-1 (Intercellular
adhesion molecule 1) et I’activation de la voie de transduction intracellulaire pro-inflammatoire
NF-kB'*!4. L’axe AGE-RAGE stimule I’expression d’enzymes impliquées dans le stress
oxydatif comme la NADPH-oxydase et conduit a la production de dérivés réactifs de I’oxygene
(ROS) et a I’apoptose des péricytes'*. L’activation de RAGE induit ’expression de la NO
synthase, une enzyme impliquée dans le stress oxydatif dérivé de 1’oxyde d’azote (NO), et

aboutit a I’apoptose des neurones rétiniens'2,
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b. La protéine kinase C

L’hyperglycémie chronique entraine une élévation des métabolites dérivés de la glycolyse. L’un
de ces produits de la glycolyse, le diacylglycérol (DAG), s’accumule dans la rétine ainsi que
dans les autres organes cibles du diabéte, comme le rein ou le cceur!>'¢. Le DAG active
plusieurs isoformes de la protéine kinase C (PKC) dans la rétine (PKC-a, -, -9, -€). La PKC
est une sérine/thréonine kinase qui régule de multiples voies de signalisation intracellulaire'®.
L’activation de la PKC dans les cellules endothéliales rétiniennes induit 1I’expression de VEGF
et la production de NO, qui contribuent tous deux a la rupture de la barriére hémato-rétinienne!”.
Dans les péricytes, la PKC déclenche une production de ROS, active la voie de transduction
pro-inflammatoire NF-«B, et inhibe la synthése du facteur anti-apoptotique PDGF!”. Geraldes
et al. ont montré que ’activation de la PKC conduit a I’apoptose des péricytes et a la formation
de capillaires rétiniens acellulaires'®. La PKC peut également entrainer un épaississement de la
membrane basale vasculaire et favorise 1’adhésion leucocytaire au niveau de 1’endothélium

vasculaire'?,

¢. La voie des polyols

En cas de diabéte, une partie du glucose en excés est métabolisée par la voie des polyols!?.
L’aldose réductase est I’enzyme limitante de cette voie métabolique'®. L’expression de cette
enzyme est augmentée chez les sujets diabétiques dans les fibres optiques, dans les cellules
ganglionnaires rétiniennes et dans les cellules de Miiller'. L’aldose réductase catalyse la
transformation du glucose en sorbitol, et utilise le NADPH comme cofacteur enzymatique au
cours de la réaction (Figure 1)*°. Le NADPH posséde des propriétés réductrices et assure la
régénération du glutathion oxydé (G-S-S-G) en glutathion réduit (GSH)?°. Le glutathion
maintient I’équilibre oxydation-réduction au sein de la cellule en réduisant les especes
chimiques réactives dérivées de 1’oxygeéne’’. En cas d’hyperglycémie, la consommation du

NADPH par la voie des polyols déstabilise I’équilibre rédox intracellulaire et augmente le stress
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oxydatif®’. Obrosova et al. ont ainsi démontré chez des rats diabétiques que I’activation de la
voie des polyols dans la rétine engendrait une peroxydation des lipides, une augmentation des

protéines nitrées et une chute des enzymes antioxydantes?!,
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Figure 1 : La transformation du glucose en sorbitol par I’aldose réductase utilise le NADPH comme cofacteur

enzymatique et majore ainsi le stress oxydatif”’.

d. La voie de la poly(ADP-ribose) polymérase
La poly(ADP-ribose) polymérase (PARP) est une enzyme nucléaire impliquée dans la détection
et la réparation des cassures simple brin de ’ADN!?. Les cassures de I’ADN peuvent étre liées
au stress oxydatif, a des radiations ionisantes, a des agents alkylants ou étre spontanées'’.
L’expression de la PARP est augmentée dans la rétine en cas de diabéte, probablement en raison
d’un stress oxydatif plus important dans la rétine*?. Plusieurs mécanismes lésionnels semblent
étre liés a la PARP au cours de la pathogénie de la rétinopathie diabétique. La PARP utilise le
NAD" comme cofacteur enzymatique dans la réparation des cassures simple brin de ’ADN',
Or, le NAD" est un cofacteur essentiel de la glycolyse au cours de laquelle il permet I’oxydation
du glucose'®. En cas de diabéte, I’activation de la PARP induit une déplétion du stock de
NAD!?, La glycolyse est ralentie ce qui entraine une chute de la synthése d’ATP et la mort
cellulaire'®. Au cours du diabéte chez le rat, Drel et al. ont démontré que la PARP déclenche
un stress oxydatif dérivé de 1’oxygene et de 1’azote dans la rétine, ce qui aboutit a la mort des

péricytes et des cellules endothéliales’’. La PARP inhibe la glycéraldéhyde 3-phosphate

déshydrogénase qui est une enzyme impliquée dans la glycolyse. L’inhibition de la glycolyse
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par la PARP provoque une redirection du glucose en exces vers d’autres voies métaboliques,
comme la production d’AGE products, la voie des hexosamines et la voie de la PKC qui
majorent le stress oxydatif rétinien’. La PARP est a I’origine d’une inflammation rétinienne
par le biais de I’activation de la voie NF-kB. L expression de génes dépendant de cette cascade
de transduction comme ICAM-1, MCP-1 et TNF-o0, favorise la leucostase, 1’adhésion
leucocytaire a I’endothélium vasculaire et I’infiltration des leucocytes dans la rétine®?. La PARP

induit également une activation gliale qui participe a I’inflammation rétinienne??.

e. La voie des hexosamines

La voie des hexosamines assure la production des substrats (UDP-N-acétylglucosamine et
UDP-N-acétylgalactosamine) nécessaires a la syntheése des chaines glycosylées des protéines
et des lipides'. Dans les conditions normales, environ 3% du glucose est dirigé vers cette voie
métabolique'®. Des modifications minimes du flux de glucose a travers la voie des hexosamines
peut entrainer des modifications de la glycosylation des protéines et des lipides et altérer leur
fonction'®. En cas de diabéte chez I’Homme et le rat, le taux rétinien d’hexosamines est
augmenté®*. Nakamura et al. ont montré que ’activation de la voie des hexosamines dans des
conditions hyperglycémiques provoquait 1’apoptose des neurones rétiniens®’. L’apoptose des
neurones est liée a ’altération de la glycosylation de I’insuline?®. L’insuline joue en effet un
role neuroprotecteur et anti-apoptotique dans la rétine via I’activation de la voie de signalisation
intracellulaire PI3K/Akt et I’inhibition de la caspase 3%°. La glycosylation anormale de
I’insuline modifie sa signalisation intracellulaire dans les neurones rétiniens et inhibe son effet

protecteur anti-apoptotique?’.
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f. Le systeme rénine-angiotensine-aldostérone (SRAA)
Une surexpression de la rénine et de 1’angiotensine II a été mise en évidence dans le vitré de
patients atteints de rétinopathie diabétique proliférante ou d’cedéme maculaire diabétique®’.
L’angiotensine II est un facteur de croissance, de prolifération et de différenciation cellulaire?®.
Dans les rétines de rats diabétiques, 1’inhibition pharmacologique des récepteurs de
I’angiotensine II (AT-1 et AT-2) diminue I’expression rétinienne de VEGF, ce qui suggere que
le SRAA est impliqué dans la rupture de la barriere hémato-rétinienne, la néo-angiogenése et
I’inflammation dans le diabéte?®. Nagai et al. ont montré que le SRAA est responsable d’une
inflammation rétinienne au cours de la rétinopathie diabétique, par le biais de I’activation de la
cascade de transduction NF-kB*°. La voie NF-«B induit d’une part I’expression de VEGF qui
augmente la perméabilité vasculaire, et d’autre part, ’expression de ICAM-1 et MCP-1 qui
favorisent I’adhésion leucocytaire a I’endothélium vasculaire®®. En cas de rétinopathie
hypertensive associée a la RD, 1’angiotensine II majore 1’expression du récepteur RAGE dans
la rétine, ce qui potentialise 1’effet toxique des AGE products produits au cours du diabéte'’.
Dans un mode¢le de diabéte chez le rat, le SRAA, via DPactivation du récepteur de
I’angiotensine 2 (AT-2), réduit I’expression rétinienne de BDNF (Brain Derived Neurotrophic
Factor), un facteur neurotrophique présentant des fonctions neuroprotectrices pour les neurones

rétiniens'”.

g. Hormones

Les taux plasmatiques et rétiniens de plusieurs hormones sont perturbés au cours du diabete et
notamment ceux de l’insuline, de I'IGF-1 (Insulin Growth Factor-1), de 1I’hormone de
croissance (GH) et de I’endothéline-1 (ET-1).

L’insuline exerce un role anti-apoptotique sur les cellules rétiniennes. En cas de diabéte chez
I’Homme et le rat, on observe une augmentation du nombre de cellules apoptotiques dans la

rétine’!. Barber et al. ont montré que 1’apoptose touchait principalement les cellules
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ganglionnaires rétiniennes (CGR) dans les rétines de rats diabétiques®'. L’administration
d’insuline chez les rats diabétiques permet de réduire le nombre de CGR apoptotiques, ce qui
suggere que ’insuline exerce un effet neuroprotecteur vis-a-vis de la neurodégénérescence
induite par le diabéte®!. L’étude des voies de transduction de ’insuline dans la rétine chez le rat
a révélé que le diabete induit une répression de 1’activité du récepteur de I’insuline et de la
kinase Akt, qui initient la cascade intracellulaire de 1’insuline2. Cette cascade exerce un signal
anti-apoptotique dans les neurones rétiniens®2. L’administration d’insuline permet de restaurer

t32. La chute du taux d’insuline dans le

I’activité du récepteur de I’insuline et de la kinase Ak
diabete semble entrainer la perte d’un signal de survie essentiel pour les neurones rétiniens et
pourrait expliquer I’apparition des Iésions neuronales précoces au cours de la RD>2,

L’Insuline Growth Factor-1 (IGF-1) est un facteur de croissance impliqué dans la
néoangiogenese et I’inflammation. Le taux d’IGF-1 est augmenté dans le sérum et dans le vitré
des patients diabétiques'®. L’IGF-1 favorise la production de VEGF en activant la voie de
transduction intracellulaire PI3K/Akt**. La surexpression d’IGF-1 au cours du diabéte pourrait
avoir un role dans la néovascularisation rétinienne*>. L’IGF-1 semble étre impliquée dans
I’inflammation rétinienne au cours du diabéte par le biais de 1’activation de la voie pro-
inflammatoire NF-xB*. L’IGF-1 favorise également la leucostase et I’adhésion leucocytaire
via ’expression d’ICAM-1 (Intracellular Adhesion Molecule-1), ainsi que la rupture de la
barriére hémato-rétinienne™.

Le taux d’hormone de croissance (GH) est plus élevé dans le vitré et dans la rétine des sujets
diabétiques que chez les sujets non diabétiques®*. 11 est particuliérement augmenté en cas de
rétinopathie diabétique proliférante, suggérant que ce facteur de croissance pourrait étre
impliqué dans la néovascularisation rétinienne au cours du diabéte*.

L’endothéline-1 (ET-1) est un peptide vasoconstricteur dont la concentration est augmentée

dans le sérum et dans le vitré des sujets diabétiques®>. L’ET-1 entraine une dysfonction

endothéliale par le biais de son effet inhibiteur de la synthése de NO'°. Elle provoque une
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diminution de la sensibilité du récepteur de I’insuline, ce qui favoriserait la dérégulation

métabolique dans la rétine des sujets diabétiques'®.

h. Neurotrophines

Les facteurs neurotrophiques assurent des fonctions anti-apoptotiques et de régénération
neuronale dans la rétine. Le BDNF (Brain Derived Neurotrophic Factor), le CTNF (Ciliary
Neurotrophic Factor), le GDNF (Glial Derived Neurotrophic Factor) et le NGF (Nerve Growth
Factor) sont les principaux facteurs neurotrophiques rétiniens.

Le taux plasmatique de BDNF est abaissé chez les patients diabétiques de type 2°°. Chez le rat
diabétique, la concentration de BDNF est abaissée a la fois dans le sérum et dans la rétine’’.
Seki et al. ont montré que I’injection intravitréenne de BDNF chez le rat diabétique proteége les
cellules amacrines de I’apoptose’’. La chute du taux de BDNF en cas de diabéte pourrait
expliquer la dégénérescence neuronale précoce observée dans la rétinopathie diabétique®’. Chez
les patients diabétiques de type2, le BDNF plasmatique est un biomarqueur de
I’insulinorésistance au niveau systémique*®. L’administration systémique de BDNF chez des
souris diabétiques et obeses (souris db/db) permet d’améliorer le profil glycémique en réduisant
la résistance systémique a I’insuline®. La fonction neuroprotectrice du BDNF pourrait passer
par un effet neurotrophique direct, mais également par une sensibilité¢ accrue a I’insuline dans
la rétine’”.

Le taux de NGF augmente dans le plasma des patients diabétiques. Il existe une corrélation
positive entre la concentration plasmatique de NGF et le stade de sévérité clinique du diabéte*.
Mantelli et al. ont mis en évidence une hausse précoce du taux rétinien de NGF apres
7 semaines de diabéte chez le rat*!. Ces rats diabétiques présentent une apoptose des cellules
ganglionnaires rétiniennes (CGR) liée au diabéte*!. L’inhibition du NGF chez les rats
diabétiques par le biais de I’administration d’anticorps anti-NGF se traduit par une aggravation

de I’apoptose des CGR*'. A I’inverse, I’administration exogéne de NGF exerce un effet anti-
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apoptotique sur les CGR*'. L’augmentation précoce du NGF dans la rétine des rats diabétiques

semble constituer un mécanisme protecteur endogéne favorisant la survie des CGR*!.

i. Apoptose
La dégénérescence des neurones rétiniens est un événement précoce au cours de la rétinopathie
diabétique et semble précéder I’apparition des 1ésions vasculaires®'*2. Barber et al. ont montré
que I’apoptose neuronale touchait les cellules ganglionnaires rétiniennes au cours du diabéte

chez le rat’!

. Dans ce modele, 1’apoptose des cellules ganglionnaires rétiniennes semble liée a
une perte du signal anti-apoptotique de I’insuline®!. De nombreuses autres voies métaboliques
sont activées au cours du diabéte et peuvent étre responsables d’apoptose. L’axe AGE-RAGE
déclenche un important stress oxydatif dans la rétine qui conduit a 1’apoptose des neurones
rétiniens et des péricytes'>!*. La voie des hexosamines provoque I’apoptose des neurones
rétiniens par le biais de ’activation de la caspase 3%°. La voie de la PKC induit ’apoptose des
péricytes'®. Kern et al. ont mis en évidence que 1’expression de la protéine pro-apoptotique Bax
dans la rétine des souris diabétiques entrainait 1’apoptose des péricytes rétiniens*. Les cellules

gliales rétiniennes subissent également un phénomene d’apoptose lorsqu’elles sont cultivées

dans des conditions hyperglycémiques**.

j- Excitotoxicité glutamatergique
Le glutamate représente le neurotransmetteur majoritaire dans la rétine et plus de 90% des
synapses rétiniennes sont des synapses glutamatergiques*. Une stimulation glutamatergique
excessive dans le systéme nerveux peut conduire a un phénomeéne d’excitotoxicité*®. En cas de
forte concentration synaptique de glutamate, les récepteurs ionotropes NMDA post-synaptiques
sont activés de manicre prolongée et laissent entrer un important influx de calcium dans la

cellule*®. Les mécanismes de régulation de I’homéostasie calcique intracellulaire sont
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saturés et la forte concentration de Ca®" aboutit a I’ouverture du MPTP (Mitochondrial
Permeability Transition Pore) et & I’apoptose neuronale®®.

De multiples études chez le rat suggerent que la dégénérescence neuronale précoce observée
dans la rétinopathie diabétique pourrait €tre liée a une dysfonction du métabolisme du glutamate
qui conduirait & une excitotoxicité glutamatergique*’*°. La concentration de glutamate est en
effet augmentée dans les rétines des rats diabétiques*®*°. La hausse du taux de glutamate semble
liée a une dysfonction du métabolisme du glutamate par les cellules gliales. Dans les conditions
physiologiques, les cellules de Miiller assurent la recapture du glutamate libéré dans la fente
synaptique grace au transporteur membranaire du glutamate (GLAST)’!. Le glutamate est
ensuite converti en glutamine par la glutamine synthase au sein des cellules de Miiller’!. La
glutamine ainsi produite est alors transférée aux neurones pré-synaptiques ou elle est
transformée en glutamate’'. Il s’agit du cycle du glutamate’!. L’induction d’un diabéte chez le
rat diminue 1’expression du transporteur du glutamate GLAST et réduit la recapture du
glutamate par les cellules de Miiller’?. De plus, 1’expression et 1’activité de la glutamine
synthase sont réduites dans les cellules de Miiller en cas de diabéte>?. Tous ces mécanismes
provoquent I’accumulation de glutamate dans la rétine®?. L’excitotoxicité glutamatergique
pourrait ainsi constituer I’'une des principales causes de dégénérescence neuronale précoce

observée au cours de la rétinopathie diabétique.

k. Activation gliale

Les cellules de Miiller, les astrocytes et les cellules microgliales constituent les cellules gliales
rétiniennes*’. Elles assurent des fonctions de soutien métabolique et structurel pour les neurones
et les vaisseaux rétiniens*’. L’activation gliale correspond & un état réactionnel de stress
cellulaire des cellules gliales caractérisé par la production de GFAP (Glial Fibrillary Acidic

Protein)®®. A I’état basal, I’expression de la GFAP par les cellules gliales est trés faible, voire

tSO

absent””. Dans les rétines de rats diabétiques, I’expression de GFAP est augmentée, traduisant

48,50

I’apparition d’une gliose réactionnelle L’activation gliale précéde les altérations
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vasculaires liées au diabéte*’. Il s’agit d’un phénomeéne précoce qui survient aprés seulement
3 mois de diabéte chez le rat*’. L’activation gliale s’accompagne d’une perturbation des
fonctions métaboliques des cellules gliales. L’altération du cycle du glutamate entre les
neurones et les cellules gliales peut conduire & une mort neuronale par excitotoxicité
glutamatergique*’. De plus, les cellules de Miiller et les astrocytes participent a I’intégrité de la
barriere hémato-rétinienne interne grace a des prolongements cellulaires qui entourent les
capillaires rétiniens™*. Dans les rétines de rats diabétiques, 1’état d’activation gliale
s’accompagne d’une rupture de la barriére hémato-rétinienne®. L’activation des cellules de
Miiller déclenche la syntheése de VEGF qui est impliqué dans la rupture de la barriére hémato-

rétinienne et la néovascularisation rétinienne>°.

. Stress oxydatif

Le stress oxydatif correspond a un état de déséquilibre entre les facteurs pro-oxydants et
antioxydants. Les ROS (Reactive Oxygen Species) les plus abondamment produits sont le
radical superoxyde (O2"), le peroxyde d’hydrogéne (H20>), et le radical hydroxyl (OH"), tandis
que les RNS (Reactive Nitrogen Species) les plus fréquents sont I’oxyde d’azote (NO) et le
peroxynitrite (ONOO")*’. Les ROS sont produits par la chaine de phosphorylation oxydative de
la mitochondrie, mais aussi dans le cytoplasme par différentes enzymes du stress oxydatif,
comme la NADPH oxydase (NOX), la xanthine oxydase (XO) ou la myéloperoxydase (MPO)3.
Les RNS dérivent de I’activation de la NO synthase®®. Les ROS et les RNS peuvent réagir avec
une large variété de molécules biologiques : les protéines, les carbohydrates, les lipides, I’ADN
et ’ARN®’. Une altération de la balance oxydation-réduction pourrait ainsi altérer certaines
voies de la signalisation intracellulaire et étre a I’origine d’une dégénérescence neuronale®”.

Chez le sujet diabétique, de nombreuses voies métaboliques semblent produire des ROS.
L’ hyperactivation de la voie de la glycolyse par I’hyperglycémie accélére le flux d’électrons
vers la chaine de phosphorylation oxydative de la mitochondrie, générant ainsi des radicaux

superoxydes®®. D’autres sources de ROS proviennent de la voie des polyols, de la voie de la
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PKC et de I’activation de la PARP décrites précédemment!’?!?2, D autre part, I’activation
d’enzymes cytosoliques génératrices de ROS comme la NADPH-oxydase et la xanthine
oxydase participent au stress oxydatif dans des conditions d’hyperglycémie®!. En paralléle, la
chute des mécanismes antioxydants d’origine enzymatique (superoxyde dismutase, catalase,
glutathion peroxydase) et non enzymatique (glutathion) favorise 1’apparition d’un

environnement pro-oxydant dans la rétine du sujet diabétique®.

m. Inflammation

L’inflammation est une réponse biologique non spécifique, secondaire a un stimulus lésionnel,
dont 1’objectif est la réparation tissulaire. Elle fait appel a des médiateurs moléculaires
(cytokines, chémokines) et au recrutement de leucocytes. Le diabéte est une maladie
caractérisée par une inflammation chronique a bas bruit. L’activation de différentes voies
métaboliques au cours du diabete telles que I’axe AGE-RAGE, la PKC, la PARP, le SRAA, la
voie NF-xB aboutit a la synthése de cytokines responsables d’une inflammation rétinienne'°.
L’expression des cytokines pro-inflammatoires comme I’IL-1, I’IL-6, le TNF-a, et le MCP-1
est augmentée dans le vitré et dans la rétine des sujets diabétiques'®®?. Ces cytokines entrainent
la rupture de la barriére hémato-rétinienne et 1’apoptose des cellules rétiniennes®®. Elles
favorisent également le recrutement et I’infiltration rétinienne des leucocytes, en particulier des
macrophages et des monocytes®®. Dans les rétines de souris diabétiques, les cellules
endothéliales expriment ICAM-1 (Intercellular Adhesion Molecule 1), une molécule
permettant I’adhésion leucocytaire a la paroi vasculaire®. L’adhésion des leucocytes favorise
leur diapédése a travers la paroi vasculaire et entraine I’infiltration des leucocytes dans la
rétine®. L adhésion des leucocytes aux cellules endothéliales induit également une leucostase
dans les capillaires rétiniens qui peuvent s’occlure et aboutir & une non-perfusion du lit

capillaire®*.
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B. La taurine
La taurine est I’un des acides aminés les plus abondants dans les tissus oculaires comme la
cornée, le cristallin et le corps ciliaire®>. Mais c’est la rétine qui constitue le tissu de ’organisme
le plus riche en taurine chez les Mammifeéres®. Dans la rétine, la taurine représente I’acide

aminé le plus abondant, avec des concentrations trés supérieures a celles du glutamate®®.

1. Propriétés physico-chimiques

La taurine, aussi connue sous le nom d’acide 2-amino-éthanesulfonique, a été isolée pour la
premicre fois dans la bile de beeuf (Bos taurus) en 1827. En termes phylogénétiques, la taurine
est une molécule ancienne qui a été conservée au cours de 1I’évolution. Elle est présente dans
les algues, les plantes et les champignons mais elle est absente de la plupart des bactéries et des
virus. La taurine est présente en forte concentration chez les Mammiféres et les Insectes®’.

Bien que la taurine soit un acide aminé, elle n’est pas intégrée dans la séquence peptidique des
protéines®. La structure de la taurine ne correspond pas a la structure classique des acides
aminés qui possédent un groupement amine (-NH») et un groupement carboxylique (-COOH)
liés au carbone alpha®®. La taurine est un B-acide aminé sulfuré dont le groupement amine est

1i¢ au carbone B (Figure 2)%°.

H H 0)
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I \ A

H—Nt+— H
Amino Group (I::a g“"x.\'li*' \9 H O / \\ B
0

Group

Side Chain

a-acide aminé Taurine

Figure 2 : Comparaison des structures chimiques des a-acides aminés et de la taurine (B-acide aminé)®’.
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En raison de la présence du groupement sulfonique (pKa = 2) a la place du groupement
carboxylique, et compte tenu du pKa du groupement amine (pKa = 9), la taurine se présente
sous une forme de zwitterion électriquement chargé a pH physiologique (pH = 7,4) (Figure 3)®.
La structure chargée de la taurine la rend hautement soluble avec les molécules d’eau. La taurine

est hydrophile et ne peut donc pas traverser les membranes cellulaires hydrophobes.

0 0 _ 0 _
\ _OH H N\ _O H \ 0
N e e N A
+ ' K H=N pK
H3N \\O PR, 3 0 2 Ha2N 0
cation zwitterion anion
(at low pH) (at high pH)

Figure 3 : Structure du zwitterion de taurine (2 charges électriques de nature opposée) a pH physiologique®’

2. Métabolisme normal de la taurine

La taurine est absorbée au niveau digestif (apport exogene) et peut étre synthétisée par trois
voies métaboliques (apport endogene)®®. Le transporteur membranaire Tau-T assure le transport
de la taurine depuis la circulation sanguine vers les organes®®. Tau-T est notamment exprimé
au niveau de 1’épithélium pigmentaire rétinien’”.

Chez les Mammifgres, la taurine endogene est principalement synthétisée dans le foie et dans
le cerveau’!. Trois voies de synthése endogeéne permettent de synthétiser la taurine®®. La voie
métabolique principale utilise la méthionine et la cystéine comme substrats initiaux. Une
succession d’enzymes vont ensuite catalyser la transformation de ces deux acides aminés en
taurine (Figure 4). Deux enzymes constituent des facteurs limitants a la synthése de la taurine :
la cystéine dioxygénase et la cystéine sulfonate-décarboxylase. La faible activité enzymatique
de ces deux enzymes dans certaines espéces comme le chat, les primates ou I’Homme sont a
I’origine d’une faible production endogéne de taurine. Ces especes sont donc particuliérement

sensibles a une baisse des apports exogenes de taurine, leur métabolisme endogeéne ne leur



38
permettant pas de compenser une carence d’apport alimentaire de cette molécule’'. A I’inverse,
les rongeurs ou les chiens disposent d’excellentes capacités de syntheése endogéne de taurine,
ce qui les rend moins dépendants des apports exogeénes’?. Le phosphate de pyridoxal
(vitamine B6) est un cofacteur enzymatique indispensable a D’activité de trois enzymes
impliquées dans la synthése de taurine : la cystathionine B-synthase, la y-cystathionase et la
cystéine désulfarase (Figure 4). Une carence d’apport en vitamine B6 peut ainsi se traduire par
une baisse de la production de taurine et une carence en taurine’”.
Deux voies mineures de synthése de taurine utilisent respectivement 1’acide cystéique et la
cystéamine comme substrats (Figure 4). La voie de 1’acide cystéique est fonctionnelle dans le
cerveau et le foie, tandis que la voie de la cystéamine est principalement active dans le rein mais
est absente dans le cerveau®’.
Les deux enzymes limitantes de la synthése de taurine (cystéine dioxygénase et cystéine
sulfonate-décarboxylase) sont exprimées de maniére fonctionnelle dans la rétine des
Mammiféres’®. Dans le cerveau, la taurine peut étre produite a la fois par les neurones et les
cellules gliales’”. Cependant, les neurones cérébraux ne peuvent produire de la taurine qu’a
partir de I’hypotaurine, alors que les cellules gliales cérébrales expriment I’intégralité de la
machinerie enzymatique nécessaire a la synthése de taurine’. Des interactions métaboliques
étroites entre les cellules gliales et les neurones sont probablement en ceuvre pour assurer le
transfert de la taurine vers les neurones.
L’apport exogéne de taurine provient de 1’alimentation, notamment de la viande et du poisson®®.
La taurine étant hydrophile, elle ne traverse pas les membranes plasmiques des cellules et
nécessite un transporteur transmembranaire. La taurine située dans la lumicre digestive est
transportée a travers la barriere intestinale grace a deux mécanismes. Le premier mécanisme
fait appel a un transporteur membranaire actif dépendant du Na" et spécifique de la taurine, le
transporteur Tau-T®®. Le transporteur Tau-T présente une haute affinité pour la taurine mais de

faibles capacités de transport®®,
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Le second mécanisme correspond a un transporteur couplé aux protons, PAT-1 (Proton-coupled
Amino-acid Transporter-1) 7. PAT-1 absorbe la majeure partie de la taurine intestinale mais il
est non spécifique de la taurine’®. Il transporte en effet une large variété d’acides aminés
différents, dont la taurine, avec une faible affinité mais de grandes capacités de transport’®.
PAT-1 semble ainsi assurer 1’absorption de grandes quantités de taurine lors des ingestions
alimentaires, tandis que Tau-T semble davantage impliqué dans 1’absorption spécifique de la
taurine entre les repas, méme a faible concentration’®.

Outre son expression au niveau de 1’épithélium intestinal, le transporteur Tau-T assure
également le transfert de la taurine vers le milieu intracellulaire au sein des différents organes®®.
Chez I’'Homme, tous les tissus de 1’organisme contiennent de la taurine®’. Les concentrations
de taurine sont particuliérement €levées dans le systéme nerveux central, le cceur, le foie, les
reins et les muscles striés®’. La distribution du récepteur Tau-T dans la rétine suggére que la
taurine est absorbée par 1’épithélium pigmentaire rétinien (EPR) dans la rétine externe, et par
I’endothélium vasculaire des capillaires dans la rétine interne’®.

Le catabolisme de la taurine a lieu dans le foie et le rein®®. La taurine est éliminée
principalement par le foie, par conjugaison avec I’acide cholique pour former les acides biliaires
qui sont sécrétés dans le tube digestif®®. L’élimination rénale dans les urines est minoritaire et

représente environ 25% de la taurine éliminée®®,

3. Fonctions de la taurine
La taurine présente des propriétés osmorégulatrices, antioxydantes, neuromodulatrices et de

régulation calcique®®”"7°,

a. Régulation osmotique

La taurine représente 50% des osmolytes dans le cerveau’’. Elle assure le maintien du volume
cellulaire en régulant I’osmolarité intracellulaire’’. Les cellules cérébrales peuvent adapter leur

concentration en taurine en réponse a des fluctuations de 1’osmolarit¢ du milieu
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extracellulaire®. Ainsi, I’exposition de cellules gliales comme les astrocytes a des conditions
hyperosmotiques déclenche la synthése de taurine, via 1’activation de la voie de synthése
endogene®’. Un mécanisme d’osmorégulation reposant sur la taurine semble étre mis en ceuvre
dans la rétine®!. En présence de conditions hyperosmotiques, les cellules de 1’épithélium
pigmentaire rétinien, les cellules de Miiller et les cellules ganglionnaires rétiniennes sont
capables d’augmenter I’expression et I’activit¢ du transporteur Tau-T afin de transférer
davantage de taurine vers le milieu intracellulaire®!. Dans la cornée, la taurine assure également
une fonction d’osmorégulation pour les cellules de 1’épithélium cornéen®. La taurine favorise
en effet la survie des cellules épithéliales cornéennes soumises a un environnement

hypertonique en culture®.

b. Propriétés antioxydantes

Plusieurs mécanismes semblent étre a 1’origine de 1’action antioxydante de la taurine. La taurine
présente des propriétés directement réductrices sur les ROS®®. Elle serait aussi capable d’assurer
le maintien d’un taux élevé de molécules antioxydantes dans la cellule®’. Enfin, I’action
antioxydante de la taurine pourrait passer par une diminution de la synthése des ROS
mitochondriaux®.

L’action antioxydante directe de la taurine pourrait étre liée a son groupement sulfure, ce qui
lui conférerait la possibilité de réduire les espéces réactives®®. La taurine est en effet capable de
réduire 1’acide hypochlorique (HOCI), ’oxyde nitrique (NO) et le peroxyde d’hydrogéne
(H20,), mais elle n’exerce pas d’effet antioxydant direct vis-a-vis du radical superoxyde (O2")
ou du radical hydroxyl (OH")* %, L’hypotaurine, un métabolite de la taurine, présente des
propriétés antioxydantes comparables vis-a-vis du peroxyde d’hydrogéne (H20:) et du radical
hydroxyl (OH")¥".

Le deuxiéme mécanisme anti-oxydant de la taurine passe par le maintien d’un stock élevé de

molécules antioxydantes®®. Le glutathion réduit (GSH) est un antioxydant qui est capable de
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réduire les espéces réactives oxydées en une forme réduite plus stable par transfert d’électrons®>.
Le glutathion se trouve alors oxydé (G-S-S-G) par la réaction chimique®’. La taurine permet de
recycler la forme oxydée du glutathion en forme réduite®*. De plus, la taurine induit ’expression
de certaines enzymes antioxydantes comme la thiorédoxine réductase, la glutathion peroxydase
et la superoxyde dismutase®® .

Le troisiéme mécanisme antioxydant de la taurine passe par la diminution de la synthése de
ROS par les mitochondries®®. La taurine est nécessaire au fonctionnement de la chaine de
phosphorylation oxydative mitochondriale®®. Elle est essentielle a la traduction des protéines
formant la chaine respiratoire mitochondriale. La taurine est en effet conjuguée a certains ARN
de transfert (ARNt) dans la mitochondrie. Un déficit en taurine altére la traduction des protéines
de la chaine respiratoire. L’assemblage défectueux de ces protéines perturbe le transfert des
¢lectrons entre les différents complexes de la chaine respiratoire. Les €lectrons sont alors déviés

de la chaine respiratoire vers 1’02, ce qui génére des radicaux superoxydes (Oz") et un stress

oxydatifs,

c. Régulation calcique
La taurine régule la concentration calcique intracellulaire dans le cerveau, le cceur et la rétine’®.
L’effet de la taurine sur le métabolisme calcique s’exerce en modulant I’influx de Ca*" dans le
compartiment intracellulaire’’”?. Dans les neurones, une forte stimulation des récepteurs
glutamatergiques par le glutamate entraine une entrée massive de Ca** dans la cellule®’. La
hausse du Ca’" intracellulaire active le pore MPTP (pore de transition de perméabilité
mitochondriale) et conduit & ’apoptose des neurones’?. Il s’agit du phénomeéne d’excitotoxicité
glutamatergique. La taurine exerce un effet neuroprotecteur sur les neurones en limitant I’entrée
du Ca*" dans la cellule et en inhibant ainsi I’excitotoxicité du glutamate®”. La taurine inhibe
aussi les canaux calciques voltage dépendants de type L, P, Q et N présents sur la membrane

des neurones’’.
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d. Neurotransmission
Le glutamate est le principal neurotransmetteur excitateur de la rétine®®. La neurotransmission
glutamatergique véhicule I’information visuelle selon un axe vertical, tout d’abord entre les
photorécepteurs et les cellules bipolaires, puis entre les cellules bipolaires et les cellules
ganglionnaires®. Le GABA et la glycine, les deux neurotransmetteurs inhibiteurs majoritaires
dans la rétine, sont produits par les cellules horizontales et les cellules amacrines. Ils assurent
une inhibition latérale du signal excitateur principal et modulent I’information visuelle®. La
taurine est capable de moduler la neurotransmission dans la rétine, bien que 1’existence d’un
récepteur spécifique a la taurine n’ait encore jamais été mise en évidence®®. Dans les cellules
bipolaires rétiniennes, la taurine est un agoniste des récepteurs ionotropiques GABAa et
GABAC et des récepteurs métabotropiques GABAg”. La taurine est également un agoniste des
récepteurs a la glycine dans les cellules ganglionnaires rétiniennes et dans les cones®*?’.

L’activation des récepteurs GABAergiques et glycinergiques par la taurine suggére que la

taurine pourrait avoir un rdle dans la modulation du signal visuel.

4. Pathologies rétiniennes liées a un déficit en taurine
Les conséquences d’un déficit en taurine sur les cellules rétiniennes ont été étudiées
principalement dans des modeles animaux. Dans ces modeles, le déficit en taurine semble
entrainer des altérations fonctionnelles et morphologiques rétiniennes’®. Seuls quelques rares
cas de déficit en taurine ont été rapportés chez I’Homme et ont décrit des altérations rétiniennes
semblables a celles observées dans les modéles animaux®’%%. Les atteintes rétiniennes liée au

déficit en taurine affectent les photorécepteurs et les cellules ganglionnaires rétiniennes”®"’.

a. Photorécepteurs et déficit en taurine
Certaines especes comme le chat, les primates ou I’Homme disposent de capacités de synthése
endogéne de taurine trés limitées’!. Ces espéces sont fortement dépendantes de 1’apport

alimentaire en taurine. Hayes ef al. ont montré qu’une carence en taurine peut étre induite chez
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des chats en leur fournissant un régime alimentaire dépourvu de taurine”®. La chute de la taurine
plasmatique et rétinienne dans ce modéle animal entraine une perte des photorécepteurs’®. Sur
le plan fonctionnel, I’amplitude des réponses scotopiques et photopiques des cones et des
batonnets est réduite sur 1’électrorétinogramme (ERG)’°. Sur le plan morphologique, la carence
en taurine entraine une atrophie focale puis généralisée des photorécepteurs, une
désorganisation des couches externes de la rétine, et notamment des articles externes des
photorécepteurs'°*1%2, Un modéle de primate nourri avec du lait de soja dépourvu de taurine a
permis de confirmer le role indispensable de la taurine pour la survie des photorécepteurs'®*.
La carence en taurine provoque une désorganisation, une désorientation, un cedéme et un
raccourcissement des articles externes de photorécepteurs qui sont maximaux dans la région

103

fovéale ™. Les cones sont plus séverement atteints que les batonnets et certains cones présentent

des signes de nécrose!®.

L’¢épithélium pigmentaire rétinien présente des modifications
ultrastructurelles avec une redistribution des mélanosomes et un plus grand nombre de corps
résiduels et de phagosomes!®. Chez I’Homme, des carences en taurine peuvent survenir en cas
de nutrition parentérale prolongée ou en cas de régime végétalien strict””*®. L’ERG de ces
patients montre une diminution de I’amplitude de I’onde b et une augmentation de la latence de
’onde b en conditions scotopiques et photopiques®”-?%.

D’autres espéces comme les rongeurs ou les chiens posseédent des capacités de synthése
endogéne de taurine importantes qui leur permettent de ne pas étre dépendantes des apports
alimentaires’>. Dans ces espéces, une déplétion en taurine peut étre induite de maniére
pharmacologique, par I’administration d’un inhibiteur du transporteur Tau-T, comme la -
alanine ou le GES (guanidoéthane sulfonate)!** 1%, Une autre méthode consiste a générer un

knock-out du géne du transporteur Tau-T (Tau-T"

) ou d’une enzyme impliquée dans la
synthése endogéne de taurine comme la cystéine sulfonate-décarboxylase’>!%”. Dans la rétine

de rat, le déficit en taurine induit par la B-alanine ou le GES provoque une altération de la

structure des photorécepteurs caractérisée en microscopie €électronique par un amincissement
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de la couche des photorécepteurs, une déformation et un raccourcissement des segments
externes, ainsi qu’une désorganisation des disques membranaires des photorécepteurs!®+10,
Ces changements dégénératifs conduisent a la mort des photorécepteurs, notamment des
batonnets!%. La perte des photorécepteurs se caractérise par un amincissement de la couche
nucléaire externe (ONL) di a la perte des noyaux des photorécepteurs'®*. L’amincissement de
la couche plexiforme externe (OPL) semble li¢ a une perte des synapses des photorécepteurs et
a une rétraction des processus cellulaires des neurones rétiniens'%*. La rétine interne présente

également un amincissement significatif!%*

. Dans un modg¢le de souris supplémentées en GES,
Gaucher et al. ont montré que le déficit en taurine entrainait une perte des cones mais aussi des
cellules ganglionnaires rétiniennes'’. Dans un modéle de souris Tau-T”, Heller et al. ont
observé une perte majeure des segments internes et externes des photorécepteurs, jusqu’a une
disparition compléte a 4 semaines de vie'””. L’ONL est fortement amincie et ne contient plus
que les noyaux picnotiques des photorécepteurs'?’. La rétine interne est amincie aux dépens de
I’INL (couche nucléaire interne)!”’. Sur le plan fonctionnel, ’'ERG montrait une réduction
marquée de I’amplitude de I’onde b en conditions scotopiques et photopiques, suivie par une
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extinction compléte de I’ERG a 6 semaines de vie *’. La taurine semble ainsi étre indispensable

a la survie des photorécepteurs, aussi bien des cones que des batonnets.

b. Cellules ganglionnaires et déficit en taurine
Le devenir des cellules ganglionnaires rétiniennes (CGR) en cas de déficit en taurine a été étudié
de facon moins extensive que pour les photorécepteurs. Dans un modele de rats traités par GES,
Lake et al. ont mis en évidence une perte des CGR et de leurs axones”. La mort des CGR en
cas de déficit en taurine a été confirmée par Gaucher et al. dans les rétines de souris

supplémentées en GES!%

. Un modele de déficit en taurine chez des rats traités par f-alanine a
révélé non seulement une perte des CGR, mais également une altération du transport

axoplasmique rétrograde au sein des axones des CGR!'®. Le traitement par Vigabatrin, une
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molécule antiépileptique, constitue un autre de modele d’atteinte rétinienne par déficit en
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taurine!®’. Cette molécule induit une baisse des taux plasmatiques et rétiniens de taurine!'°. Les

patients traités par Vigabatrin au long cours présentent des altérations du champ visuel, de la

vision des couleurs et de la perception des contrastes'®

. Une perte des fibres ganglionnaires est
objectivée sur I’OCT chez ces patients et des analyses histologiques post-mortem ont révélé
une perte des CGR!!''. Chez le rat, le Vigabatrin est responsable d’une perte des CGR et des
cones'!’. La supplémentation en taurine des rats traités par Vigabatrin permet de limiter la mort
des CGR et des cones''’. Ainsi, comme pour les cones et les batonnets, la taurine est nécessaire
ala survie et a la fonction des CGR. Elle semble exercer un effet neuroprotecteur sur ces cellules
en réduisant I’effet excitotoxique du glutamate!'?. Froger et al. ont en effet démontré que 1’ajout

de taurine dans le milieu de culture des CGR diminue leur apoptose en cas d’exposition au

NMDA, un agoniste glutamatergique'!?.

C. Diabete et taurine
1. Effets du diabéte sur le métabolisme de la taurine

Dans les mod¢les animaux, le diabéte induit une baisse des taux plasmatiques et rétiniens de
taurine*®>’. Chez I’Homme, le diabéte entraine une baisse du taux plasmatique de taurine''
1s

Le diabéte perturbe le métabolisme de la taurine aussi bien chez I’ Homme que dans les modeles
animaux. En effet, I’hyperglycémie chronique est associée a une chute du taux de taurine dans
le plasma et dans les plaquettes des sujets diabétiques de type 1, diabétiques de type 2 et chez
les femmes ayant un diabéte gestationnel'!*'!°, L’effet du diabéte sur le métabolisme de la
taurine a également ét¢ étudié chez des rats qui ont été¢ rendus diabétiques par injection de
streptozotocine. Dans ce modele animal, le diabéte induit une baisse de la concentration de
taurine dans le plasma et dans la rétine*®>, L expression du transporteur Tau-T est également

réduite dans la rétine des rats diabétiques**. Dans un modéle d’épithélium pigmentaire rétinien
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(EPR) en culture, des conditions hyperglycémiques réduisent I’expression et 1’activité du
transporteur Tau-T, et par conséquent ’absorption de taurine par PEPR!S. Outre la rétine,
I’hyperglycémie chronique provoque la diminution de la concentration de taurine dans de
multiples tissus comme le cristallin, les reins et les nerfs sciatiques chez le rat''®!!8 La
supplémentation en taurine semble ainsi constituer une piste thérapeutique a explorer dans la

physiopathologie du diabete.

2. Effets de la supplémentation en taurine sur le diabéte

Dans les modeles animaux de diabéte, la supplémentation en taurine améliore le profil
glycémique et exerce un effet protecteur sur atteinte des organes cibles du diabéte!!*!2°, Chez
I’Homme, les rares études de supplémentation en taurine menées chez des patients diabétiques
ont montré des résultats contradictoires quant a I’amélioration du profil glycémique, avec un
effet modéré sur I’atteinte des organes cibles!?!7123,

L’administration de taurine a des rats diabétiques de type 2 améliore leur profil glycémique et
diminue leur insulinorésistance'!®. La taurine favorise en effet I’absorption du glucose par les
muscles et le cceur chez le rat'?*!?°, La taurine permet également d’améliorer le profil lipidique
des rats diabétiques en diminuant les taux plasmatiques de cholestérol total, de triglycérides et
de LDL-cholestérol'?®. De plus, la supplémentation en taurine réduit la mortalité des rats
devenus diabétiques de type 1 suite a injection de streptozotocine'?’.

Cependant, les effets bénéfiques de la supplémentation en taurine observés chez les rats
diabétiques n’ont pas été confirmés chez ’Homme. La supplémentation en taurine chez des
patients obeses prédisposés au diabéte de type 2 ne permet pas d’augmenter 1’insulinosécrétion,
ni de diminuer I’insulinorésistance'?®. L’administration de taurine n’améliore pas le profil
lipidique de ces patients'?®. Des résultats contradictoires ont été observés sur la régulation

glycémique aprés supplémentation en taurine chez ’Homme. Une étude a rapporté une

diminution de la glycémie a jeun apres supplémentation en taurine chez des patients diabétiques
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de type 2, tandis qu’une autre étude n’a retrouvé aucun effet sur I’hémoglobine glyquée et la
glycémie a jeun'?!122,

Dans les modeles animaux, la taurine présente des effets protecteurs sur les organes cibles du
diabéte. La taurine réduit notamment la sévérité de la néphropathie diabétique chez le rat!?°.
Elle limite I’hypertrophie glomérulaire, la glomérulosclérose et la fibrose tubulo-interstitielle
induite par le diabéte'?°. Sur le plan biologique, I’effet de la taurine se traduit par une baisse de
la protéinurie et de 1’albuminurie'?’. L’effet protecteur de la taurine dans le rein semble passer
par plusieurs mécanismes. La taurine réduit le stress oxydatif et la synthése d’AGE products
dans le rein du rat diabétique'”°. Elle exerce un effet anti-inflammatoire par le biais de
I’inhibition de la production de cytokines pro-inflammatoires'?’. Elle posséde un effet anti-

)12%. Dans le

apoptotique en inhibant 1’expression de protéines pro-apoptotiques (caspases-3/-9
ceeur des rats diabétiques, la supplémentation en taurine a une action antioxydante'*°. Elle
stimule la synthése des défenses antioxydantes (enzymes antioxydantes, glutathion réduit) ce
qui entraine la chute du taux cardiaque de ROS'°. La taurine exerce une action anti-
inflammatoire dans le tissu cardiaque des rats diabétiques, en inhibant la synthése des cytokines
pro-inflammatoires (IL-6, TNF-a) et en empéchant 1’activation de la voie de signalisation pro-
inflammatoire NF-xB'3°. La fonction contractile cardiaque est également améliorée par la
supplémentation en taurine chez le rat diabétique'>'.

Chez I’Homme, peu d’études se sont intéressées a 1’effet d’une supplémentation en taurine sur
’atteinte des organes cibles du diabete. Chez des patients diabétiques de type 1, Moloney et al.
ont notamment montré que la taurine réduit la dysfonction endothéliale et limite la rigidité

artérielle'?3.

3. Effets de la supplémentation en taurine sur la RD

Dans les modé¢les animaux, la supplémentation en taurine semble exercer un effet protecteur

sur I’atteinte rétinienne liée au diabéte, en limitant notamment 1’excitotoxicité glutamatergique,
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le stress oxydatif et I’apoptose*®*32. Aucune étude n’a jusqu’a présent été menée chez
I’Homme pour évaluer 1’effet d’une supplémentation en taurine sur la sévérité de la RD.
Chez le rat diabétique, Kilic et al. ont démontré que la supplémentation en taurine permet de
réduire I’incidence de la cataracte diabétique, en limitant le stress oxydatif au sein du
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cristallin'>“. Dans la rétine de rat, le diabéte induit une apoptose des neurones et des cellules

gliales, principalement dans la couche nucléaire interne (INL)*. La concentration plasmatique
en taurine de ces rats est significativement réduite, ainsi que 1’expression du transporteur Tau-
T*. La supplémentation en taurine des rats diabétiques permet de stimuler ’expression du
transporteur Tau-T et de limiter ’apoptose des neurones et des cellules gliales induite par le
diabeéte**,

Le diabete induit une activation gliale dans la rétine des rats, caractérisée par une augmentation
de I’expression de la GFAP dans le cytoplasme des cellules gliales**°. Les taux de taurine dans
le plasma et dans la rétine de ces rats étaient abaissés. L’administration de taurine aux rats
diabétiques permet de diminuer I’expression de GFAP, c’est-a-dire 1’activation gliale*®*°. La
taurine pourrait ainsi présenter un effet protecteur au cours du diabéte en limitant 1’apoptose et
I’inflammation rétinienne induite par le diabéte.

L’un des rdles des cellules gliales rétiniennes est de recapturer le glutamate présent dans la fente
synaptique, afin d’éviter un phénomene d’excitotoxicité glutamatergique qui pourrait s’avérer
néfaste pour les neurones adjacents. Dans les rétines de rats, le diabéte favorise I’accumulation
de glutamate dans la fente synaptique. L’expression du transporteur du glutamate (GLAST) est
en effet réduite a la surface des cellules gliales et les enzymes impliquées dans la dégradation
du glutamate (glutamine synthase, glutamate décarboxylase) sont moins exprimées dans les
rétines de rats diabétiques*®’. Zeng et al. ont montré que le diabéte provoque ainsi
’augmentation de la concentration de glutamate dans la rétine chez le rat*®. La supplémentation
en taurine des rats diabétiques augmente 1’expression de GLAST, de la glutamine synthase, de

la glutamate décarboxylase, et aboutit ainsi a la réduction du taux rétinien de glutamate**->°,
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Dans les cellules de Miiller en culture, la taurine stimule la recapture du glutamate et I’activité
de la glutamine synthase®?. La taurine pourrait ainsi exercer un effet protecteur dans la rétine
des rats diabétiques en limitant ’excitotoxicité glutamatergique*®*°.

La culture de cellules de Miiller in vitro dans des conditions hyperglycémiques déclenche un
stress oxydatif intracellulaire avec la production de ROS, de NO et une peroxydation des
lipides®?. L’hyperglycémie provoque également la chute des défenses antioxydantes des
cellules de Miiller, caractérisée par la baisse de 1’expression de la superoxyde dismutase, de la
catalase et de la glutathion peroxydase2. L’ajout de taurine dans le milieu de culture des cellules
de Miiller limite 1’état de stress oxydatif induit par 1’hyperglycémie®. La taurine entraine une
baisse des ROS, du NO, des lipides peroxydés et stimule 1’expression des enzymes
antioxydantes (superoxyde dismutase, catalase, glutathion peroxydase)®. La taurine pourrait
ainsi exercer une action antioxydante dans les cellules gliales rétiniennes au cours du diabete.
Outre le tissu neuroglial rétinien, la taurine présente également un effet protecteur pour les
capillaires rétiniens. L hyperglycémie induit ’activation de la caspase 3 et 1’apoptose des

péricytes des capillaires rétiniens**. La supplémentation en taurine réduit I’expression de la

caspase 3 ainsi que I’apoptose des péricytes*.

D. Objectif
L’objectif de I’étude est d’évaluer I’effet de la supplémentation en taurine sur les atteintes
morphologiques et fonctionnelles de la rétinopathie diabétique dans un modele de souris

diabétique de type 1.
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II. Matériels et méthodes
A. Induction d’un diabéte expérimental de type 1

Quarante souris males de la lignée C57Bl/6J (Charles River Laboratory), d’un poids moyen de
25,4+ 1,27 g ont été élevées a une température de 25°C. Les expérimentations animales ont
recu I’autorisation du Ministére de I’Enseignement Supérieur et de la Recherche. L’effectif total
des souris a été réparti en 4 groupes : un premier groupe controle (n=8) ; un deuxiéme groupe
supplémenté en taurine (groupe taurine ; n=8); un troisiéme groupe constitu¢ de souris
diabétiques (groupe diabeéte; n=12); et le dernier comportait des souris diabétiques
supplémentées en taurine (groupe diabéte + taurine ; n=12). Le diabéte expérimental de type 1
a ét¢ induit par des injections intra-péritonéales de streptozotocine (STZ). La STZ a été diluée
dans une solution de NaCl 0,9%. Cinq injections intra-péritonéales de STZ a la dose de
50 mg/kg ont été réalisées sur 5 jours consécutifs, comme précédemment décrit'*®. Les souris
supplémentées en taurine consommaient ad libitum de 1’eau contenant 1% de taurine diluée. La
recherche de glycosurie a été effectuée par bandelette urinaire. La glycémie a jeun a été mesurée
par une glycémie capillaire aprés 10h de jetine sur un préleévement de sang réalisé au niveau de
la queue de I’animal. La glycosurie et la glycémie a jeun ont été évaluées 5 jours apres la
derniére injection de STZ, puis une fois par semaine au cours du suivi. Le diabéte chez la souris
était défini par une glycémie a jeun supérieure a 2,50 g/L'**. Le poids des souris a été mesuré
une fois par semaine. Les animaux avaient un acces libre a 1’alimentation et a I’eau. Les souris
ont été ¢levées pendant 3 mois apres le diagnostic du diabéte. Aucune supplémentation en

insuline n’a été réalisée chez les souris diabétiques.

B. Electrorétinogrammes
Les ¢électrorétinogrammes (ERG) ont été enregistrés aprés 3 mois d’évolution du diabéte. Les
animaux ont été anesthésiés par une injection intra-péritonéale d’une solution (10uL/g)

contenant de la kétamine (10%), de la médétomidine (12%) et du NaCl 0,9%. Les cornées ont
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¢été anesthésiées par une goutte de chlorhydrate d’oxybuprocaine (0,4%) et les pupilles ont été
dilatées avec du tropicamide (0,5%). Les souris ont été placées sur un coussin chauffant et les
paupieres ont été rétractées afin de maintenir I’ceil ouvert pendant les enregistrements. Une
¢lectrode cornéenne en or a été placée sur la cornée avec une goutte de carbomére 980 NF 0,2%
(Lacrigel®). Les enregistrements ont été réalisés sur I’ceil droit des animaux. L’¢électrode de
référence a été placée au niveau de la téte de la souris. L’¢lectrode neutre a été installée au
niveau de la queue de I’animal. Les stimulations lumineuses ont été délivrées avec une source
lumineuse plein champ (SIEM Biomedical, France) (Figure 5). L’ambiance lumineuse de fond
était réglée a 30 cd.m™. Les réponses électrophysiologiques ont été enregistrées pour des
stimulations lumineuses photopiques de 1 c¢d.s.m?, 3 cd.s.m? et 10 cd.s.m™ et pour des flickers
de 2 Hz, 5 Hz et 15 Hz. L’interprétation des ERG a été réalisée selon les recommandations de
I’ISCEV (International Society for Clinical Electrophysiology of Vision). L’amplitude et les
temps de latence des ondes a et b ont été mesurés respectivement au maximum des pics négatifs

et positifs.

Figure 5 : Systéme d’enregistrement des ¢électrorétinogrammes chez la souris.
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C. Rétinophotographies et angiographies a la fluorescéine
Les photographies de la rétine et les angiographies a la fluorescéine ont été réalisées avec un
ophtalmoscope a balayage laser aprés 3 mois d’évolution du diabéte. Les pupilles ont été
dilatées avec du tropicamide (0,5%). L’induction anesthésique a été effectuée au gaz dans une
enceinte hermétique grace a un mélange d’air (0,3 L/min), de dioxygene (0,3 L/min) et
d’isoflurane (4 L/min). L’entretien anesthésique a été poursuivi au masque avec un mélange
gazeux similaire dont le débit d’isoflurane était réduit a 2 L/min. La fluorescéine a été diluée a
1% avec du NaCl 0,9% avant injection sous-cutanée (4 uL/g). Les rétinophotographies ont été
prises avant injection de fluorescéine. Les images d’angiographie ont été acquises pour chaque

ceil 2 T =0 min, 1 min, 2 min, 5 min et 10 min apres injection de fluorescéine.

D. Tomographies par cohérence optique

Les tomographies par cohérence optique ont été réalisées apres 3 mois d’évolution du diabéte
avec un OCT spectral-domain (Bioptigen, Spectral Domain Ophthalmic Imaging System®).
L’OCT est une méthode d’imagerie in vivo non invasive, qui permet d’obtenir des coupes
transversales de la rétine a haute résolution. Cette technique permet de mesurer 1’épaisseur des
couches rétiniennes. Elle permet de détecter des variations d’épaisseur qui ne seraient pas
détectables en histologie en raison des artéfacts liés a la préparation technique des lames
(fixation, coupe, coloration, montage)'>>.

Les pupilles ont ét¢ dilatées avec du tropicamide (0,5%). L’induction anesthésique a été
effectuée au gaz dans une enceinte hermétique grice a un mélange d’air (0,3 L/min), de
dioxygene (0,3 L/min) et d’isoflurane (4 L/min). L’entretien anesthésique a été poursuivi au
masque avec un mélange gazeux similaire dont le débit d’isoflurane était réduit a 2 L/min. Les
cornées ont été anesthésiées avec une goutte de chlorhydrate d’oxybuprocaine (0,4%). Les
coupes tomographiques rétiniennes ont été¢ centrées sur le nerf optique. Les coupes ont été

acquises pour les 2 yeux de chaque souris (Figure 6).
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Figure 6 : Systéme d’acquisition des OCT chez la souris

L’épaisseur des différentes couches rétiniennes a été établie aprés segmentation automatique

grace au logiciel fourni par le fabricant de I’OCT (Figure 7).

Figure 7 : Segmentation automatique des couches rétiniennes sur un B-scan d’OCT centré par le nerf optique. A

gauche, B-scan avant segmentation, a droite, B-scan aprés segmentation.

Il existe une correspondance entre les couches rétiniennes observées en histologie et celles
visibles en OCT (Figure 8)'*°. La couche la plus externe de la rétine correspond a I’épithélium
pigmentaire rétinien (RPE). Le RPE repose sur la choroide. Les articles internes (IS) et externes
(OS) des photorécepteurs forment la couche IS-OS. La membrane limitante externe (OLM)
sépare la couche IS-OS de la couche nucléaire externe (ONL). L’ONL correspond aux corps
cellulaires des photorécepteurs. Dans la couche plexiforme externe (OPL) se forment les
synapses entre les axones des photorécepteurs et les dendrites des cellules bipolaires,
horizontales et amacrines. La couche nucléaire interne (INL) est constituée des noyaux de

cellules bipolaires, des cellules horizontales et des cellules amacrines. Au niveau de la couche
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plexiforme interne (IPL) se forment les synapses entre les dendrites de cellules ganglionnaires
rétiniennes et les axones des cellules bipolaires, horizontales et amacrines. La couche des
cellules ganglionnaires rétiniennes (GCL) est constituée par les corps cellulaires des cellules
ganglionnaires rétiniennes. La couche la plus interne de la rétine correspond a la couche de
fibres optiques (RNFL) qui est formée par les axones des cellules ganglionnaires rétiniennes.
L’OCT permet de mesurer de maniére précise les couches rétiniennes suivantes chez la souris :
le complexe RNFL/GCL, IPL, INL, OPL, ONL, IS/OS et RPE'**. La couche RNFL est trop
mince chez la souris pour étre mesurée isolément de fagon fiable. C’est pourquoi le complexe
RNFL/GCL est plus fréquemment analysé'*>. Une alternative consiste a mesurer le complexe
ganglionnaire, qui englobe les couches RNFL, GCL et IPL. Celui-ci étant plus épais, il devient

plus facilement mesurable en OCT. Par ailleurs, certaines structures non visibles en histologie,

comme la membrane limitante externe, sont aisément identifiables en OCT!*.

Figure 8 : Correspondance entre les couches rétiniennes observées en histologie (coloration hématoxyline-¢osine-
safran) et en OCT-SD chez la souris C57B1/6] (d’aprés Jagodzinska et al.”*’). RNFL/GCL : couches des fibres
optiques et des cellules ganglionnaires, IPL : couche plexiforme interne, INL : couche nucléaire interne, OPL :
couche plexiforme externe, ONL : couche nucléaire externe, IS-OS : couche des articles internes et externes, RPE :

¢épithélium pigmentaire rétinien, C : choroide
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E. Dosages rétiniens de taurine, de glutamate et de GABA
Une technique de spectroscopie par résonnance magnétique nucléaire (RMN) a été utilisée pour
doser les taux rétiniens de taurine, de glutamate et de GABA, comme décrit précédemment!3®.
Chaque rétine a été placée dans un insert a usage unique de 25 pL. 10 pL d’oxyde de deutérium
(*H20) ont été ajoutés dans I’insert. Aprés centrifugation a 5 000 g pendant 5 min, de 1'oxyde
de deutérium a été ajouté a nouveau pour remplir I'insert. Les analyses spectroscopiques RMN
HRMAS (High Resolution Magic Angle Spinning) ont été réalisées a 4°C avec le spectrometre
Bruker 500 MHz Avance III (Bruker BioSpin). Le spectrometre était équipé d'une sonde
HRMAS a triple résonance (‘H, 13C, *'P). Les métabolites ont été identifiés grace a plusieurs
séquences d’acquisition: 1) la séquence TOCSY (Total Correlation Spectroscopy)
homonucléaire a 2 dimensions (‘H-'H) avec suppression du signal de l'eau ; 2) la séquence
HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence) hétéronucléaire a 2 dimensions ('H-3C)
avec découplage pendant l'acquisition ; 3) la séquence CPMG (Carr-Purcell-Meiboom-Gill) a
1 dimension permettant d’obtenir un spectre des protons ('H). Les spectres ont été analysés
avec le logiciel de quantification Chenomx® qui utilise le principe de déconvolution afin
d’isoler les métabolites contenus dans un mélange complexe. Chenomx® permet d’établir une
quantification des métabolites exprimée en nanomoles par milligramme de tissu. Ces analyses
ont ét¢ effectuées par le Dr Elisa Ruhland au sein de la plateforme de spectroscopie RMN de

I’Hopital de Hautepierre.

F. Dosages plasmatiques de taurine
Un échantillon de sang de 500 puL a été¢ prélevé chez les souris par ponction intra-cardiaque
apres euthanasie. Dans une premicre étape, une centrifugation a 15 000 rpm a été réalisée
pendant 15 min a température ambiante. L’échantillon a été¢ soumis au séquengage protéique
par la méthode de la dégradation d’Edman sur un séquenceur Procise®. La taurine réagit avec

le phénylisothiocyanate (PITC) et produit un phénylthiohydantoine (PTH) acide aminé qui est
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¢lué avant les autres PTH-acides aminés. Sa quantification est effectuée par comparaison avec
un controle de taurine de 10 picomoles. Les dosages de taurine plasmatique a partir des
¢chantillons plasmatiques de souris ont été effectués au sein de 'unité Inserm UMR 1121
(Biomatériaux et Bioingénierie, Strasbourg, France) par Cosette Betscha sous la direction du

Dr Marie-Hélene Metz-Boutigue.

G. Analyses statistiques
Les données issues des différents groupes ont été comparées par analyse de la variance (one-
way ANOVA), suivie par un test post-hoc de Tukey. La recherche de corrélation entre les
variables a été réalisée a 1’aide d’un test de Pearson (logiciel GraphPad Prism 5). La
significativité statistique était définie par un p <0,05. Les résultats sont exprimés en moyenne

+ erreur standard a la moyenne.
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III. Résultats
A. Suivi de la glycémie et du poids

Les glycémies a jeun des souris du groupe controle et du groupe taurine sont restées normales
(<250 mg/dL) tout au long du suivi (Figure 9). Les glycémies moyennes a jeun entre ces
2 groupes n’étaient pas significativement différentes (p > 0,05). Les souris du groupe diabéte
et du groupe diabéte + taurine présentaient des glycémies a jeun élevées (> 250 mg/dL) entre 2
et 3 semaines apres 1’injection de STZ (Figure 9). Quinze jours aprés 1’injection de STZ, les
glycémies moyennes a jeun au sein de ces 2 groupes étaient significativement plus élevées par
rapport a leurs contrdles respectifs non diabétiques (p < 0,05). Les glycémies moyennes a jeun
n’étaient pas différentes entre les souris diabétiques et les souris diabétiques supplémentées en
taurine tout au long du suivi (p > 0,05). La supplémentation en taurine des souris diabétiques

n’a pas permis d’améliorer le contrdle glycémique par rapport aux souris diabétiques.
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Figure 9 : Glycémies moyennes a jeun des souris dans les groupes contrdle, taurine, diabéte et diabéte + taurine.
La ligne horizontale rouge représente le seuil glycémique de 250 mg/dL, au-dela duquel une souris est considérée

comme diabétique. Moyenne =+ erreur standard a la moyenne.
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Le poids des souris dans le groupe contrdle et dans le groupe taurine a augmenté en moyenne
de 35,2% et de 34,8% au cours du suivi (Figure 10). Le poids moyen des souris n’était pas
significativement différents entre ces 2 groupes (p > 0,05). Le poids des souris diabétiques et
des souris diabétiques supplémentées en taurine a baissé en moyenne de 6,5% et de 13,3%
respectivement au cours du suivi (Figure 10). Entre ces 2 groupes, le poids moyen des souris
n’était pas significativement différent (p >0,05). La différence de poids est devenue
significative entre le groupe contrdle et le groupe diabéte a partir de la 5™ semaine (p < 0,05).
La différence de poids est devenue significative entre le groupe taurine et le groupe diabete +

taurine a partir de la 4™ semaine (p < 0,01).
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Figure 10 : Poids moyens des souris dans les groupes contrdle, taurine, diabéte et diabéte + taurine. Moyenne +
erreur standard a la moyenne.

B. Lasupplémentation en taurine augmente la concentration plasmatique

et rétinienne de taurine chez les souris diabétiques

La concentration plasmatique de taurine n’était pas significativement différente entre le groupe
contrdle et le groupe diabéte (192,8 + 35,11 vs. 294,4 +£ 27,82 pg/mL ; p > 0,05), ni entre le
groupe controle et le groupe taurine (192,8 35,11 vs. 298,3 +5,51 pg/mL ; p>0,05)
(Figure 11A). Cependant, la concentration plasmatique de taurine dans le groupe diabéte +

taurine était significativement augmentée par rapport au groupe diabete (1146 £ 194,2 vs.
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294,4 +27.82 pg/mL; p<0,001), par rapport au groupe taurine (1146+194,2 vs.
298,3£5,51 pug/mL; p<0,01) et par rapport au groupe contrdle (1146 + 1942 wvs.
192,8 £ 35,11 pg/mL ; p <0,001) (Figure 11A).
Le taux rétinien de taurine n’était pas significativement différent entre le groupe contrdle et le
groupe diabete (19,07 + 2,92 vs. 20,82 + 1,88 nmol/mg de tissu rétinien ; p > 0,05), ni entre le
groupe controle et le groupe taurine (19,07 £2,92 vs. 23,12 + 3,29 nmol/mg ; p > 0,05)
(Figure 11B). Mais le taux rétinien de taurine dans le groupe diabéte + taurine était
significativement plus ¢élevé par rapport au groupe diabete (51,0 13,42  vs.
20,82 + 1,88 nmol/mg ; p <0,05) et par rapport au groupe contrdle (51,0 13,42 vs.
19,07 £ 2,92 nmol/mg; p<0,05) (Figure 11B). Le taux rétinien de taurine n’était pas
significativement différent entre le groupe diabete + taurine et le groupe taurine
(51,0 £ 13,42 vs. 23,12 + 3,29 nmol/mg ; p > 0,05) (Figure 11B).
La supplémentation des souris diabétiques avec 1% de taurine dans 1’eau de boisson semble
ainsi augmenter la concentration plasmatique et le taux rétinien de taurine. Cependant, la
supplémentation en taurine des souris normoglycémiques dans le groupe taurine ne s’est pas
traduite par une hausse significative de la concentration plasmatique en taurine, ni du taux

rétinien de taurine.
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Figure 11 : Concentrations plasmatiques de taurine (A) et taux rétiniens de taurine (B) dans les groupes contréle,
taurine, diabéte et diabéte + taurine. Moyenne =+ erreur standard a la moyenne. ns = non significatif ; * p < 0,05 ;

#% < 0,01 ; *** p < 0,001,
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Nous avons ensuite cherché a établir s’il existait une corrélation entre les taux plasmatiques et
rétiniens de taurine dans les groupes diabete et diabete + taurine. Une corrélation positive a été
mise en évidence entre la concentration plasmatique de taurine et le taux rétinien de taurine

(R?=0,316 ; p = 0,0049) (Figure 12).
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Figure 12 : Corrélation entre la concentration plasmatique de taurine (en pg/mL) et le taux rétinien de taurine (en

nmol/mg de tissu rétinien) dans les groupes diabéte et diabéte + taurine.

C. La supplémentation en taurine limite I’amincissement rétinien induit

par le diabéte chez la souris

L’acquisition des B-scans rétiniens avec la technique de I’OCT nous a permis de comparer
I’épaisseur de la rétine chez les souris des groupes controle, taurine, diabéte et diabéte + taurine.
L’épaisseur rétinienne totale était significativement réduite dans le groupe diabéte par rapport
au groupe contrdle (217,3 £ 0,91 vs. 221,5+ 0,64 um; p <0,01) (Figure 13A). Ce résultat
suggere que le diabete induit un amincissement global de la rétine.

Nous avons ensuite cherché a identifier les structures rétiniennes qui étaient concernées par
I’amincissement au cours du diabéte. Dans un premier temps, nous avons étudié 1’épaisseur de
4 segments rétiniens aisément individualisables en OCT : le complexe ganglionnaire (RNFL +

GCL + IPL), la rétine interne (RNFL + GCL + IPL + INL), le complexe OPL-ONL et le
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complexe [S-OS-RPE. Par rapport au groupe contrdle, les souris du groupe diabéte présentaient
un amincissement du complexe ganglionnaire (65,26 £ 0,27 vs. 67,49 + 0,47 um ; p <0,001)
(Figure 13B), de la rétine interne (90,32 £+ 0,45 vs. 93,11 £ 0,49 um ; p <0,01) (Figure 13C)
et du complexe OPL-ONL (66,08 = 0,38 vs. 69,86 + 0,45 um ; p <0,001) (Figure 13D). Les
souris du groupe diabéte présentaient par ailleurs un épaississement du complexe IS-OS-RPE
par rapport au controle (60,97 £0,64 vs. 58,65+ 0,37 um; p <0,05) (Figure 13E). Ces
résultats suggérent que le diabéte induit un amincissement rétinien aux dépens du complexe
ganglionnaire, de la rétine interne et de la rétine externe.

Nous avons cherché a établir si une supplémentation en taurine pouvait limiter I’amincissement
rétinien induit par le diabete. Le groupe diabéte + taurine présentait une épaisseur rétinienne
totale significativement plus ¢élevée que le groupe diabete (221,2 + 0,89 vs. 217,3 £0,91 um ;
p<0,01) (Figure 13A). De plus, la rétine dans le groupe diabete + taurine retrouvait une
épaisseur totale comparable a celle des rétines controles (221,2 + 0,89 vs. 221,5 £ 0,64 um ;
p>0,05) (Figure 13A). Au sein du complexe OPL-ONL, I’amincissement était moins
important dans le groupe diabéte + taurine que dans le groupe diabéte (68,50 = 0,49 vs.
66,08 + 0,38 um ; p <0,001) (Figure 13D). L’¢paisseur du complexe OPL-ONL dans le
groupe diabéte + taurine n’était pas significativement différente de celle du groupe controle
(68,50 + 0,49 vs. 69,86+ 0,45 um; p>0,05) (Figure 13D). L’¢épaisseur du complexe
ganglionnaire n’était pas différente entre le groupe diabéte + taurine et le groupe diabéte
(65,72 £ 0,47 vs. 65,26 = 0,27 pum ; p > 0,05) (Figure 13B). De méme, ’épaisseur de la rétine
interne n’était pas différente entre le groupe diabete + taurine et le groupe diabete (91,16 + 0,64
vs. 90,32 £ 0,45 um ; p > 0,05) (Figure 13C). En résumé, la supplémentation en taurine semble
limiter I’amincissement du complexe OPL-ONL induit par le diabéte au sein de la rétine
externe. Elle ne semble cependant pas empécher 1’amincissement induit par le diabéte dans le

complexe ganglionnaire et dans la rétine interne.
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Figure 13 : Epaisseur rétinienne totale (A), épaisseur du complexe ganglionnaire (B), de la rétine interne (C), du
complexe OPL-ONL (D) et du complexe IS-OS-RPE (E) dans les groupes contréle, taurine, diabéte et diabete +

taurine. Moyenne + erreur standard a la moyenne. ns = non significatif ; * p < 0,05 ; ** p <0,01 ; *** p <0,001.

L’analyse conjointe des groupes diabete et diabete + taurine a montré une corrélation positive
entre le taux rétinien de taurine et 1’épaisseur totale de la rétine (R>=0,279; p=0,015)
(Figure 14A). Il existe également une corrélation positive entre le taux rétinien de taurine et
I’épaisseur du complexe ganglionnaire (R? = 0,218 ; p = 0,030), entre le taux rétinien de taurine
et I’épaisseur de la rétine interne (R? = 0,213 ; p = 0,031) et entre le taux rétinien de taurine et
I’épaisseur du complexe OPL-ONL (R? = 0,189 ; p = 0,036) (Figure 14B-D). Il n’y avait pas

de corrélation significative entre le taux rétinien de taurine et 1’épaisseur du complexe IS-OS-
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RPE (R?=0,127; p=0,080) (Figure 14E). Ces résultats montrent que, chez les souris
diabétiques, I’épaisseur rétinienne totale, mais aussi celle du complexe ganglionnaire, de la

rétine interne et du complexe OPL-ONL semblent corrélés au taux rétinien de taurine.
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Figure 14 : Corrélation entre le taux rétinien de taurine et I’épaisseur rétinienne totale (A), 1’épaisseur du
complexe ganglionnaire (B), I’épaisseur de la rétine interne (C), 1’épaisseur du complexe OPL-ONL (D) et

I’épaisseur du complexe IS-OS-RPE (E) dans les groupes diabéte et diabéte + taurine.

Dans un deuxiéme temps, nous avons analysé individuellement 1’épaisseur de chaque couche
rétinienne afin d’identifier, au sein de la rétine interne et de la rétine externe, les couches qui
sont concernées par I’amincissement au cours du diabete. Par rapport aux rétines controles, le
diabéte provoquait un amincissement significatif de I’IPL (54,72 + 0,26 vs. 56,64 £ 0.45 um ;
p<0,01) (Figure 15B) et de I’ONL (57,61 =+ 0,39 vs. 61,80+ 0,51 um; p<0,001)
(Figure 15E). Le diabete provoquait également un épaississement de la couche OS par rapport
au groupe controle (29,06 = 0,50 vs. 26,58 £ 0,37 um ; p <0,01) (Figure 15G). Le diabéte

n’influencait pas 1’épaisseur des autres couches rétiniennes (RNFL/GCL, INL, OPL, IS et RPE)
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par rapport au groupe controle (p > 0,05). Ces résultats suggerent que I’IPL au sein de la rétine
interne et ’ONL au sein de de la rétine externe sont les deux couches rétiniennes qui subissent
un amincissement significatif au cours du diabéte.

Nous avons évalué le role de la supplémentation en taurine sur I’épaisseur de I’IPL et de I’ONL.
L’¢épaisseur de I’IPL n’était pas différente entre le groupe diabete et le groupe diabete + taurine
(54,72 £0,26 vs. 55,28 £ 0,52 um ; p > 0,05) (Figure 15B). Mais I’ONL était significativement
plus épaisse dans le groupe diabéte + taurine par rapport au groupe diabete (60,17 = 0,50 vs.
57,61 £0,39 um; p<0,001) (Figure 15E). L’épaisseur des autres couches rétiniennes
(RNFL/GCL, INL, OPL, IS, OS et RPE) n’était pas différente entre le groupe diabete et le
groupe diabete + taurine (p > 0,05). Ainsi, dans la rétine externe, la supplémentation en taurine
semble limiter I’amincissement de ’ONL induit par le diabéte. Dans la rétine interne, la
supplémentation en taurine n’empéche pas I’amincissement de I’IPL induit par le diabéte. Le
role protecteur de la taurine vis-a-vis de I’amincissement rétinien induit par le diabéte ne semble

s’exercer que dans la rétine externe.
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Figure 15 : Epaisseur des couches RNFL/GCL (A), IPL (B), INL (C), OPL (D), ONL (E), IS (F), OS (G) et RPE
(H) dans les groupes contrdle, taurine, diabéte et diabéte + taurine. RNFL/GCL : couches des fibres optiques et
des cellules ganglionnaires, IPL : couche plexiforme interne, INL : couche nucléaire interne, OPL : couche
plexiforme externe, ONL : couche nucléaire externe, IS : couche des articles internes, OS : couche des articles
externes, RPE : épithélium pigmentaire rétinien, Moyenne =+ erreur standard a la moyenne. ns = non significatif ;

*p <0,05; % p<0,01;*** p<0,001.
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L’analyse conjointe des groupes diabete et diabete + taurine a montré une corrélation positive
entre le taux rétinien de taurine et I’épaisseur de I’IPL (R*> = 0,351 ; p = 0,006) (Figure 16A).
I1 existe également une corrélation positive entre le taux rétinien de taurine et 1’épaisseur de
I’ONL (R?=0,251; p=0,017) (Figure 16B). Ces résultats suggérent que, chez les souris

diabétiques, 1’épaisseur de I’IPL et de ’ONL semble corrélée au taux rétinien de taurine.
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Figure 16 : Corrélation entre le taux rétinien de taurine et I’épaisseur de I'IPL (A) et de I’ONL (B) dans les groupes

diabéte et diabéte + taurine.
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D. Electrorétinogrammes
Les amplitudes et les temps de latence des ondes a et b enregistrés au cours des ERG
photopiques et flickers n’étaient pas significativement différents entre les groupes controle,

taurine, diabete et diabete + taurine (p > 0,05) (Figure 17 et Tableau 1).

A ERG photopique
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Figure 17 : (A) ERG photopiques (1 Cd.s.m?, 3 Cd.s.m?, 10 Cd.s.m??) et (B) ERG flickers (2 Hz, 5 Hz, 15 Hz)

dans les groupes controle, taurine, diabéte et diabéte + taurine. La courbe sombre correspond a la moyenne des
amplitudes (en pV) dans chaque groupe. Le contour clair correspond a 1’écart-type des amplitudes (en uV) dans

chaque groupe.
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A ERG photopique
Contréle Taurine Diabéte Diabéte + taurine
Ampitude 1 Cd.s.m'f -14.1+ 6.1 -149+438 -18.3+61 -1856+65
V) 3 Cd.s.m"‘ 46,9+ 20 -336+179 5294202 442 +185
Onde a 10 Cd_s_m:‘ 91+ 542 -593 12411 97T A+ 371 -88,5£393
Latence 1 Cd.s.m'f 18+16 176+ 2 172+27 1T9+256
(msec) 3Cd.s.m™ 17+13 169+24 164 +19 165+14
10 Cds.m™ 16 + 2 149+12 167+05 1654 +1
! 1Cd.s.m? 848+7 551+66 597+6,6 525+171
Amplitude -
V) 3Cd.s.m i 1549+ 165 1379+226 1428+208 1255+ 26,7
Onde b 10 Cd.s.m:‘ 1865 +39.3 1711+ 23 1698 +23 167,68 + 30
1Cd.sm™ 494 +372 483 +3 FE3+h65 237
L;:‘;;E}e 3Cdsm? | 451233 43833 497 £53 489+61
10 Cd.s.m= 461+39 434 +31 09+54 496+46 7T
B Flicker
Contrdle Taurine Diabéte Diabéte + taurnne
Ampltude 2 Hz -416+216 284 145 41+ 17,3 -361+13.4
(V) 5 Hz 37 1+20 26 6+122 -383+138 334 +122
Onde a 16 Hz 33,4 +£13 -243+35 239+66 -206+62
| atence 2 Hz 172+38 147409 166+15 16,3+21
(msec) 5 Hz 171+09 164+13 168+14 174+2
15Hz 221472 193 +£2 221145 212+42
Amplitude 2 Hz 1624 +19 1 1397 +12 .6 129 +16.7 1101 + 23
(V) 5 Hz 123,3+13.9 1M11+7.3 1067 +13 1 922+ 178
Onde b 16 Hz 66+ 175 603 +35 B15+123 R2+133
Lat 2 Hz 483 +43 459+34 5356+54 514+62
(fnggg}e 5 Hz 48,9+33 469+ 16 523+5 50,912
16 Hz 456+54 418+44 51+561 487 +h5H8

Tableau 1 : Amplitudes moyennes (en puV) et temps de latence moyens (en msec) des ondes a et b enregistrés au
cours des ERG photopiques (A) et des ERG flickers (B) dans les groupes controle, taurine, diabéte et diabete +

taurine. Moyenne + écart-type.
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E. Rétinophotos
Aucune anomalie n’a été objectivée sur les photographies de la rétine dans les groupes controle
et taurine (Figure 18). Dans les groupes diabéte et diabéte + taurine, aucune anomalie n’a été
mise en évidence, notamment aucun microanévrysme, aucune hémorragie et aucune

néovascularisation (Figure 18).

F. Angiographies a la fluorescéine
L’intégrit¢ de la barriere hémato-rétinienne a ¢té évaluée par des angiographies a la
fluorescéine. La rupture de la barriere hémato-rétinienne se traduit par une diffusion

137 Aucune anomalie n’a été observée dans les

extravasculaire de fluorescéine chez la souris
groupes controle et taurine (Figure 18). Dans les groupes diabéte et diabete + taurine, aucun
microanévrysme, aucune néovascularisation et aucune diffusion de fluorescéine n’ont été mis
en évidence (Figure 18). La morphologie et la densité des capillaires rétiniens n’étaient pas
altérées dans les groupes diabéte et diabete + taurine (Figure 18). Ces résultats suggerent que

I’intégrité de la barriére hémato-rétinienne est maintenue apreés 3 mois de diabéte chez la souris

STZ.
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Figure 18 : Photographies de la rétine (colonne de gauche) et angiographies a la fluorescéine 2 min apres injection

de fluorescéine (colonne de droite) dans les groupes contréle, taurine, diabéte et diabéte + taurine.
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G. Taux rétiniens de glutamate et de GABA
Les taux rétiniens de glutamate et de GABA n’étaient pas significativement différents entre les

groupes contrdle, taurine, diabete et diabéte + taurine (p > 0,05) (Figure 19).

ns ns

8- ns 4 ns

Taux rétinien de GABA
(nmel/mg de tissu rétinien)

Taux rétinien de glutamate
(nmol/mg de tissu rétinien)
»

L

Figure 19 : Taux rétiniens de glutamate (A) et de GABA (B) dans les groupes contrdle, taurine, diabéte et diabete

+ taurine. Moyenne + erreur standard a la moyenne. ns = non significatif ; * p < 0,05 ; ** p <0,01 ; *** p <0,001.
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IV. Discussion

A. Profil glycémique
Dans notre modele, la supplémentation en taurine n’a pas amélioré le profil glycémique des
souris diabétiques au cours des 3 mois de suivi. Ces résultats viennent confirmer 1’absence
d’effet de la taurine sur la glycémie qui a déja été observée aprés 3 mois d’évolution du diabéte
chez des rats diabétiques aprés injection de STZ**8° Cependant, une étude de plus longue
durée (6 mois) menée chez des rats diabétiques avec STZ a montré que la taurine pouvait

améliorer le profil glycémique!®®

. Dans un mode¢le de souris obeses non diabétiques suivies
pendant 3 mois, la supplémentation par 5 % de taurine dans I’eau de boisson s’est traduite par
une amélioration de I’homéostasie glycémique et par une meilleure régulation de la sécrétion
d’insuline et de glucagon'®.

Chez ’'Homme, I’effet régulateur de la taurine sur la glycémie des patients diabétiques reste
discuté. Chez des patients obéses non diabétiques mais génétiquement prédisposés au diabete
de type 2 (antécédent de diabéte de type 2 chez un apparenté au 1¢ degré), I’administration de
taurine (1,5 g/jour) n’a modifié ni la glycémie a jeun, ni la sécrétion d’insuline'?®. Dans une
autre étude menée chez des patients diabétiques de type 2, I’administration orale de 1 g de
taurine par jour pendant 30 jours a permis de réduire significativement la glycémie a jeun'?!.
Mais 2 études ultérieures de plus longue durée n’ont pas confirmé 1’effet de la taurine sur
1’équilibre glycémique''*!'?2, Dans la premiére étude, des patients diabétiques de type 2 étaient
supplémentés par 3 g de taurine par jour pendant 4 mois. Dans la seconde étude, 1,5 g de taurine
étaient administrés chaque jour a des patients diabétiques de type 2 pendant 90 jours. Aucune
de ces deux études n’a montré d’amélioration du profil glycémique des patients diabétiques de

type 2. En définitive, I’effet régulateur de la taurine sur 1’équilibre glycémique dans les modéles

animaux et chez les patients diabétiques reste controversé.



74
B. Concentrations plasmatiques et rétiniennes de taurine

Goodman et al. ont montré que la concentration de taurine est abaissée dans le plasma des rats

diabétiques apreés injection de STZ!*°. La supplémentation des rats diabétiques avec 0,1% de

taurine dans I’eau de boisson a permis d’augmenter significativement leur concentration

140 Dans notre étude, la concentration plasmatique de taurine n’était pas

plasmatique de taurine
différente entre le groupe diabéte et le groupe contrdle. La concentration plasmatique de taurine
n’¢était pas différente entre le groupe taurine et le groupe controle. Mais dans le groupe diabéte
+ taurine, la concentration plasmatique de taurine était significativement augmentée par rapport
au groupe contrdle et par rapport au groupe diabete. La hausse du taux plasmatique de taurine
dans le groupe diabéte + taurine pourrait s’expliquer par la polydipsie induite par le diabete, ce
qui a pu conduire a une absorption taurine plus importante que chez les souris du groupe taurine.
Des études menées chez le rat apres injection de STZ ont mis en évidence une baisse du taux
de taurine rétinienne chez les rats diabétiques par rapport aux rats non diabétiques**~°. Dans
notre modele de souris diabétiques, la concentration rétinienne de taurine n’était pas différente
entre le groupe diabéte et le groupe controle. La concentration rétinienne de taurine n’était pas
différente entre le groupe taurine et le groupe contrdle. Mais dans le groupe diabéte + taurine,
le taux rétinien de taurine était significativement plus €levé par rapport au groupe contrdle et
par rapport au groupe diabéte. Comme pour le taux plasmatique, la hausse du taux rétinien de
taurine dans le groupe diabéte + taurine pourrait s’expliquer par une absorption taurine plus
importante en raison de la polydipsie induite par le diabéte.

Dans un mode¢le de rats diabétiques par injection de STZ, Zeng ef al. ont étudié les effets d’une
supplémentation en taurine (5%) dans I’alimentation sur les taux rétiniens de taurine. Les rats
non diabétiques supplémentés en taurine et les rats diabétiques supplémentés en taurine

présentaient tous deux des taux rétiniens de taurine plus €élevés que leurs contrdles respectifs

non supplémentés en taurine®®. Ainsi, la concentration de taurine relativement faible (1%) dans
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notre étude pourrait également expliquer pourquoi le groupe taurine ne présentait pas de hausse

significative du taux rétinien de taurine par rapport au groupe controle.

C. Analyse morphologique de la rétine
1. Tomographies par cohérence optique

Dans notre étude, nous avons cherché a analyser la rétine in vivo sur le plan morphologique
grace a I’OCT. Dans le groupe de souris controles, I’épaisseur des différentes couches
rétiniennes (RNFL/GCL, IPL, INL, OPL, ONL, IS, OS, RPE) et des différents segments
rétiniens (complexe ganglionnaire, rétine interne, complexe OPL-ONL, complexe IS-OS-RPE)
correspondait aux valeurs mesurées dans de précédentes études utilisant le méme appareil
d’OCT et les mémes souris C57BL/6J'*>14! La cohérence des épaisseurs mesurées dans notre
¢étude avec les valeurs publiées dans la littérature pour les souris wild-type valide 1’exactitude
des épaisseurs rétiniennes estimées par notre technique de segmentation.

L’OCT nous a ainsi permis d’analyser sur le plan morphologique la rétine des souris
diabétiques. Les souris diabétiques présentaient un amincissement global de I’épaisseur
rétinienne. L’analyse des différents segments rétiniens nous a permis de conclure que
I’amincissement rétinien concernait le complexe ganglionnaire, la rétine interne et le complexe
OPL-ONL. De maniere plus précise, I’amincissement rétinien touchait I’IPL dans la rétine
interne et ’ONL dans la rétine externe. L’é€paisseur des autres couches rétiniennes

(RNFL/GCL, INL, OPL, IS, RPE) n’¢tait pas altérée par le diabete.

a. Comparaison aux études histologiques
Dans un modele similaire de souris C57BL/6J diabétiques par injection de STZ, Martin ef al.
ont analysé par une technique histologique 1’épaisseur des couches rétiniennes sur des coupes
transversales!**. L’épaisseur rétinienne totale n’était pas modifiée aprés 2, 4, 6 et 8 semaines de

diabéte'**. Mais aprés 10 et 12 semaines de diabéte, I’épaisseur rétinienne totale était
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significativement amincie chez les souris diabétiques'**. La mesure de 1’épaisseur de chaque
couche rétinienne a révélé que I’amincissement affectait 2 couches en particulier, I'INL et
I’ONL"*, L’IPL et I’OPL ne présentaient pas d’amincissement significatif chez les souris
diabétiques'®*. Les souris diabétiques présentaient une diminution du nombre de cellules
ganglionnaires rétiniennes (CGR) dans la GCL, en lien avec un phénomene d’apoptose des
CGR"*. Ainsi, nous confirmons dans notre étude grace a I’'OCT in vivo I’amincissement de
I’ONL décrit par Martin et al. en histologie post-mortem chez la souris diabétique'**. Les deux
¢tudes divergent cependant sur un éventuel amincissement de I'’IPL et de I'INL. Cette
discordance pourrait étre liée aux 2 techniques différentes qui ont été utilisées pour mesurer
I’épaisseur des couches rétiniennes. L.’amincissement des couches rétiniennes dans notre étude
comme dans celle de Martin et al. ne portait que sur quelques microns d’épaisseur'**. Or,
I’évaluation morphologique des couches rétiniennes en histologie est exposée aux nombreux
artéfacts inhérents aux techniques de préparation tissulaire. En effet, la collecte, la fixation, la
découpe, la coloration et le montage des tissus peuvent provoquer des variations d’épaisseur
des échantillons tissulaires. A 1’inverse, I’OCT est une technique d’imagerie de haute
résolution, utilisable in vivo et qui de ce fait n’est pas exposée aux artéfacts techniques de
I’histologie. Ces caractéristiques en font une méthode de choix pour 1’étude morphologique de
la rétine!%.

D’autres modeles animaux de diabéte ont fait I’objet d’études morphologiques de la rétine par
des techniques histologiques. Ces études, menées chez le rat diabétique apres injection de STZ,
s’accordent sur une atrophie des couches internes de la rétine (INL et IPL) mais sont

discordantes quant a I’atrophie des couches externes de la rétine (ONL)*!:142,

b. Comparaison aux études utilisant ’OCT
Les études les plus récentes font appel a I’OCT pour étudier la morphologie de la rétine. Dans
un modele de souris diabétiques de type 1 apres injection de STZ, Sohn ef al. ont observé un

amincissement de la couche RNFL/GCL aprés seulement 6 semaines d’évolution du diabéte!**.



77
Cet amincissement s’est aggravé avec la durée du diabete et semble lié a une perte des cellules

ganglionnaires rétiniennes'®.

L’amincissement précoce de la couche RNFL/GCL a été
confirmé apres 8 semaines d’évolution du diabete par Sergeys ef al. dans le modele de souris
C57BL/6J avec STZ'*. Cette derniére étude a également montré un amincissement de
I’épaisseur rétinienne totale et du complexe ganglionnaire apreés 8 semaines d’évolution du
diabéte'**. Les anomalies étaient associées a une perte des cellules ganglionnaires

rétiniennes'**

. Ces 2 ¢études n’ont cependant pas mentionné 1’effet du diabete sur la morphologie
des couches externes de la rétine.

La souris Ins2 Akita constitue un modele génétique de diabéte de type 1'*°. L’analyse des
couches rétiniennes en OCT apres 12 semaines d’évolution du diabéte chez les souris Akita a
montré un amincissement de 1’épaisseur rétinienne totale, de la rétine interne
(RNFL+GCL+IPL+INL) et de la rétine externe (OPL+ONL~+IS+0S)!4.

En résumé, I’amincissement observé au sein des couches et des segments rétiniens dans notre
modele de souris diabétique de type 1 semble en accord avec les altérations morphologiques
décrites dans la littérature.

Les anomalies morphologiques rétiniennes observées en OCT dans les modeles de diabéte de
type 1 sont également présentes chez des animaux diabétiques de type 2. Les modéles de souris
diabétiques de type 2 (souris db/db, souris ob/ob) ont montré un amincissement de 1’épaisseur
rétinienne totale en OCT!#¢. L’amincissement touche la rétine interne (couches RNFL/GCL et
INL) mais aussi les couches externes de la rétine (ONL et IS-0S)'**»!%7. Chez les souris ob/ob,
I’amincissement de I’'INL et de ’ONL mesuré¢ en OCT est associée, en histologie, a une
diminution du nombre de noyaux cellulaires dans ces 2 couches rétiniennes'’. Cette
observation suggere que ’atrophie de I’INL et de I’ONL serait secondaire a une perte neuronale

au sein de ces couches rétiniennes !4’

. Dans notre modéle, I’amincissement rétinien observé chez
les souris diabétiques pourrait ainsi traduire une perte cellulaire, notamment au sein de I’ONL.

Les variations d’épaisseur des couches rétiniennes pourraient aussi étre dues a des phénomenes
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osmotiques, comme le suggere 1’épaississement du complexe IS-OS-RPE chez les souris
diabétiques.

Les patients diabétiques de type 1 sans rétinopathie diabétique (RD) ou atteints de RD minime
présentent des altérations précoces de la morphologie rétinienne en OCT. Ces anomalies se
traduisent par un amincissement du complexe GCL/IPL et de I'INL'*. La couche RNFL et les
couches rétiniennes externes (OPL, ONL, IS, OS) ne sont pas amincies chez ces patients'*®,
L’amincissement des couches internes de la rétine a également été objectivé chez les patients
diabétiques de type 2 sans RD ou avec RD minime'®. Il concerne la couche RNFL et le
complexe GCL/IPL!*,

En définitive, I’atrophie des couches rétiniennes est observée dans les modeles animaux de
diabete et chez les patients diabétiques, ce qui semble valider I’utilisation des animaux
diabétiques pour I’étude des altérations neurodégénératives rétiniennes précoces au cours de la
rétinopathie diabétique.

Dans notre modéle de souris, 1’administration de taurine aux souris diabétiques a permis de
limiter ’amincissement de I’épaisseur rétinienne totale induit par le diabete. La taurine a limité
I’amincissement du complexe OPL-ONL, et en particulier de ’ONL qui contient les corps
cellulaires de photorécepteurs. La taurine n’a cependant pas empéché 1’amincissement de la
rétine interne. L’effet d’une supplémentation en taurine a été étudié¢ dans d’autres pathologies
rétiniennes, notamment dans la rétinopathie pigmentaire (RP) chez la souris. Dans ce mode¢le,
Tao et al. ont objectivé un amincissement de ’ONL en OCT qui était associé a la présence de
cellules apoptotiques dans cette couche'*’. L administration de taurine aux souris atteintes de
RP a permis de limiter I’apoptose cellulaire et I’amincissement de ’ONL'#. La taurine semble
ainsi exercer un role protecteur sur les photorécepteurs au cours de la RP'#°, Dans notre modéle,
I’amincissement rétinien peu important chez les souris diabétiques supplémentées en taurine
pourrait étre 1i¢ a une moindre perte cellulaire que chez les souris diabétiques. Il pourrait aussi

s’agir d’un effet osmotique de la taurine. La taurine possede en effet des propriétés anti-
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apoptotiques et osmorégulatrices’®®!. L analyse histologique des rétines permettra d’établir si

le diabéte induit une perte cellulaire et si la supplémentation en taurine permet de la limiter.

2. Angiographies a la fluorescéine

Dans notre modele de souris STZ, I’intégrité de la barriére hémato-rétinienne ne semblait pas
altérée sur les angiographies a la fluorescéine réalisées apres 3 mois d’évolution du diabéte. Ces
résultats viennent confirmer de précédentes études qui n’ont pas mis en évidence de rupture de
la barriére hémato-rétinienne (BHR) méme apres 20 semaines de diabéte chez des souris
STZ'*. Chez des souris diabétiques de type 1 aprés injection d’alloxan, Gaucher ef al. n’ont
pas objectivé de rupture de la BHR aprés 3 mois de diabéte! .

D’autres modéles de souris diabétiques présentent cependant des signes d’altération de la BHR.
Chez les souris Ins2 Akita diabétiques de type 1, Barber et al. ont mis en évidence une rupture
de la BHR aprés 12 semaines de diabéte'>!. Les souris ob/ob diabétiques de type 2 présentent
une perméabilité vasculaire rétinienne accrue a partir de 20 semaines de diabéte!*’. Les
différences de perméabilité vasculaire observées entre les modeles animaux de diabéte

pourraient étre liées aux différentes techniques utilisées pour évaluer la rupture de la BHR ou

aux spécificités du fond génétique de chaque lignée.

D. Analyse fonctionnelle de la rétine
Chez les patients diabétiques, les anomalies électrorétinographiques les plus précoces sont
observées sur I’ERG scotopique et se caractérisent par une diminution de 1’amplitude et un
allongement du temps de latence des potentiels oscillatoires'>?. Ces altérations de I'ERG
traduisent un dysfonctionnement des cellules amacrines et peuvent apparaitre a un stade
préclinique de la rétinopathie diabétique (RD), c’est-a-dire avant I’apparition des 1ésions
rétiniennes vasculaires typiques de la RD'2. Sur le pattern-ERG, une diminution de I’amplitude

ondulatoire a été décrite chez les patients diabétiques, témoignant d’une atteinte des cellules
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ganglionnaires rétiniennes'>. Sur ’ERG flicker, une baisse de I’amplitude et un allongement
de la latence de 1’onde b ont été mises en évidence chez les patients diabétiques'>*. Sur ’ERG
scotopique, les parameétres de [’onde a (amplitude et latence) sont inchangés chez les sujets
diabétiques, tandis que I’onde b présente une allongement du temps de latence, mais sans
modification de son amplitude'*. Sur ’ERG photopique, les paramétres des ondes a et b ne
sont pas altérés chez les sujets diabétiques'>*.

Dans notre mod¢le de souris STZ, les paramétres des ondes a et b n’ont pas été¢ modifiés de
manicre significative aprés 3 mois de diabete sur I’ERG photopique et I’ERG flicker. Nous
n’avons pas pu enregistrer I’ERG scotopique de nos souris pour des raisons techniques, alors
que les altérations les plus franches apparaissent en général sur ce type d’ERG. En effet, chez
les souris diabétiques par injection de STZ, I’ERG scotopique montre des altérations de
I’amplitude et du temps de latence des potentiels oscillatoires, de I’onde a et de ’onde b apres
seulement 6 semaines d’évolution du diabéte'>>. Chez les souris diabétiques de type 2 (souris
ob/ob), I’ERG scotopique objective une diminution de I’amplitude des ondes a et b, et ’'ERG
photopique montre une diminution de I’amplitude de 1’onde b et des potentiels oscillatoires
aprés 6 semaines d’évolution du diabéte'¥’. Chez des rats diabétiques STZ, I'ERG scotopique
révele un allongement de la latence des potentiels oscillatoires sans modification de leur
amplitude et les paramétres des ondes a et b sont inchangés!>%!%7.

Dans notre modele de souris, I’absence d’atteinte fonctionnelle électrorétinographique pourrait
étre liée au protocole d’ERG réalisé mais aussi au modele de diabete sélectionné pour 1’étude.
Les futures études devront s’attacher a utiliser un modele animal de diabéte présentant des

atteintes ¢€lectrophysiologiques significatives, afin de pouvoir évaluer sur le plan fonctionnel

I’effet d’une intervention pharmacologique, comme par exemple la supplémentation en taurine.
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E. Taux rétiniens de glutamate et de GABA

Les neurotransmetteurs excitateurs et inhibiteurs semblent jouer un r6le dans la
physiopathologie de la rétinopathie diabétique. Le glutamate est le principal neurotransmetteur
excitateur dans la rétine. Dans notre modele de souris, le taux rétinien de glutamate n’était pas
altéré par le diabéte et I’administration de taurine n’a pas modifié sa concentration dans la rétine
des animaux diabétiques. D’autres études ont cependant suggéré que le cycle du glutamate
pouvait étre altéré par le diabeéte*®°. L’expression du transporteur du glutamate (GLAST) dans
les cellules gliales diminue chez les rats diabétiques aprés injection de STZ***’. De plus,
I’expression de 2 enzymes impliquées dans la dégradation du glutamate (glutamine synthase et
glutamate décarboxylase) est également abaissée en cas de diabéte chez le rat*®° La
diminution du transport et de la dégradation du glutamate chez les rats diabétiques entraine une
augmentation de la concentration rétinienne de glutamate*®*. L’accumulation de glutamate
peut conduire a un phénomeéne d’excitotoxicité glutamatergique dans la rétine et causer la mort
des neurones rétiniens. Chez les rats diabétiques STZ, ’administration de taurine stimule
I’expression de GLAST, de la glutamine synthase et de la glutamate décarboxylase, ce qui
aboutit 4 une diminution du taux rétinien de glutamate*®*°, La taurine pourrait ainsi exercer un
effet protecteur sur les cellules rétiniennes vis-a-vis de 1’excitotoxicité glutamatergique.

La GABA est le principal neurotransmetteur inhibiteur dans la rétine. Dans notre modele de
souris diabétiques, la concentration de GABA dans la rétine n’était pas altérée par le diabete et
I’administration de taurine aux souris diabétiques n’a pas modifié¢ le taux de GABA dans la
rétine. Chez le rat diabétique STZ, Zeng et al. ont montré que le taux de GABA est augmenté
dans la rétine>®. L’accumulation de GABA dans la rétine au cours du diabéte pourrait étre liée
d’une part a une baisse d’activité de I’enzyme responsable de sa dégradation, la GABA
transaminase, et d’autre part a la perturbation du cycle de 1’acide citrique dans les cellules de

Miiller’®!38, La supplémentation en taurine des rats diabétiques réduit le taux rétinien de
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GABA?. Ainsi, la supplémentation en taurine pourrait permettre de réguler la concentration

des neurotransmetteurs rétiniens au cours du diabéte.
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V. Conclusion

La physiopathologie de la rétinopathie diabétique implique de nombreux mécanismes
lésionnels, qui provoquent une inflammation, un stress oxydatif et une apoptose cellulaire dans
la rétine. La taurine est un acide aminé dont le métabolisme est perturbé au cours du diabéte,
comme le suggére la chute du taux plasmatique de taurine chez les patients diabétiques. Du fait
des propriétés antioxydantes, osmorégulatrices et anti-apoptotiques de la taurine, I’altération du
métabolisme de la taurine pourrait étre impliquée dans la physiopathologie de la rétinopathie
diabétique.

Dans notre modeéle, les taux rétiniens et plasmatiques de taurine n’étaient pas abaissés chez les
souris diabétiques par rapport aux contrdles. Cela pourrait étre dii a I’importante capacité de
synthese endogene de taurine chez les rongeurs. Ce résultat pourrait aussi étre 1i¢ a un effectif
de souris insuffisant dans chaque groupe ou au modele murin que nous avons choisi. Notre seul
résultat significatif porte sur I’amincissement rétinien plus important chez les souris diabétiques
par rapport aux controles. Ces altérations morphologiques se traduisent en OCT par un
amincissement de 1’épaisseur rétinienne totale, et plus précisément par un amincissement de la
rétine interne, du complexe ganglionnaire, de ’ONL et de I’IPL.

Les souris diabétiques supplémentées en taurine présentaient des taux plasmatiques et rétiniens
de taurine plus €levés que ceux des souris diabétiques non supplémentées. La supplémentation
en taurine a limité I’amincissement de la rétine externe induit par le diabéte, en particulier celui
de ’ONL. La taurine n’a cependant pas empéché 1I’amincissement de la rétine interne induit par
le diabete.

L’intégrité de la barriere hémato-rétinienne a été confirmée par 1’angiographie a la fluorescéine
apres 3 mois de diabéte.

L’ERG photopique et ’ERG flicker n’ont révélé aucune anomalie fonctionnelle liée au diabéte
ou a la supplémentation en taurine. L’ERG scotopique n’a pas pu étre réalisé en raison de

difficultés d’ordre technique.
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Les taux rétiniens de glutamate et de GABA n’étaient pas modifiés par le diabéte, ni par la
supplémentation en taurine.

En définitive, la taurine semble limiter I’amincissement des couches rétiniennes externes induit
par le diabete. L’effet trophique de la taurine se manifeste particulierement au sein de I’ONL,
qui contient les corps cellulaires des photorécepteurs. Cet effet protecteur de la taurine n’est pas
retrouvé sur les couches rétiniennes internes.

Les picces histologiques des souris diabétiques restent a analyser et permettront peut-étre
d’éclairer les mécanismes de ce possible effet neuroprotecteur de la taurine. L’¢étude de
I’apoptose et le dénombrement des noyaux cellulaires au sein de I’ONL permettront de
déterminer si la supplémentation en taurine permet de limiter la perte neuronale dans cette

couche rétinienne.
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Résumé

Introduction

Le diabete est une problématique majeure au niveau mondial en raison de I’augmentation
constante de sa prévalence depuis plusieurs décennies, atteignant prés de 422 millions
d’individus a I’échelle mondiale (OMS, 2016). La rétinopathie diabétique touche un peu plus
d’un tiers des patients diabétiques. L. un des mécanismes physiopathologiques de la rétinopathie
diabétique semble impliquer la taurine, un acide aming présentant des propriétés antioxydantes,
osmorégulatrices et anti-apoptotiques.

Matériels et méthodes

Des souris C57BL/6J ont été rendues diabétiques de type 1 par injection de streptozotocine. Les
souris diabétiques ont été supplémentées par 1% de taurine dans ’eau de boisson. La
concentration plasmatique de taurine a ét€¢ mesurée par une méthode de séquencage des acides
aminés. Les taux rétiniens de taurine, de glutamate et de GABA ont été déterminés par
spectroscopie en résonnance magnétique nucléaire. L’OCT-SD, I’angiographie a la
fluorescéine et les rétinophotos ont permis d’analyser la rétine sur la plan morphologique apres
3 mois de diabéte. L’¢étude fonctionnelle de la rétine a été réalisée par des ERG.

Résultats

Les taux plasmatiques et rétiniens de taurine des souris diabétiques étaient comparables aux
souris controles apres 3 mois de diabete. La supplémentation en taurine a significativement
augment¢ les taux plasmatiques et rétiniens de taurine des souris diabétiques. Le diabete a induit
un amincissement de 1’épaisseur rétinienne totale, et plus précisément de la rétine interne, du
complexe ganglionnaire, de ’ONL et de I'IPL. La supplémentation en taurine a limité
I’amincissement de la rétine externe induit par le diabéte, en particulier celui de I’ONL. La
taurine n’a pas empéché I’amincissement des couches internes de la rétine. L’angiographie a la
fluorescéine n’a pas détecté de rupture de la barriere hémato-rétinienne aprés 3 mois de diabete.
Aucune atteinte fonctionnelle n’a été détectée sur I’ERG. Les taux rétiniens de glutamate et de
GABA ¢étaient comparables aux contrdles chez les souris diabétiques et chez les souris
diabétiques supplémentées en taurine.

Conclusion

La taurine limite ’amincissement de la rétine externe induit par le diabéte, et en particulier celui
de I’ONL qui contient les noyaux des photorécepteurs. Les potentiels mécanismes
neuroprotecteurs de la taurine restent a explorer sur le plan cellulaire et moléculaire.
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