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1. Introduction

La sécheresse oculaire (SO) est une pathologie fréquente, sous-estimée et sous-
diagnostiquée. Elle concerne environ 25% des motifs de consultation en ophtalmologie. Cette
pathologie est liée a une altération du film lacrymal et concerne I'’ensemble de la surface
oculaire [1-3]. Son diagnostic, basé principalement sur un examen clinique, reste complexe
du fait de I'absence de corrélation entre signes cliniques observés par le clinicien et
symptomes rapportés par le patient [4]. L’arsenal thérapeutique actuel reste relativement
restreint et est basé essentiellement sur I"utilisation de larmes artificielles pour lubrifier la
surface oculaire. Dans les cas de formes plus sévéres, les anti-inflammatoires stéroidiens ou
non peuvent également étre administrés [2]. Néanmoins, ces derniers disposent d’une
efficacité limitée et un traitement au long terme n’est pas envisageable, compte tenu des

effets indésirables.

Les mécanismes physiopathologiques a I'origine de la SO restent actuellement mal
compris et nécessitent des explorations supplémentaires [3]. Les traits physiopathologiques
centraux de la sécheresse oculaire sont I'instabilité du film lacrymal, I’hyperosmolarité, la
mort des cellules épithéliales cornéennes et conjonctivales, et I'inflammation qui concourent
a auto-entretenir le cercle vicieux de la sécheresse oculaire [1,2,5,6]. De plus, I'étiologie de la
SO est particulierement variée et multifactorielle. Elle inclut notamment des causes auto-
immunes, comme dans le syndrome de Gougerot-Sjogren, des causes liées aux
dysfonctionnements des glandes de Meibomius mais également des causes exogenes, telles
que I'exposition a des agents environnementaux toxiques ou iatrogénes [6,7]. La SO peut
effectivement étre liée a I'exposition a des conservateurs des collyres multi-doses,
recommandés par la Pharmacopée pour assurer la sécurité microbiologique, tels que le
chlorure de benzalkonium (BAK). Le BAK, principal conservateur des collyres conservés, est un
sel d'ammonium quaternaire aux propriétés détergentes et microbicides qui est également

retrouvé dans les sprays désinfectants professionnels ou domestiques.

Les cellules épithéliales de la surface oculaire représentent une barriére physiologique
qui joue un role clé dans la protection de I'ceil. En effet, les cellules cornéennes et
conjonctivales sont les premiéres impactées lors de I'altération du film lacrymal observée au

cours de la SO. Au niveau moléculaire, de nombreux médiateurs impliqués dans la



physiopathologie de la sécheresse oculaire ont été décrits dans ces cellules a partir d’études
in vitro ou in vivo [3,4,6]. En effet, des cellules cornéennes ou conjonctivales exposées au BAK
ou a I'hyperosmolarité conduisent a des effets déléteres avec activation des voies de
I'apoptose ou du stress oxydant [8-11]. De plus, une augmentation de la production de
cytokines telle que I'IL-1B, le TNFa, I'lL-6, des chimiokines telles que CCL2 ou des
metalloprotéases matricielles, médiateurs moléculaires pro-inflammatoires retrouvés dans la

physiopathologie de la sécheresse oculaire, a été rapportée dans ces modeles [10,12].

Les processus inflammatoires et de morts cellulaires impliguent des seconds
messagers qui incluent les lipides [13,14]. Effectivement, les lipides ne sont pas uniquement
une source majeure de stockage d’énergie, ils représentent également des médiateurs
importants des processus intracellulaires et intercellulaires. Depuis plusieurs années, certains
de ces métabolites ont été décrits comme des « lipides bioactifs » et ont été associés a des
pathologies chroniques comme le diabéte, les maladies inflammatoires chroniques de
I'intestin, I'athérosclérose ou encore la sclérose en plaques [15—-17]. Leur étude permet d’une
part la compréhension de mécanismes physiopathologiques et d’autre part d’identifier des
candidats biomarqueurs permettant de suivre I'avancée d’une pathologie. Dans le domaine
de I'ophtalmologie, quelques études relatent le role des lipides dans la physiopathologie de
certaines maladies. En effet, une augmentation du taux cellulaire de sphingolipides a été
rapportée dans les cornées de patients diabétiques [18]. Concernant la sécheresse oculaire,
des modifications de la composition lipidique du film lacrymal ont été décrites avec
notamment une augmentation des céramides [19-22]. De plus, une revue sur le réle des
lipides dans les pathologies oculaires souligne I'importance du métabolisme des
sphingolipides [23]. Cependant, a notre connaissance, aucune étude n’a décrit les
modulations des lipides des cellules épithéliales et leurs conséquences physiopathologiques

sur la sécheresse oculaire.

Dans une premiére partie, une étude bibliographique sur la sécheresse oculaire sera
consacrée aux éléments relatifs a la physiopathologie, |'épidémiologie, I’étiologie et la
thérapeutique. Ensuite, la classification des lipides, leur métabolisme et I'importance de ces
composés dans les processus de signalisation cellulaire sera présentée. Enfin, le principe et les
principales étapes de I'analyse lipidomique seront exposés ainsi que les travaux

préalablement effectués dans le domaine de la sécheresse oculaire.



Dans une seconde partie, la caractérisation des changements de composition lipidique
dans une lignée cellulaire épithéliale cornéenne apres exposition au BAK, principal
conservateur des collyres ophtalmologiques, ou a I’"hyperosmolarité, trait physiopathologique
de la sécheresse oculaire, sera exposée. Dans cette étude, nous avons premierement
déterminé la valeur de la concentration osmolaire et de BAK a utiliser a partir de tests de
cytotoxicité. Nous avons ensuite caractérisé |I'expression de marqueurs inflammatoires et de
stress cellulaires couramment retrouvés au cours de la sécheresse oculaire afin de valider
notre modele. A partir de ces données, nous avons réalisé une analyse lipidomique globale
afin de caractériser qualitativement et quantitativement les changements du profil lipidique
cellulaire consécutifs a I'hyperosmolarité et a I'exposition au BAK. Une analyse lipidomique
ciblée, portant sur le cholestérol et certains de ses métabolites d’oxydation, a également été
effectuée. Enfin, nous avons réalisé une étude d’expressions géniques d’enzymes impliquées

dans la biosynthése des lipides afin de confirmer les résultats obtenus en lipidomique.
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2. Eléments bibliographiques

2.1. Le globe oculaire

L'ceil représente I'organe de la vision. Sa fonction majeure est de recevoir puis transformer
les vibrations de la lumiére en influx nerveux transmis au cerveau. L'ceil humain est constitué
d’un globe oculaire formé de trois enveloppes, appelées également tuniques, qui entoure le

corps vitré (Figure 1).

Ci Ciliai
orps Ciliaire Sclérotique

Chaoroide
Rétine

Fovea centralis

Papille

Vaisseaux
anguins

Cristallin

Zonule

Segment antérieur Segment postérieur

Figure 1 : Représentation du globe oculaire

Les trois tuniques de I'ceil se composent de la sclére, la choroide et la rétine. La sclére joue
un role d’enveloppe de protection. La choroide, quant a elle, représente la vasculaire
nourriciere tandis que la rétine, en contact direct avec I’humeur vitrée et tapissant le fond de
I'ceil, permet de transformer les rayons lumineux en influx nerveux. Au niveau macroscopique,
le globe oculaire se divise en deux parties : le segment antérieur, qui comporte notamment le
cristallin, la cornée, l'iris, la pupille et toute la surface oculaire et le segment postérieur

composé notamment de la rétine, la choroide, la fovéa et le nerf optique.



2.2. La surface oculaire

La surface oculaire se situe au niveau du segment antérieur de I'ceil et constitue la couche
la plus externe du globe oculaire (Figure 2). En contact direct avec le milieu extérieur, elle joue
un role de défense contre les différentes agressions, en particulier celles d’origine

environnementales ou pathogenes (virus, bactéries, champignons).
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“.
X%
Paupiére \
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Film lacrymal

Cellules
épithéliales

Glandes
de Méibomius

Paupiére
inférieure

Figure 2 : Schéma de la surface oculaire [24]

Au niveau anatomique, la surface oculaire est composée de la cornée, de la
conjonctive, des paupieres, des cils, du film lacrymal, des glandes lacrymales principales et
accessoires ainsi que des larmes [6]. Elle inclut également les jonctions cutanéo-muqueuses
au niveau du bord de la paupiere. Le film lacrymal représente un film continu sur toute la
surface oculaire qui en assure I’hydratation. La production des différents éléments composant
le film lacrymal ainsi que sa sécrétion sont sous le controle des glandes lacrymales principales
et accessoires ainsi que, de facon minoritaire, de la conjonctive, des cellules a mucus et des
glandes de Meibomius [2]. La figure 2 représente les différents éléments de la surface oculaire

lorsque les paupiéres de I'ceil sont fermées.
2.2.1. Lacornée

La cornée est une lentille concave antérieure transparente qui permet le passage de la

lumiere vers le cristallin et la rétine. C’est une membrane transparente, avasculaire qui ne
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contient aucune cellule inflammatoire en situation physiologique. De la couche la plus
profonde a la plus superficielle, la cornée se compose de I’endothélium basal, de la membrane
de Descemet, du stroma cornéen, de la couche de Bowman et enfin d’un épithélium
pavimenteux pluristratifié reposant sur une membrane basale (Figure 3). La surface de
I’épithélium cornéen est recouverte du film lacrymal qui assure d’une part son hydratation et

d’autre part sa protection contre I'environnement extérieur.
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Figure 3. Représentation des couches de la cornée [25]

Le limbe est un anneau d’environ 3 mm de large qui se situe au niveau de la jonction
entre les épithéliums conjonctivaux et cornéens. La transparence de la cornée, trait
physiologique de ce tissu, est en partie due a la composition biochimique du stroma constitué

de fibrilles de collagéne de types | et IV [26].
2.2.2. Laconjonctive

La conjonctive est un autre tissu retrouvé au niveau de la surface oculaire. La
conjonctive est une membrane muqueuse. La conjonctive palpébrale, la conjonctive bulbaire
et les culs-de-sac conjonctivaux représentent les trois régions de la conjonctive. La conjonctive
palpébrale tapisse la face interne des paupiéres tandis que le cul-de-sac conjonctival
correspond a la zone entre la conjonctive palpébrale et bulbaire. La conjonctive bulbaire,
transparente et fine, posséde deux parties : une partie étendue du cul-de-sac conjonctival au

limbe et une partie limbique.



La conjonctive contient de nombreux vaisseaux sanguins et des cellules immunitaires
capables de contribuer a la réaction inflammatoire. La conjonctive a ainsi un réle majeur dans
la protection de la surface oculaire et de I'eeil. En formant une barriére physique et
immunologique, la conjonctive permet la lutte contre l'intrusion potentielle d’agents
pathogenes. Ce tissu est considéré comme un organe lymphoide secondaire car des
lymphocytes sont présents dans tout le tissu. Cette association forme le « tissu lymphoide
associé a la conjonctive » ou « conjunctiva-associated lymphoid tissue (CALT) », et est
responsable de la reconnaissance par les cellules immunitaires des antigénes et des

allergénes.
2.2.3. Le film lacrymal

En contact direct avec les cellules épithéliales cornéennes et conjonctivales de la
surface oculaire, le film lacrymal est constitué de trois couches. Il représente en situation
physiologique une matrice homogeéne et fluide. De la couche la plus profonde a la plus
superficielle, le film lacrymal se compose d’une phase muqueuse, d'une phase aqueuse et
d’une phase lipidique (Figure 4).
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Figure 4 : Composition du film lacrymal [27]

La phase lipidique, couche la plus superficielle du film lacrymal, limite I’évaporation de

la phase aqueuse et joue un role dans la dispersion du film lacrymal sur I'ensemble de la



surface oculaire. Elle est principalement synthétisée par les glandes de Meibomius. Cette
phase est composée de nombreuses sous-classes de lipides, en particulier des esters de cires,
des stérols, des triglycérides, des acides gras ainsi que des phospholipides [22,28-30].
Plusieurs études ont été consacrées a définir les différentes classes de lipides composant le
film lacrymal et leurs modifications en situation pathologique, en particulier lors de SO

[28,31].

La couche aqueuse, couche intermédiaire la plus volumineuse du film lacrymal, est
produite par les glandes accessoires de Krause et Wolfring. Elle a pour réle majeur de lubrifier
la surface oculaire. Cette couche se compose majoritairement d’eau mais également de
protéines, d’électrolytes, de cellules inflammatoires, de cytokines, d’hormones ou encore de

facteurs de croissance.

Enfin, la couche muqueuse est composée d’'un gradient de mucine soluble dont Ila
concentration augmente en fonction de la profondeur. Les mucines sont des glycoprotéines
de haut poids moléculaire. Elles permettent I'adhésion de la couche aqueuse du film lacrymal
aux cellules épithéliales de la surface oculaire. Les mucines épithéliales contribuent a Ia
formation du glycocalyx et permettent la formation d’un gel qui participe a la stabilité du film

lacrymal et a son ancrage au niveau de I’épithélium conjonctival et cornéen.

2.2.4. Laglande lacrymale

Il existe deux types de glandes lacrymales appelées glande lacrymale principale et
glandes lacrymales accessoires. La glande lacrymale principale est un tubule composé
principalement de cellules acineuses mais également, en plus faible proportion, de cellules
canalaires et myoépithéliales [6]. La glande lacrymale principale comprend un large lobe
orbital et un petit lobe palpébral. Les canaux du lobe orbital débouchent au niveau du cul-de-

sac conjonctival.

Concernant les glandes lacrymales accessoires, on distingue les glandes de Krause,
situées au niveau du fornix, et les glandes de Wolfring, localisées dans la paupiére supérieure
et inférieure. La glande de Meibomius est responsable de la synthése de la couche lipidique

du film lacrymal ; elle fait également partie des glandes lacrymales accessoires. L’ensemble
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des glandes lacrymales principales et accessoires est sous contrdle du nerf lacrymal qui

correspond au nerf ophtalmique de Willis, une branche du nerf trijumeau.
2.2.5. Les paupiéres

Les paupiéres constituent une premiére ligne de défense physique de la surface oculaire
et del'ceil. Ces replis cutanéo-muqueux ont un rdle de protection vis-a-vis de I’environnement
extérieur contre les blessures, les corps étrangers ou la lumiere. De plus, leurs clignements

contribuent a répartir le film lacrymal de facon homogene sur toute la surface oculaire.
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2.3. La sécheresse oculaire

2.3.1. Définition et physiopathologie

La sécheresse oculaire est une pathologie de la surface oculaire fréquente,
généralement sous-estimée et sous-diagnostiquée, qui représente environ 25% des motifs de
consultation dans les services d’ophtalmologie. Sa prévalence est comprise entre 5 et 35%
chez les sujets agés de plus de 50 ans [32]. Au niveau clinique, la maladie est caractérisée par
des symptémes tels que des troubles visuels et d’anomalies neurosensorielles (sensation
d’inconfort, de géne, de brilure, de douleur) qui retentissent sur la qualité de vie du patient
[33]. L'ceil sec est défini comme « une maladie multifactorielle des larmes et de la surface
oculaire, entrainant des symptémes d’inconfort, une géne visuelle et une instabilité du film
lacrymal, avec un risque d’atteinte de la surface oculaire. Il s’Taccompagne d’une augmentation
de I'osmolarité du film lacrymal et d’une inflammation de I'unité fonctionnelle que constitue

la surface oculaire » [6].
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L'instabilité du film lacrymal, I’hyperosmolarité, I'apoptose des cellules épithéliales
cornéennes et conjonctivales et I'inflammation représentent les éléments principaux du
cercle vicieux de la sécheresse oculaire (Figure 5). Cette altération du film lacrymal conduit a
une hyperosmolarité, responsable d'une réaction cellulaire conduisant a l'apoptose des
cellules cornéennes et conjonctivales. Cette mort conduit, via une stimulation nerveuse, a une
inflammation dite neurogéne qui s’accompagne de la libération de cytokines pro-
inflammatoires telles que I'IFNy, le TNFa, I'lL-1, I'lL-6 [3,34,35], et de I'activation des
métalloprotéases matricielles [4,36]. Ces cytokines vont pouvoir recruter les cellules du
systéeme immunitaire qui concourent alors a lI'inflammation de I'ensemble de la surface
oculaire. De plus, les médiateurs inflammatoires et I’hyperosmolarité vont engendrer la perte
de cellules caliciformes qui sont a I’origine de la production de mucines, protéines essentielles
a la formation du glycocalyx et a la stabilité du film lacrymal. Ainsi, de nombreux médiateurs
moléculaires et cellulaires sont impliqués dans la physiopathologie et contribuent a auto-

entretenir le cercle vicieux de la sécheresse oculaire.
2.3.2. Epidémiologie et facteurs de risque de la sécheresse oculaire

2.3.2.1. Epidémiologie

Les études épidémiologiques de la SO sont relativement complexes et peu homogenes
en raison de différents obstacles. L’existence de plusieurs définitions ou le manque de
corrélation entre symptomes retranscrits par les patients et les observations cliniques par le
médecin sont des obstacles a souligner. Il existe néanmoins plusieurs données
épidémiologiques permettant d’apprécier la prévalence de la SO qui oscille entre 5 et 35%

[37].

Au niveau mondial, la sécheresse oculaire est une pathologie qui touche plus de 100
millions de personnes [38]. Les principales études menées aux Etats-Unis ont rapporté une
prévalence de la sécheresse oculaire d’environ 15% de la population [39—-41]. De plus, environ
25% des consultations dans les services d’ophtalmologie aux Etats-Unis concernent un
probléme de SO. Au Japon, plusieurs études ont mis en évidence une prévalence d’environ
20% de syndromes secs [42]. En Chine, une prévalence de 20% de la population est rapportée

dans les rapports épidémiologiques [43]. En Europe, la prévalence en France, en Allemagne,
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en ltalie, en Espagne et au Royaume-Uni semble relativement homogene, d’environ 15%

[44,45].
2.3.3. Classification et étiologie de la sécheresse oculaire

La classification de la sécheresse oculaire (Figure 6) différencie les syndromes secs (1)

par hyposécrétion et (2) par excés d’évaporation [6,46].
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Figure 6 : Classification des syndromes secs [47]

2.3.3.1. Syndromes secs par hyposécrétion lacrymale

Parmi les sécheresses oculaires par hyposécrétion lacrymale, les syndromes secs liés
aux syndromes de Gougerot-Sjogren (SGS) sont a distinguer. Le syndrome de Gougerot-
Sjogren est une pathologie auto-immune inflammatoire chronique qui cible le systéme
glandulaire exocrine. Au cours de cette pathologie, les glandes lacrymales et salivaires sont
infiltrées par des lymphocytes T qui engendrent la mort des cellules des canaux excréteurs, ce
qui conduit a une hyposécrétion lacrymale. Cette pathologie ne cible pas uniquement les

glandes lacrymales mais également les glandes salivaires et autres glandes exocrines. Le SGS
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représente la forme la plus sévére de SO. Cette maladie, qui reste relativement rare, touche
environ 1 individu sur 10 000, avec une prévalence féminine, les femmes étant 10 fois plus

touchées que les hommes.

Outre les syndromes secs auto-immuns tels que le SGS, les étiologies non auto-
immunes incluent les défaillances lacrymales, I'obstruction des canaux des glandes
lacrymales, le blocage réflexe ou encore I'effet de médicaments systémiques. Effectivement,
certaines classes de médicaments pris par voie systémique ont un effet anticholinergique et
engendrent ainsi une SO [48]. Il s’agit majoritairement de médicaments appartenant aux
classes des antidépresseurs, des antihistaminiques, des anxiolytiques, des diurétiques et des
rétinoides [48]. Il existe un caractere réversible du phénomene de SO induit par ces différents

médicaments aux propriétés anticholinergiques lors de I'arrét du traitement.

2.3.3.2. Syndromes secs par excés d’évaporation

Les syndromes secs par exces d’évaporation représentent la seconde grande classe de
SO. Parmi ces syndromes, des causes palpébrales existent, notamment le dysfonctionnement
des glandes de meibomius. Ce dysfonctionnement est caractérisé par une obstruction des
canaux et un changement de la sécrétion glandulaire. Le dysfonctionnement des glandes de

meibomius représente la principale cause de SO par excés d’évaporation [6].

De nombreuses causes extrinseques sont responsables du syndrome sec par exceés
d’évaporation. L'exposition a des stress environnementaux tels que le port de lentilles de
contact, certains polluants et allergénes, un déficit en vitamine A ou encore les conservateurs
des préparations ophtalmiques peuvent induire ou aggraver une sécheresse oculaire [7,49—

51].

Concernant I"exposition aux conservateurs des collyres, le chlorure de benzalkonium
(BAK) représente le premier conservateur des collyres ophtalmiques et a une toxicité tres bien
décrite tant sur des modeles in vitro de cellules cornéennes et conjonctivales, in vivo chez la
souris ou le lapin, mais également chez ’homme en clinique. Le BAK est un sel d’ammonium
quaternaire aux propriétés détergentes et microbicides qui est aussi largement retrouvé dans
les sprays désinfectants professionnels ou domestiques. La toxicité du BAK a été initialement

décrite chez les patients glaucomateux contraints de s’administrer de facon journaliére et
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chronique des collyres conservés [49,52,53]. Le BAK agit sur des structures telles que la surface
oculaire, incluant la conjonctive, la cornée, mais également des structures plus profondes,
telles que le trabeculum ou la rétine [49,54]. Compte tenu de ses propriétés pro-
inflammatoires et pro-apoptotiques, le BAK peut aggraver ou étre responsable de la

sécheresse oculaire [55-57].

2.3.4. Traitement de la sécheresse oculaire

Actuellement, le traitement de la sécheresse oculaire reste complexe en raison de
mécanismes physiopathologiques variés qui ont limité le développement de thérapies ciblées.
Il n"existe pas réellement de traitement de référence et celui de premiére intention repose
principalement sur l'utilisation de substituts lacrymaux. Dans les formes les plus graves, le

recours a des anti-inflammatoires ou au sérum autologue peut étre envisagé.

2.3.4.1. Les substituts lacrymaux

Les substituts lacrymaux (SL) représentent le traitement de premiére intention de la
sécheresse oculaire. Il s’agit de médicaments indispensables pour la prise en charge de
plusieurs pathologies de la surface oculaire. L'objectif thérapeutique des SL est multiple et
inclut I'augmentation du volume lacrymal, la lubrification la surface oculaire, la stabilisation
du film lacrymal ou encore la diminution de I’hyperosmolarité lacrymale. Ainsi, ces
traitements protégent de I'aspect dessiccatif de la pathologie, qui se traduit sur le plan
cellulaire et moléculaire par une souffrance des cellules épithéliales de la surface oculaire. Il
existe une grande diversité de spécialités de SL qui se différencient par les agents

pharmacologiques.

La viscosité des SL conditionne le pouvoir rémanent. Cependant, des SL ayant une
viscosité élevée peuvent engendrer des troubles visuels lors de l'instillation, ce qui nécessite
une formulation adaptée. Les propriétés recherchées pour obtenir des SL efficaces sont : une
rémanence importante, une forte viscosité et un pouvoir de rétention d’eau. Certains SL sont
formulés pour étre hypo-osmolaires afin de limiter I’hyperosmolarité lacrymale, trait
physiopathologique de la maladie qui participe aux effets déléteres sur les cellules et la surface

oculaire et qui contribue a I'auto-entretien de la SO.
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Parmi les SL, les principes pharmacologiques simples comportent notamment les
solutions salines dérivées du sérum physiologique, les polyalcools vinyliques, les dérivés
cellulosiques, les carbomeres (acides polyacryliques), le hyaluronate de sodium ou encore les
hydroxypropyl-guars. De nouveaux SL ont été développés et contiennent des
osmoprotecteurs ou osmolytes compatibles. Ces osmolytes compatibles, tels que le tréhalose
ou la levo-carnitine, s’accumulent dans les cellules et sous I'effet de |I’hyperosmolarité,

équilibrent le gradient osmotique au niveau de la membrane cellulaire [58].

2.3.4.2. Llaciclosporine

La ciclosporine est un peptide cyclique de onze acides aminés qui est synthétisé par le
champignon Tolypocladium inflatum (Figure 7). Elle a initialement été découverte dans un

échantillon de sol en Norvege [59].

Figure 7 : Structure chimique de la ciclosporine A

La ciclosporine agit principalement en modulant 'activité des lymphocytes T (Figure
8). La présentation d’un antigéne sur les récepteurs des cellules T entraine une augmentation
de la concentration de calcium dans le cytoplasme. Le calcium intracellulaire engendre alors
I’activation de la calmoduline, protéine cytosolique, qui va se complexer avec la calcineurine.
Ce complexe provoque la déphosphorylation du facteur de transcription NFATc (Nuclear
Factor of Activated T cells) par son activité phosphatase. La forme déphosphorylée de NFATc
peut ainsi transloquer dans le noyau et activer la transcription de genes codant pour des
cytokines pro-inflammatoires telles que I'Interleukine 2 (IL-2), le TNFa ou encore l'interferon-

v (IFN-y) [60].
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Figure 8 : Mécanisme d’action de la ciclosporine A [60]

Dans le cytoplasme des lymphocytes T, la cyclosporine va se lier a la cyclophilline A. Ce
complexe va alors pouvoir inhiber I'activité phosphatase de la calcineurine. En empéchant la
translocation de NFATc dans le noyau, la cyclosporine A va empécher la transcription de I'IL-2

et d’autres cytokines pro-inflammatoires, réprimant donc les réponses immunitaires.

Ce traitement est indiqué dans les formes sévéres de sécheresse oculaire. Il ne dispose
pas d’autorisation de mise sur le marché en France mais est disponible grace a la production
hospitaliere ou a des autorisations temporaires d’utilisation. Aux Etats-Unis, la spécialité
pharmaceutique Restasis®, un collyre a 0,05% de ciclosporine, est |la seule approuvée pour le
traitement de la sécheresse oculaire. Administrée deux fois par jour, le principal effet

indésirable rapporté est une sensation de brilure lors de l'instillation du collyre [61].

2.3.4.3. Les anti-inflammatoires stéroidiens

Les glucocorticoides sont des molécules largement utilisées dans les pathologies de |a

surface oculaire. Leur mécanisme d’action reste relativement non spécifique. Chimiquement,
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les glucocorticoides, tels que le cortisol, possédent un noyau stérane et ont pour précurseur

biochimique le cholestérol (Figure 9).

@)

Figure 9 : Structure chimique du cortisol

Les glucocorticoides peuvent agir par voie génomique et non génomique [62]. Dans le
cytoplasme de la cellule, le cortisol se lie a son récepteur, transloque dans le noyau et se fixe
a la séquence « glucocorticoid responsive-element » pour induire la transcription d’ARNm
codant pour des protéines aux propriétés anti-inflammatoires. Dans le noyau, une seconde
voie génomique existe: le complexe cortisol / récepteur du cortisol interagit avec une
séquence de I"élément NF-kB et empéche la transcription d’ARNm codant pour des protéines
pro-inflammatoires. Concernant la voie non génomique, la phosphorylation du complexe
cortisol-récepteur du cortisol induit un systéme de second messager cytoplasmique qui
aboutit a l'activation de protéines anti-inflammatoires [62,63]. Ce mécanisme reste

néanmoins peu connu au niveau mécanistique.

L'utilisation de glucocorticoides dans le cadre de la prise en charge de la sécheresse
oculaire se fait uniqguement sur des traitements relativement courts, allant jusqu’a 4
semaines. Les effets indésirables peuvent étre assez nombreux et incluent une réduction de
la résistance aux infections virales, une hypertonie oculaire, un retard de cicatrisation, une

ulcération cornéenne ou sclérale ou encore une cataracte sous capsulaire postérieure.
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Figure 10 : Mécanisme d'action des glucocorticoides [62]

2.3.4.4. Lesérum autologue

Le collyre de sérum autologue représente un des traitements de choix de la sécheresse
oculaire sévére [64]. Il se réalise dans une pharmacie hospitaliére habilitée, a partir d’un
prélevement sanguin du patient. Le sérum est dans un premier temps isolé puis est dilué au
1/5 dans une solution physiologique saline. Le sérum autologue permet d’apporter au patient
des facteurs de croissance, de la fibronectine, des immunoglobulines et des facteurs
vitaminiques nécessaires a I’homéostasie de la surface oculaire. En outre, il permet de

favoriser la cicatrisation cornéenne.

Les conditions de fabrication et de conservation représentent un des inconvénients
majeurs de cette thérapie. En effet, il n’existe que quelques pharmacies hospitalieres
habilitées a la fabrication du sérum autologue. Le risque d’infection, principale complication

du traitement a base de sérum autologue, est également une limite de ce traitement.
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2.4. Les lipides

2.4.1. Classification des lipides

Les lipides sont des molécules hydrophobes de structures variées. Ces biomolécules
ont longtemps été considérées comme secondaires, impliquées majoritairement dans le
stockage énergétique. Néanmoins, la découverte du réle des lipides dans un grand nombre de
pathologies a engendré un intérét croissant pour ces composés. De plus, le nombre de
structures lipidiques différentes présent dans une cellule varie entre 1 000 a 100 000 espéces

avec une concentration allant de I’'amol/mg au nmol/mg de protéine [65].

Les lipides sont des métabolites. Ces composés ont longtemps été définis comme des
molécules solubles dans les solvants organiques et peu solubles dans I’eau. Néanmoins, cette
définition reste imprécise et partiellement vraie, compte tenu des diversités structurales de
cette famille de composés. Plusieurs nomenclatures ont ainsi été décrites dont celle proposée
en 2005 par le consortium LipidMaps® [66,67]. Cette nomenclature est fondée sur le concept

des sous-unités biosynthétiques cétoacyles et isoprénes (Figure 11).

e ™~ / ™
Q Q CH,
“, /u».,b “n, | o2
c CH g SO,
Ho | Ho
CHj
Acétyle Propyonyle
\ Sous-unité cétoacyle ) \ Sous-unité isopréne
N 4 AN J/

~— /'

Figure 11 : Unités constitutives des lipides selon la nomenclature LipidMaps

La nomenclature LipidMaps a conduit a définir huit classes de lipides : les acides gras,
les glycérolipides, les glycérophospholipides, les sphingolipides, les saccharolipides, les
polycétides, les stérols et les prénols. Chaque classe est composée de sous-classes, basées sur
leurs propriétés chimiques. Le tableau 1 résume les structures des principaux acides gras
glycérolipides, glycérophospholipides, sphingolipides et stérols. Un détail surla nomenclature

et sur le réle cellulaire de ces cing classes de lipides est présenté dans les sections suivantes.
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Tableau 1 : Structures chimiques des lipides. La classification internationale distingue 8 classes
de lipides : les acides gras, les glycérolipides, les glycérophospholipides, les sphingolipides, les
stérols, les saccharolipides, les prénols, les polykétides. Ces trois dernieres classes ne sont pas

listées. Tableau adapté de [68].

Classe ‘

Structure Substituant Sous-classe
R /\/\/\/\/\/\/\)OJ\O/R Hydrogene Acide gras
Alcool-Alkyle Céride
S /\/\/\A/\)koﬁoﬂo R Alkyle Triacylglycérol
/\/\/\Z/\/\fof Hydrogene Diacylglycérol
Phosphate (P) Acide phosphatidique
P-Choline Phosphatidylcholine
Glycérophospho /\/\/\A/\)koﬁﬂo R P-Ethanolamine | Phosphatidyléthanolamine
-lipides /\/\/\:/\/\[Oro P-Sérine Phosphatidylsérine
P-Inositol Phosphatidylinositol
P-Glycérol Phosphatidylglycérol
OH Hydrogene Sphingosine

Phosphate (P)

Sphingosine-1-Phosphate
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2.4.2. Structures et biosynthéses des lipides

2.4.2.1. Lesacides gras

Les acides gras (AG) sont des molécules caractérisées par une chaine aliphatique,
saturée ou non, et une téte hydrophile, composée d’une fonction carboxylique. Le nombre de
carbone, majoritairement pair chez les mammiferes, est compris entre 12 et 30 atomes pour
les acides gras les plus abondants. Le nombre d’insaturation est compris entre O et 6 et permet
de distinguer les acides gras saturés, mono-insaturés et poly-insaturés. Les AG saturés
principalement retrouvés chez I’homme sont I'acide palmitique et 'acide stéarique composés
de 16 et 18 atomes de carbone, respectivement [69]. Les AG mono-insaturés et poly-insaturés
majoritairement présents sont les acides oléique, linoléique, linolénique, arachidonique et

docosahexaénoique [69].

Afin de nommer la longueur de chaine et le nombre d’insaturations d’un AG, il existe
une nomenclature abrégée. Elle se décompose sous la forme CX:Y ou X représente le nombre
total de carbone et Y le nombre d’insaturation. De plus, afin de connaitre la position de
I'insaturation, deux nomenclatures coexistent. La premiere nomenclature s’effectue en
numérotant la chaine aliphatique a partir du groupement carboxyle. Dans cette premiére
nomenclature, le numéro du carbone qui porte une insaturation est donnée aprés le symbole
A. La seconde numérotation s'effectue a partir du méthyle terminal, le numéro du premier
carbone contenant une insaturation est donné apres le symbole "w-". Cette seconde
nomenclature est largement utilisée dans le domaine de la nutrition, I'acide arachidonique,
C20:4, w-6, ou l'acide docosahexaénoique, C22:6, w-3, étant les deux exemples les plus

connus en raison de leurs effets modulant I'inflammation (Figure 12).

O @]

Acide arachidonique C20:4, w-6 Acide docosahexaénoique C22:6, w-3
AA DHA

Figure 12 : Structure de I'acide arachidonique et docosahexaénoique

Certains acides gras sont dits essentiels chez I’lhomme, car ils ne peuvent pas étre

synthétisés par la cellule, c’est le cas de l'acide linoléique. Ces AG essentiels sont les

23



précurseurs d’AG avec des chaines comportant un nombre de carbone ou de doubles liaisons
plus importants. Le métabolisme des AG fait intervenir des élongases, qui allongent de deux
atomes de carbones les chaines d’AG, mais également des désaturases, qui sont des
oxydoréductases introduisant une double liaison dans une chaine d’AG par déshydrogénation.
Le métabolisme des AG inclut également des métabolites d’oxydation. Effectivement, les
eicosanoides, dérivés oxydés des AG comportant 20 carbones, sont issus de l'acide
arachidonique (AA). Les eicosanoides se divisent en trois sous-classes : les prostaglandines, les
thromboxanes et les leucotrienes [70]. Les prostaglandines et les thromboxanes sont produits
par action des cyclo-oxygénases (COX), qui sont notamment la cible de médicaments anti-
inflammatoires, tels que les anti-inflammatoires non stéroidiens. Les leucotriénes, quant a

eux, sont produits grace a des lipo-oxygénases (LOX).

2.4.2.2. Lesglycérolipides

Structuralement, le squelette de base des glycérolipides repose sur le glycérol. Ce
squelette comporte trois positions nommé sni, sn; et sns. Ce squelette de glycérol peut étre
estérifié par une, deux ou trois chafnes d’acides gras pour former des monoacylglycérols (MG),

des diacylglycérols (DG) ou des triacylglycérols (TG) respectivement (Figure 13).

sn-1 SN2 gpa

Ny &7
HO ™>Y""OH
OH

Glycerol
O @] O 0]
OH o0_0 o_0
Y Y
R R

Monoacylglycerol Diacylglycerol Triacylglycerol
MG DG TG

Figure 13 : Structure des glycérolipides

Les MG représentent majoritairement des intermédiaires du catabolisme ou de
I’'anabolisme des acides gras. Ces composés peuvent notamment provenir de I’hydrolyse des

triglycérides sous I'action des lipases et représentent les glycérolipides les plus simples. Au
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niveau métabolique, les DG sont des structures qui peuvent étre synthétisées a partir des MG
mais également a partir de l'acide phosphatidique. Cette seconde voie a pour précurseur
biosynthétique le glycérol-phosphate, a [I'origine également de la synthése des
phospholipides. Les TG sont des molécules qui sont produites a partir des DG par ajout d’une
chaine d’acide gras sous l’action de la diacylglycérol acyltransférase (DGAT) [71]. Les
triglycérides sont les espéces responsables du stockage d’énergie dans les cellules humaines.
Ces composés sont capables de stocker trois molécules d’AG qui, sous I'action des lipases,

vont étre libérées pour différents processus biologiques tels que la B-oxydation.

2.4.2.3. Lesglycérophospholipides

Les glycérophospholipides ou phospholipides (PL) sont une classe de lipides composée
de différentes sous-classes qui varient les unes des autres par la nature de la téte polaire. Le
squelette de base de tous les PL repose sur le glycérol auquel est lié un groupement phosphate
en position sns. Ainsi, le PL le plus simple est I'acide phosphatidique, sa téte polaire étant
réduite au seul groupement phosphate (Figure 14). Les glycérophospholipides peuvent
contenir une ou deux chaines d’acides gras en position sni et sn,. L’acide gras en position sn
est généralement saturé ou mono-insaturé tandis que 'acide gras en position sn, peut étre
polyinsaturé. Dans le cas ol le squelette de glycérol ne porte qu’une seule chaine d’acide gras,

le terme de lysophospholipide est utilisé.

.
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Figure 14 : Tétes polaires des différents groupes de glycérophospholipides

Concernant les PL des cellules mammiféeres, en particulier des cellules humaines, les
phosphatidylcholines (PC) et les phosphatidyléthanolamines (PE) sont les composants
majoritaires en masse. Ces lipides sous synthétisés par la voie de Kennedy, a partir de I'acide

25



phosphatidique (PA), par ajout de la téte polaire sur le phosphate en position sn3 [72]. Une
seconde voie de biosynthése des phospholipides existe, par ré-acetylation d’un acide gras sur

un lysophospholipide ; cette voie de recyclage s’appelle le cycle de Land [73].

Certains PL ont des chalnes latérales particuliéres, situées en position sn; et
caractérisées par une liaison éther ou vinyl-éther. Ces lipides sont appelés respectivement
plasmaléniques ou plasmalogénes [74]. Le terme d’alcool gras est alors généralement utilisé
au lieu d’acide gras. Outre une structure moléculaire particuliére, ces PL se distinguent par le
lieu de biosynthése, initiée dans les peroxysomes ainsi que leur role biologique. Effectivement,
les plasmalogénes contiennent généralement des acides gras poly-insaturés en position sn»,
telles que I'acide arachidonique ou I'acide docosahexaénoique, et jouent un réle majeur dans

I’équilibre de la balance inflammatoire cellulaire [74-76].

2.4.2.4. Les sphingolipides

Les sphingolipides tiennent leur nom du sphinx égyptien, en raison du caractere
énigmatique de leurs structures lors de la découverte de ces composés. Ces lipides complexes
sont caractérisés par un squelette de base composé d’une sphingosine auquel peut étre liée
une chaine d’acide gras ce qui forme ainsi un céramide (Figure 15). L’ajout d’'un groupement
de phosphocholine sur un céramide produit une sphingomyéline (SM) tandis que I'ajout d’un

galactose conduit a la formation d’un galactosylcéramide (GalCer) (Figure 15).
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Figure 15 : Structure générale des sphingolipides
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Les sphingolipides sont des molécules dont la biosynthése est relativement complexe,
les céramides se trouvant a un carrefour métabolique [77]. Premiérement, la synthése de novo
des céramides est initiée dans le réticulum endoplasmique des cellules a partir de la sérine et
du palmitoyl CoA [78,79]. Elle inclut notamment des enzymes telles que les Ceramides
Synthases ou les dihydroceramides desaturases [80]. Les céramides peuvent également étre
produits par hydrolyse des SM en céramides [81]. En outre, les céramides qui ont une téte
polaire composée d’un ou plusieurs sucres, tels que les GalCer, peuvent également étre
transformés en céramide. Au niveau du catabolisme, les céramides peuvent étre dégradés en

sphingosine [82].

2.4.2.5. Lesstérols

Les stérols sont une famille relativement large de composés et sont caractérisés par
un novyau stérane (Figure 16). Le cholestérol représente le stérol le plus abondant dans les
cellules humaines. Son précurseur biochimique est le squaléne et sa voie de biosynthese fait
intervenir de nombreuses étapes [83]. En aval de la biosynthése du cholestérol, lors de
processus d’oxydation médié ou non par des cytochromes P450, le cholestérol peut étre oxydé
en oxystérols. Les sites d’oxydation du cholestérol sont nombreux et peuvent cibler aussi bien

le noyau stérane que la chaine aliphatique [84].

A-ring B-ring

Figure 16 : Structure et numérotation du squelette carboné du cholestérol

2.4.3. Role cellulaire des lipides

Les lipides sont des constituants essentiels des cellules ; ils participent a la structure
des membranes et des vésicules. Au-dela de leur fonction de stockage, ils remplissent
également des fonctions de signalisation et peuvent agir comme seconds messagers. Certains

lipides sont impliqués dans des processus inflammatoires et jouent un role dans la mort
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cellulaire, apoptotique ou non [14,85]. Les principaux effets cellulaires que peuvent engendrer
les AG, les phospholipides et les sphingolipides seront brievement exposés dans les sous-

sections suivantes.

2.4.3.1. Role de signalisation des acides gras et des phospholipides

Au niveau de la membrane plasmique, les phospholipides sont des métabolites
directement impliqués dans les processus inflammatoires en réponse aux stimuli
extracellulaires. Sous I'action de la phospholipase A, (PLA;), les phospholipides peuvent libérer
dans le cytoplasme des acides gras, tels que I'acide arachidonique (AA), qui, sous I'action de
COX ou de LOX, va subir un processus d oxydation pour former les eicosanoides. Les
eicosanoides sont impliqués directement dans les processus inflammatoires et jouent un réle
majeur en tant que seconds messagers, avec une demi-vie tres courte, de I’ordre de quelques
minutes. Certains acides gras ont néanmoins des propriétés anti-inflammatoires tels que le
DHA qui, une fois oxydé en marésines, protectines ou resolvines, va pouvoir inhiber les
processus inflammatoires (Figure 17). Il existe donc une balance entre acide gras pro-
inflammatoires et anti-inflammatoires, ces derniers étant stockés dans les phospholipides
membranaires et libérés sous I’action de la PLA,.
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Figure 17 : R6le des dérivés oxydés de I'acide arachidonique et de I'acide docohexadecanoique
(86]
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Il existe, également au niveau de la membrane plasmique, une deuxieme voie de
signalisation cellulaire qui implique la phospholipase C. Sous l'effet de différents stress
extracellulaires, les phosphatidylinositol-disphosphates vont étre hydrolysés en DG et en
inositol triphosphate (IP3) sous l'action de la phospholipase C. Le DAG, stocké dans la
membrane plasmique, active une protéine kinase C, responsable de la phosphorylation de
substrats cellulaires, et concourt a la propagation de la signalisation cellulaire. Concernant
I'IP3, il se lie a son récepteur au niveau du réticulum endoplasmique et engendre la libération
de calcium dans le cytoplasme des cellules. Cette libération de calcium a pour conséquence
I'activation de protéines ayant des rbles dans les phénoménes de croissances, de

différenciations, de migrations ou d’apoptoses.

2.4.3.2. Role biologique des sphingolipides

Les sphingolipides, et plus particulierement les céramides, vont également pouvoir
jouer un role de signalisation au sein de la cellule. Les céramides vont inhiber Ia
phosphorylation d’AKT engendrant un effet sur la survie cellulaire [87]. Les céramides vont
également activer les MAPK conduisant a la synthése de cytokines pro-inflammatoires ou
encore induire I'apoptose en activant la caspase 3 [87]. Les céramides peuvent également
induire un stress du réticulum endoplasmique qui peut a son tour induire des processus
cellulaires conduisant a des phénomenes de mort. Ainsi, les céramides jouent un réle pivot au

sein de la cellule en tant que molécule de signalisation.
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Figure 18 : Effets cellulaires médiés par les céramides [77]
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2.5. Lalipidomique

2.5.1. Lalipidomique, une sous partie de la métabolomique

La métabolomique est une discipline relativement récente, apparue au début des
années 2000. Elle se définit comme I’étude des « molécules de petites tailles » (Figure 19). Un
métabolite peut étre défini au sens large comme une molécule non encodée génétiquement.
Ces molécules peuvent intervenir dans des réactions de production et d’utilisation de
I’énergie, peuvent étre des composés organiques de petites tailles présents dans les
organismes vivants ou encore des produits de dégradation des médicaments. De plus, les
métabolites peuvent étre endogénes ou provenir de l’environnement extérieur. Ces

différentes molécules forment ensemble le métabolome d’un systeme vivant.

[ Génomique

[ Transcriptomique

[ Protéomique

Protéines JER )

T

- J— J —_ J —
N pR / P
(&
>
-
=
€nvironnement

[ Métabolomique

@1 OO
Ao %ge
ndogenes X0genes

Métabolites

Figure 19 : Les cascades « omics » [88]

La métabolomique est une discipline qui se situe en aval de la génomique, de la
transcriptomique et de la protéomique. La métabolomique est la plus récente des disciplines

étudiant les cascades « omiques » (Figure 20).
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Figure 20 : Publications relatives aux différentes disciplines « omiques » sur PubMed

L’analyse lipidomique se définit comme I|’analyse exhaustive des lipides dans un
systéme biologique. Cette discipline représente une branche de la métabolomique, les lipides
étant un sous-groupe du métabolome. Elle a pour but, en particulier dans le contexte de la
recherche biomédicale, de mettre en évidence les lipides impliqués dans certaines pathologies

[68].

L’émergence de la lipidomique, au début des années 2000, a été rendue possible par
I’essor de la spectrométrie de masse (MS) [89]. En effet, les lipides sont des molécules qui sont
difficilement analysables sans avoir recours a la MS. L’absence de structure aromatique ou
conjuguée rend l'identification et la quantification des lipides impossible par des méthodes
utilisant une détection par spectrophotométrie d’absorption UV-visible. Historiquement, les
lipides ont été étudiés par chromatographie sur couche mince (CCM). Par CCM, les lipides sont
séparés en fonction de leur appartenance a une sous-classe [90]. Ainsi, les TG seront
regroupés au sein de la méme tache et seront distincts des autres sous-classes [90]. Cette
technique dispose de certaines limites et ne permet pas I'identification moléculaire, telle que
la détermination de la longueur de chaine d’un phospholipide ou d’un sphingolipide. Elle
permet néanmoins de quantifier les différentes sous-classes lipidiques présentes dans un
échantillon. Le développement de la CCM « haute performance » offre des résultats rapides,
reproductibles et fiables pour déterminer les différentes sous-classes de lipides présentes
dans un échantillon biologique [91]. Les tests fonctionnels représentent une autre approche
pour étudier les lipides. Néanmoins, ces tests sont relativement peu nombreux et ciblent les
enzymes impliquées dans la biosynthése d’un composé et non directement les lipides eux-
mémes. Concernant les méthodes d’imagerie n’utilisant pas la spectrométrie de masse, celles-

ci ne sont généralement pas assez sensibles et spécifiques pour détecter des différences,
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compte tenu de la faible concentration cellulaire de certains lipides. Enfin, la résonance
magnétique nucléaire, technique non destructive permettant de quantifier les sous-classes de
lipides dans un échantillon, manque de sensibilité et nécessite donc généralement des
échantillons relativement concentrés [92]. Or, dans le cas de l'analyse d’échantillons
biologiques, le matériel utilisé n’est généralement pas suffisamment abondant pour utiliser
cette technique d’analyse. Ainsi, la MS est la technique spectrale de choix qui permet
d’identifier et de quantifier un grand nombre de composés lipidiques présents en quantité

relativement faible dans des échantillons biologiques.

2.5.2. Méthodologie de I’analyse lipidomique

L'analyse lipidomique se compose de plusieurs étapes (Figure 20). Une préparation
d’échantillons est nécessaire afin d’obtenir un extrait lipidique qui sera analysé par une
méthode appropriée, incluant une séparation et une détection des lipides présents dans cet
extrait. Les données générées seront ensuite soumises a une étape de retraitement bio-
informatique et d’analyses statistiques, nécessaires pour identifier et quantifier des lipides en

lien avec une problématique biologique.
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Figure 21 : Méthodologie générale de I’analyse lipidomique

32



2.5.2.1. Préparation des échantillons et extraction lipidique

Pour analyser les lipides dans un prélévement tel que des cellules, un tissu ou un fluide
biologique, il est nécessaire de recourir a des méthodes d’extraction préalable. Les deux
principaux objectifs de cette étape sont de réduire la complexité de |’échantillon en se
débarrassant de tous les composés non lipidiques, et de concentrer les analytes d’intéréts
[93,94]. C’est une étape essentielle pour extraire un nombre important de composés
lipidiqgues. Deux grandes méthodes d’extraction sont utilisées dans ce type d’analyse : les

extractions liquides-liquides (ELL) et les extractions solides-liquides (ESL) [89].

Les ELL font généralement intervenir |’utilisation de solvants organiques hydrophobes
tels que le chloroforme ou I’hexane pour extraire les lipides les plus hydrophobes. L'une des
premiéres méthodes d’extraction des lipides a été proposée en 1957 par Folch [95]. Cette
méthode emploie un mélange CHCI3/MeOH/H,0 (8/4/3, v/v/v) en proportion 20/1 (v/v) par
rapport au volume d’échantillons. Cette méthode reste une méthode de référence pour
extraire les lipides dans un échantillon biologique. Une méthode dérivée de Folch est
désormais largement utilisée : il s’agit de la méthode de Bligh and Dyer [96]. Néanmoins, les
considérations toxicologiques liées a la manipulation en quantité relativement importante de
chloroforme, ont conduit au développement de méthodes moins toxiques, comme des
méthodes d’extraction utilisant le Methyl-tert-butyl ether [97]. Ce solvant organique dispose
d’une toxicité moindre que le chloroforme et les rendements d’extraction sont équivalents a

ceux utilisant les méthodes de Folch ou de Bligh and Dyer [97].

2.5.2.2. L'empreinte métabolique

Une fois les lipides extraits, une analyse qualitative et quantitative peut étre réalisée.
L'utilisation de la SM pour l'identification et la quantification des lipides peut étre réalisée

avec ou sans méthode de séparation préalable.

Dans un premier cas, une approche appelée « shotgun » peut étre utilisée. Les extraits
lipidiques issus d’échantillons biologiques sont directement analysés par SM apreés ionisation
par une source appropriée [98]. Cette technique présente plusieurs intéréts: elle est
relativement simple et facilement adaptable pour les approches de type « criblage a haut
débit » [99]. Elle permet d’avoir acces a plusieurs centaines de composés lipidiques présents

dans un échantillon. Lors d’une telle analyse, les lipides sont identifiés uniguement sur la base
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de leur rapport masse sur nombre de charge, ce qui rend le retraitement des données
relativement aisé, une seule dimension étant a considérer. Néanmoins, cette approche
présente plusieurs limites. D’une part, elle ne permet pas de distinguer les isoméres, qui sont
relativement nombreux au regard des différentes especes lipidiques présentes dans un
échantillon biologique [89,93]. D’autre part, elle est particulierement sensible aux
phénomenes de suppressions ioniques, ce qui engendre des biais dans la quantification et

rend l'identification d’espéeces peu abondantes relativement difficile [100].

Dans un second cas, la SM peut étre couplée a des méthodes séparatives préalables
telles que la chromatographie en phase gazeuse ou en phase liquide. La chromatographie en
phase gazeuse est la méthode séparative qui a largement été utilisée pour I'analyse des acides
gras, apres trans-méthylation de ces derniers [101]. Néanmoins, la chromatographie en phase
gazeuse nécessite généralement une dérivation des composés d’intéréts : la préparation des
échantillons et |'analyse des résultats en sont donc plus complexes. Concernant la
chromatographie liquide, I'avénement de I’électronébulisation comme source d’ionisation a
grandement facilité son couplage a la SM [89]. Pour séparer les lipides avant leur introduction
dans le SM, il est possible d’utiliser la chromatographie liquide a polarité de phase normale
(CLPN), a interaction hydrophile (HILIC) ou a polarité de phase inversée (CLPI) [102,103]. Les
deux premieres techniques chromatographiques séparent les lipides selon I'appartenance a
une sous-classe : par exemple, les PC seront élués dans un méme intervalle de temps. La
chromatographie liquide a polarité de phase inversée, quant a elle, permet de séparer les
différentes espéeces lipidiques en fonction de la longueur des chaines d’acide gras composant
les lipides d’intéréts [104—106]. La CLPN est peu compatible avec les SM car elle utilise des
solvants tres apolaires tels gue I’hexane ou le chloroforme pour éluer les lipides. Si la CLPI a
été largement utilisée pendant les quinze derniéres années, la chromatographie HILIC a
récemment gagné en intérét dans le cadre d’analyses lipidomiques [103,107]. De facon
générale, lors d’'une analyse lipidomique utilisant la chromatographie liquide couplée a la SM,
le retraitement des données obtenues est généralement plus complexe car le temps de
rétention ajoute une dimension supplémentaire a I'analyse des résultats [106]. Néanmoins,
I'utilisation de la chromatographie permet de diminuer les phénoménes de suppressions

ioniques, d’identifier des especes faiblement présentes dans les échantillons biologiques ainsi
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que de séparer certains isomeéres ce qui représente un avantage majeur dans l'identification

des lipides [93].

2.5.2.3. Méthodes de retraitement des données

Les analyses lipidomiques engendrent une quantité de données importantes qui
nécessite des retraitements afin de transformer ces données en informations exploitables.
Ces méthodes sont nombreuses et sont fondées sur ['utilisation de solutions bio-
informatiques. Néanmoins, la méthodologie du retraitement des données reste toujours
semblable. En effet, I’objectif premier est d’extraire I'’ensemble des variables détectées par le
systeme analytique, c’est-a-dire le temps de rétention chromatographique, le rapport masse
sur nombre de charge et I'aire sous la courbe ou l'intensité. Pour cela, les grandes étapes
incluent I'extraction des variables par des algorithmes afin de construire et organiser une
matrice informatique de données regroupant les intensités de toutes les caractéristiques
détectées, c’est-a-dire les couples rapport masse sur charge / temps de rétention. Un exemple
de stratégie de méthode de retraitement des données et d’identification des variables

discriminantes est présenté dans la partie expérimentale.

Une fois les données extraites et la matrice constituée, I'identification des variables,
discriminantes ou non, peut étre réalisée selon différentes méthodes comme I’ utilisation de
bases de données propres a un laboratoire ou publiques telles que LipidMaps® ou Metlin®.
L'identification des lipides représente une étape cruciale dans I'analyse lipidomique car elle
conditionne l'interprétation biologique en aval. Elle nécessite généralement le recours a la
spectrométrie de masse en tandem afin d’élucider complétement la structure d’un composé

lipidique, par étude des fragments caractéristiques.

2.5.3. Analyse lipidomique et sécheresse oculaire

Actuellement, peu d’analyses lipidomiques ont été consacrées a la sécheresse oculaire.
Les quelques études publiées se sont focalisées sur I’'étude des lipides du film lacrymal. En
effet, les sécheresses oculaires par exces d’évaporation ont une forte prévalence dans les
populations atteintes de SO et sont majoritairement liées a un dysfonctionnement des glandes
de meibomius [2,5]. Ainsi, la caractérisation de la composition lipidique des larmes et du

meibum de patients a permis de mettre en évidence qu’une tres grande quantité d’especes
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lipidiques y sont présentes. Les esters d’acides gras et le cholestérol sont les sous-classes les
plus représentées ; elles permettent la cohésion de la phase lipidique du film lacrymal évitant
ainsi I’évaporation de la couche aqueuse. Chez les patients atteints de sécheresse oculaire,
une diminution du taux d’esters de cires est observée et correle avec les parameétres cliniques

de sévérité de la maladie [108].

Cependant, peu d’études se sont intéressées aux roles des lipides des cellules de la
surface oculaire, les cellules cornéennes et conjonctivales, qui jouent un réle de défense
contre les agressions extérieures et qui sont en premiéere ligne lorsque le film lacrymal est
altéré. De plus, les lipides cellulaires jouent un réle majeur dans les processus de recrutement
de cellules inflammatoires mais également dans la mort cellulaire, deux phénomenes clefs
dans la physiopathologie de la sécheresse oculaire. Ainsi, il semble important de comprendre
comment les lipides des cellules de la surface oculaire sont modifiés au cours de la SO. Pour
cela, nous avons utilisé un modele in vitro de sécheresse oculaire, la lignée de cellules
épithéliales humaines cornéenes HCE-T exposées au BAK, principal conservateur des collyres
ophtalmologique, ou a I'hyperosmolarité, trait physiopathologique central de la SO. Les

résultats de cette analyse sont présentés dans la partie expérimentale.
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Expérimentation
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3. Matériels et Méthodes

3.1. Culture cellulaire

La lignée de cellules humaines épithéliales de la cornée immortalisée par SV-40 (HCE-T,
Rikken Bioressource, Japon) a été utilisée pour réaliser I’étude [109]. Les cellules ont été
cultivées dans un milieu de culture DMEM/F12 (Gibco®, Paisley, UK) supplémenté avec 10%
de sérum de veau feetal (SVF, Gibco®, Paisley, UK), 2 mM de glutamine (Gibco®, Paisley, UK),
100 Ul/mL de Pénicilline et 100 pug/mL de Streptomycine (Gibco®, Grand Island, USA). Les
cellules ont été entretenues une fois par semaine par décollement enzymatique avec une

solution de trypsine 0,05% - EDTA (Gibco®, Paisley, UK).

3.2. Solutions d’exposition

Une solution mére de chlorure de benzalkonium (Sigma-Aldrich, Saint Quentin Fallavier,
France) a 0,1% (m/v), correspondant a 2,65 mM, a été utilisée pour réaliser toutes les
expériences. Les solutions hyperosmolaires ont été réalisées apres dilution a partir d’'une
solution mére de 1000 mOsM en surchargeant du milieu de culture avec du chlorure de
sodium (Sigma-Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France). Une mesure d’osmolarité a été

réalisée pour chaque solution a partir d’'un osmometre (Roebling 13DR, Berlin, Allemagne).

3.3. Immunomarquage par immunofluorescence indirecte

Les cellules ont été ensemencées sur des lamelles de 20 mm autoclavées et placées dans
des plaques 12 puits a une densité de 100 000 cellules/mL. Aprés exposition pendant 24
heures, les cellules sont lavées au PBS (Gibco®, Paysley, UK) puis fixées par une solution de
paraformaldéhyde a 4% pendant 15 minutes. Les cellules sont ensuite perméabilisées et
saturées avec une solution contenant du Triton-X® a 0,3% et du sérum de cheval a 5% pendant
20 minutes. Aprés lavage au PBS, les cellules sont incubées avec I’anticorps primaire pendant
1 heure a température ambiante, puis avec I'anticorps secondaire (AlexaFluor® 488 ou 588)
pendant 30 minutes. Les noyaux cellulaires sont marqués au 4',6-diamidino-2-phenylindole
(DAPI). Apres lavage, les lamelles sont montées sur lame avec un liquide de montage

Fluoromount® (Sigma, Saint-Quentin-Fallavier, France).
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Tableau 2 : Références des anticorps utilisés

Anticorps Hote Dilution Références
P38-Totale Lapin 1/50 Cell Signaling® - 9212
Phospho-P38 Lapin 1/1600 Cell Signaling® — 4511
P42/44 Totale Lapin 1/250 Cell Signaling® —9101
Phospho-P42/44 Souris 1/50 Cell Signaling® — 4696
Caspase 3 Clivée Lapin 1/400 Cell Signaling® — 9661

3.4. Test de cytotoxicité

3.4.1. Test de viabilité au Rouge Neutre

Le rouge neutre est un colorant vital qui s’accumule dans les lysosomes des cellules
viables [110]. Ce colorant traverse la membrane plasmique par voie passive et s’accumule
ensuite dans les lysosomes. Aprés incorporation du rouge neutre dans les lysosomes, celui-ci
est piégé si les cellules sont intactes. Pour réaliser cet essai, une solution mere a 0,4% est
préparée en dissolvant 40 mg de Rouge Neutre (Sigma-Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France)
dans 10 mL d’eau stérile. Le jour de I'expérience, une solution-fille diluée au 80°™me, est
préparée dans du milieu de culture seul. La solution ainsi préparée est centrifugée a 3500 rpm
pendant 10 minutes. Les cellules HCE-T sont ensemencées dans des plaques 96 puits a une
densité de 20 000 cellules par puits. Apres 24 heures d’adhérence, les cellules sont exposées
pendant 24 heures puis rincées par 200 pL de PBS. La coloration se réalise en distribuant la
solution fille de rouge neutre a raison de 200 pL par puits. Les plaques sont incubées pendant
3 heures a 37°C a I'abri de la lumiére, puis un rincage au PBS est effectué. Les cellules sont
ensuite lysées par une solution d’acide acétique (1%, v/v) et d’éthanol (49,5%, v/v) puis
homogénéisées pendant 15 minutes sur plaque agitatrice a température ambiante. L'intensité
de la fluorescence est mesurée a partir d’un spectrofluorometre (TECAN, Neuville-Sur-Oise,
France) a une longueur d’onde d’excitation de 540 nm et une longueur d’onde d’émission de

600 nm.
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3.4.2. Production d’espéces réactives de I'oxygéne via la sonde H2DCFDA

Le diacétate de dichlorodihydrofluorescéine 2,7 ou H,DCFDA est une forme
chimiquement réduite de la fluorescéine. Cette sonde fluorogene traverse la membrane
cellulaire par diffusion passive et s’accumule dans le cytosol ou elle est hydrolysée par les
estérases cellulaires en 2’,7’-dihydrochlorofluorescéine. Cette molécule peut étre alors
oxydée par les especes réactives de I'oxygene (ERO), plus spécifiquement par le peroxyde
d’hydrogene H,0;, formant ainsi un dérivé fluorescent, la 2’,7’-dichlorofluorescéine.
L'intensité de fluorescence mesurée est donc proportionnelle a la concentration en ERO
présente dans la cellule et est corrélée au stress oxydant. La solution d’"H,DCFDA est fournie
dans du DMSO a une concentration de 0,1 M (Thermo Fisher Scientific, Saint-Quentin-
Fallavier, France). Une solution fille a 20 uM est préparée dans du PBS. Aprés ensemencement
a raison de 20 000 cellules par puits, les cellules sont traitées pendant 24 heures puis rincées.
Un volume de 200 pL de la solution fille d’H,DCFDA est distribué dans chaque puits. Aprés 30
minutes d’incubation a température ambiante, I'intensité de la fluorescence est mesurée a
partir d’'un spectrofluorometre a une longueur d’onde d’excitation de 485 nm et une longueur

d’onde d’émission de 535 nm (TECAN, Neuville-Sur-Oise, France).

3.5. Analyse lipidomique

3.5.1. Préparation des échantillons et extraction des lipides

Vingt-quatre heures aprés ensemencement dans un milieu de culture contenant 10%
de SVF, les cellules sont incubées en présence de BAK ou de solutions hyperosmolaires (HO)
dans un milieu contenant 2% de SVF. Aprés 24 heures d’exposition, les cellules sont détachées
rapidement par action enzymatique de la trypsine. Aprés centrifugation a 2000 rpm pendant

10 minutes, les cellules sont rincées avec du PBS puis conservées a -80°C.

Le jour de I'extraction, les culots cellulaires contenant 3 millions de cellules sont mis
en suspension dans 1 mL d’eau. Une lyse cellulaire est réalisée par choc osmotique puis
traitement par les ultrasons a 4°C pendant 5 minutes. Un volume de 15 pL d’une solution
contenant un étalon interne représentatif de chaque sous-classe de lipides est ajouté a la
suspension cellulaire. Une extraction liquide/liquide est ensuite réalisée en ajoutant 3,75 mL
d’un mélange de chloroforme et de méthanol (1/2 ; v/v) contenant 0,01 % de 3,5-di-tert-4-
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butylhydroxytoluéne (BHT). Le BHT, ajouté a tous les solvants d’extraction, est utilisé afin de
limiter I'oxydation des lipides durant |’extraction. Les échantillons sont alors agités par
retournement pendant 20 minutes a température ambiante. Un volume de 1,25 mL de
chloroforme est ajouté, les échantillons sont agités pendant 30 secondes puis un volume de
1,25 mL d’eau est additionné. Les échantillons sont a nouveau agités par retournement
pendant 10 minutes a température ambiante. Une centrifugation est réalisée pendant 10
minutes a 2500 rpm afin de parfaire la séparation entre phases aqueuse et organique. Un
volume de 2 mL de phase organique contenant les lipides extraits est alors prélevé puis
évaporé de ses solvants a 45°C sous pression réduite (SpeedVac®, Thermo Fisher Scientific,
Saint-Quentin-Fallavier, France). Les résidus secs sont repris dans 300 pL de chloroforme puis
évaporés a nouveau. Enfin, les extraits lipidiques sont repris dans 100 pL d’un solvant composé
d’un mélange acétonitrile/isopropanol/chloroforme/eau (35/35/20/10; v/v/v/v) avant
injection dans le systeme de chromatographie liquide ultra performante couplé a la

spectrométrie de masse haute résolution (UPLC-HRMS-ESI+/-).

3.5.2. Analyse lipidomique globale

3.5.2.1.  Analyse UPLC-HRMS-ESI+/-

Afin de valider I'analyse d’un point de vue analytique, un échantillon de contréle
qualité (QC 1/1) est préparé par mélange équivolumétrique de chaque échantillon lipidique
extrait [104,105]. Une partie du QC 1/1 est diluée au 1/3 et au 1/6 permettant I'obtention
d’'un QC 1/3 et d’un QC 1/6. Les échantillons sont injectés de fagon orthogonalisés afin de
prévenir les biais d’analyse liés a d’éventuelles dégradations compte tenu de la durée de
I"analyse (36 heures). En plus des échantillons lipidiques extraits et des QCs, un mélange
standard de 48 lipides est injecté régulierement au cours de I'analyse. Ce mélange contient
des lipides des principales classes et sous-classes lipidiques. Il permet de valider la stabilité
analytique du spectrométre de masse en évaluant I'exactitude de la mesure de masse ainsi
que la séparation chromatographique par comparaison des temps de rétention des standards

lipidiques avec les données préalablement acquises.

3.5.2.2. Conditions analytiques

La chromatographie liquide a polarité de phase inversée est réalisée sur un systeme

UPLC Acquity® Waters® (Manchester, UK) en utilisant une colonne CSH® C18 (100 x 2,1 mm,
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1,7 um). La séparation chromatographique est réalisée en gradient de solvants. La phase
mobile est constituée par un mélange de 2 solvants: eau/acétonitrile (60/40) et
isopropanol/acétonitrile (90/10) contenant chacun un tampon d’acétate d’ammonium a 10
mM. Le débit est de 0,4 mL/min, la température de la colonne est maintenue a 50°C et la
durée totale de I'analyse est de 15 minutes. Les données sont collectées sur un spectrométre
de masse SYNAPT® G2 High Definition Mass Spectrometry® Waters® (Manchester, UK)
utilisant I'électronébulisation en mode positif (ESI+) et en mode négatif (ESI-) comme méthode
d'ionisation. Les parameétres de la source d’ionisation sont les suivants : tension de cone de 30
V pour I'ESI + et de 45 V pour I'ESI -, température de source de 120 °C, température de
désolvatation de 550 °C et débit du gaz de désolvatation de 900 L/h. La durée de balayage est
de 0,1 seconde et la résolution est de 21 500 (FWHM). Les spectres de masse sont acquis en
mode centroide dans un intervalle de masse compris entre m/z 50 et 1200. La leucine
enképhaline (Sigma, Saint Quentin Fallavier, France) est utilisée comme étalon externe

(LockSpray®) afin de corriger la mesure de masse durant I'acquisition.

3.5.2.3. Prétraitement des données

A partir des données UPLC-HRMS-ESI+/-, une extraction des données sous forme de
variables est effectuée a I'aide du script MassWolf et du logiciel XCMS. Chaque variable est
caractérisée par un temps de rétention (tg), un rapport masse sur nombre de charge (m/z) et
une intensité. L'ensemble des variables est organisé en une matrice de données ou les
intensités des pics sont associées a une unique valeur m/z et tg pour chaque échantillon. Les
intensités de chaque variable sont ensuite normalisées par rapport a l'intensité totale. Une
fois normalisées, les variables sont filtrées selon le coefficient de corrélation. Seules les
variables dont l'intensité est corrélée de facon suffisante entre les QC 1/1, 1/3 et 1/6 sont
conservées, le seuil étant fixé a 0,7. Une seconde filtration est effectuée selon le coefficient
de variation (CV) calculé pour chaque valeur a partir des intensités des QCs 1/1. Seules les

variables ayant un CV inférieur a 20% sont conservées.

3.5.2.4. Analyses statistiques multivariées

Les données ont été analysées a I'aide du logiciel SIMCA-P+ (Umetrics, Aubagne,
France). Plusieurs analyses statistiques multivariées (ASM) ont été réalisées dans le but de

rechercher d’éventuelles corrélations entre des données spectrales (rapport m/z, temps de
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rétention, intensité) et des données biologiques (conditions d’exposition). Tout d’abord, nous
avons réalisé une ASM non supervisée, I'analyse en composante principale (PCA), sans
indication a priori sur I'appartenance de chaque échantillon a un groupe, afin de mettre en
évidence la distribution des variables selon la plus grande variance. Ensuite, nous avons utilisé
deux types d’ASM supervisées : I'analyse discriminante par les moindres carrés partiels (PLS-
DA) et ’analyse discriminante par les moindres carrés partiels orthogonales (OPLS-DA). La PLS-
DA est dite supervisée car un facteur explicatif a I'origine de la séparation des variances est
introduit, c’est-a-dire que I'appartenance de chaque échantillon a un groupe est indiquée a

priori. L’objectif reste le méme que celui de la PCA.

L'OPLS-DA est également une analyse supervisée ou |'appartenance de chaque
échantillon a un groupe est indiquée mais elle se distingue de la PLS-DA par la séparation de
la matrice de données spectrales en deux groupes : un premier correspondant aux variables
corrélées a un descripteur de la matrice de données biologiques et un second correspondant
aux variables non corrélées a un descripteur de cette méme matrice. Ainsi, I’analyse OPLS-DA
permet de séparer les variables prédictives de celles qui ne le sont pas et modélise

uniquement les variables a I'origine d’une séparation.

Le profil lipidique global entre les cellules HCE-T exposées et non exposées est donc
comparé en utilisant une analyse PCA, une analyse PLS-DA et une analyse OPLS-DA aprées
transformation de Pareto des données. Une validation croisée de I'analyse des variances (CV-
ANOVA) est réalisée pour chaque analyse supervisée avec un risque alpha fixé a 0,05. Un essai
de permutation est également réalisé pour chaque analyse statistique multivariée supervisée.

A partir du modele OPLS-DA, une modélisation S-Plot est générée.

3.5.2.5. Annotation des lipides discriminants

Les lipides dont le taux est modifié ont été annotés a partir de la base de données
LipidMaps® et Metlin® a partir du rapport m/z. Les lipides peuvent étre annotés sous forme
d’ions [M+H]* et [M-H]" mais également sous forme d’adduits ioniques (sodium, potassium,
ammonium). Les variables redondantes ont été exclues. La tolérance de différence de masse
a été fixée a 5 ppm. L'annotation est également fondée sur le temps de rétention de chaque
composé. Des lipides de référence ont été injectés plusieurs fois au cours de |'analyse
permettant ainsi de connaitre le temps de rétention pour un lipide connu. Une relation
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linéaire existe entre le nombre de carbones équivalent (ECN) et le temps de rétention pour
chaque sous-classe de lipides. Un seuil de différence entre le temps de rétention théorique et

expérimental a été fixé a 15% pour confirmer I’annotation.

3.5.2.6.  Analyses statistiques univariées

Pour chaque lipide annoté, un test de Student est réalisé afin de comparer les
moyennes des groupes exposés et non exposés. Le taux de fausses découvertes (False
Discovery Rate, FDR) est réalisé en post hoc avec un risque alpha fixé a 0,01. Ce test a pour
objectif d’évaluer les faux positifs compte tenu du risque alpha fixé pour le test de Student a

0,05.

3.5.3. Analyse lipidomique ciblée : quantification des stérols

Les culots cellulaires contenant 3 millions de cellules ont été récupérés comme décrit
dans la partie 3.5.1 (Matériels et Méthodes). Le dosage des stérols est également réalisé par
chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse [111]. Brievement, le culot
cellulaire est suspendu dans 600 uL d’eau, agité pendant 30 secondes puis plongé dans un
bain a ultrasons a 4°C pendant 5 minutes. Tous les solvants d’extraction sont additionnés de
0,01% de BHT afin de prévenir I'oxydation. Les stérols sont extraits par une extraction
liquide/liquide par un mélange d’hexane et de méthanol (7/1 ; v/v) sous agitation pendant 40
minutes puis évaporés a 45°C sous pression réduite. Une dérivation des stérols est réalisée en
reprenant le résidu sec obtenu par un volume de 200 pL d’une solution de dichlorométhane
contenant du 4-(diméthyl-amino)phényl isocyanate (DMAPI). Un volume de 30 ulL de
triéthylamine est également ajouté. En présence de triéthylamine, le DMAPI réagit avec la
fonction hydroxyle ou la fonction carbonyle des stérols pour former un carbamate stable. La
réaction est effectuée a 65 °C pendant 2 heures. Un volume de 150 pL de tampon phosphate
est ajouté pour interrompre la réaction suivie d’un volume de 3 mL d’hexane. Une
centrifugation a 2500 rpm est effectuée pendant 10 minutes. La phase organique contenant
les stérols dérivés est prélevée et évaporée a 45°C sous pression réduite. Enfin, les résidus
secs sont repris dans un volume de 100 pL d’un mélange d’acétonitrile et d’isopropanol (1/1 ;

v/Vv) puis injecté dans le systéme UPLC-HRMS-ESI+/-.
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3.6. Analyse d’expression génique

3.6.1. Extraction des ARN totaux

Les ARN totaux (ARNt) ont été extraits a partir du kit Nucleospin® (Macherey Nagel,
Neumann-Neander, Allemagne) selon les recommandations du fournisseur. Brievement, le
culot cellulaire conservé a -80°C est repris dans un volume de 350 pL de tampon de lyse
contenant du tris(2-carboxyethyl)phosphine. Aprés homogénéisation du lysat, une filtration
est effectuée par centrifugation a 11 000 rpm pendant 1 minute. Un volume de 350 pL
d’éthanol 70% est ajouté afin de charger les acides nucléiques et de permettre leur
adsorption. Aprés homogénéisation, le lysat est déposé sur une colonne de silice permettant
de retenir les acides nucléiques. Une centrifugation est réalisée a 11 000 rpm pendant 30
secondes. Un volume de 350 pL d’un tampon permettant d’éliminer les sels présents sur la
colonne est ajouté puis une centrifugation est effectuée a 11 000 rpm pendant 1 minute. Un
volume de 95 pL d’une solution derDNase digérant I’ADN est ajouté au centre de la membrane
de silice. Une incubation a température ambiante pendant 15 minutes est alors réalisée. Apres
I'incubation, 3 lavages successifs sont réalisés a I'aide de tampon de lavage. L’élution des ARNt
est effectuée par un volume de 60 uL d’H,0 sans RNAse. Les concentrations en ARNs sont
déterminées par un spectrophotomeétre Nanodrop® (Thermo Fisher Scientific, Saint-Quentin-

Fallavier, France). Les ARN extraits sont conservés a -80°C.

3.6.2. Transcription inverse (Reverse transcription)

La synthése des brins d’ADN complémentaire (ADNc) est réalisée a partir d’'une
quantité identique d’ARN pour chaque condition d’exposition (600 ng) a 'aide du kit High
Capacity cDNA Reverse transcription (Applied Biosystem). La réaction de rétro transcription
est réalisée a partir d’'un mélange réactionnel contenant 1 uL de reverse transcriptase, 2 uL de
RT random primers, 0,8 pL d’une solution contenant les désoxyribonucléotides, 10 uL d’un
tampon et 14,2 uL contenant 600 ng d’ARN. Cette réaction est réalisée sur un thermocycleur
(Applied Biosystem) selon les conditions suivantes : (1) 25°C pendant 20 minutes, (2) 37°C
pendant 2 heures, (3) 85°C pendant 5 minutes. Les échantillons sont immédiatement

conservés a -20°C jusqu'a une utilisation ultérieure.
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3.6.3. qPCR

La concentration en ADNc est de 5 ng/uL. Le mélange réactionnel ajouté dans chaque
puits est composé de 10 yL de Master Mix®, 0,7 uL de sondes TagMan® et 4,3 uL d’H,0. Les
sondes TagqMan utilisées sont les suivantes: HPRT: Hs02800695 ml, [L-1B:
Hs015554136_m1, /L-6 : Hs00174131_m1, CCL2 : Hs00234140_m1, NOX1 : Hs01071088 m1,
CERS2: Hs00371958_gl1, ASAH2: Hs01015655_m1, DGATI1: Hs01020362_gl, PLAIA:
Hs01056915 m1, SMPD2 : Hs00906924 g1.Le géne codant pour HPRT est utilisé comme géne
de ménage. Un volume de 5 pL de chaque échantillon et 15 puL de mélange réactionnel sont
placés dans une plaque 96 puits. La PCR est réalisée a I’aide d’un thermocycleur 7300 (Applied
Biosystem®). La réaction enzymatique comprend une étape initiale a 50°C pendant 2 minutes,
suivie de 40 cycles se composant d’une étape a 95°C pendant 15 secondes, une étape a 60°C
pendant 1 minute. La quantification est réalisée par la méthode du AACt. Un ACt echantilion €St
calculé selon la formule ACt chantilion = Ct Gene cible — Ct contréle endogene. AACt = ACt Echantillon exposé —
ACt calibrateur Le controle endogene correspond a I’HPRT et le calibrateur est un contréle non
exposé pour chaque géne. La quantification relative RQ est obtenue de la fagon suivante : RQ
= 2°08Ct RQ correspond a un ratio représentant I'expression du géne cible dans I’échantillon

exposé par rapport a son expression dans le calibrateur.

3.7. Coloration des triglycérides

Les cellules ont été ensemencées sur lamelles a une densité de 100 000 cellules/mL. Aprés
exposition, les cellules sont lavées au PBS puis fixées par une solution de paraformaldéhyde a

4%.

3.7.1. Coloration a I'huile rouge

Trois volumes d’une solution commerciale glycérolée contenant 0,5% d’huile rouge
(Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France) sont mélangés a 2 volumes d’eau. Un volume
de 100 pL de la solution est ajouté dans chaque puits. Aprés 30 minutes d’incubation, les
cellules sont lavées au PBS pendant 5 minutes a 3 reprises. Les lamelles sont montées sur lame
dans un milieu de montage composé de glycérol puis sont observées en microscopie a

fluorescence.
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3.7.2. Coloration au Rouge Nil

Une solution de Rouge Nil (Thermo Fisher Scientific, Saint-Quentin-Fallavier, France)
est diluée au 1000%™e dans un liquide de montage composé de glycérol (Sigma-Aldrich, Saint-
Quentin Fallavier, France). Les lamelles sont directement montées sur lame. L’observation est

réalisée en microscopie a fluorescence.

3.8. Analyses statistiques

Chaque expérimentation est réalisée au minimum a trois reprises indépendantes. En
fonction des expérimentations, deux a six réplicas techniques ont été réalisés par réplicas
biologiques. Les résultats sont présentés en pourcentage par rapport au contrble et
correspondent aux moyennes avec une barre d’erreur représentant I'écart type. Les analyses
statistiques ont été réalisées a partir du logiciel GraphPad Prism 7 (GraphPad, GraphPad
Software, La Jolla, CA). Aprés vérification de la normalité par un test d’Agostino-Pearson, la
comparaison des moyennes de plus de 2 groupes est réalisée a partir d’'un test ANOVA suivi
d’un test post-hoc de Dunnet de comparaison multiple avec un risque o fixé a 0,05. Les
comparaisons de deux moyennes ont été réalisées a partir d’'un test de Student apreés
vérification de la normalité. Les seuils de significativités comparés au contréle sont les

suivants : *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001.
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4. Résultats

Afin de déterminer la valeur hyperosmolaire (HO) et la concentration en BAK qui seront

utilisées lors de I'analyse lipidomique, des tests de viabilité et de cytotoxicité ont été réalisés.

4.1. Test de viabilité au Rouge Neutre

Les résultats montrent une diminution de la viabilité dépendante de la concentration lors
de I'exposition des cellules au BAK ou a I’hyperosmolarité (Figure 22). Une concentration en
BAK de 6.10° % diminue la viabilité cellulaire d’environ 30% par rapport au contrdle (p <
0,0001). Globalement, une exposition a des concentrations inférieures ou égales a 10* % en
BAK conduit a une viabilité d’environ 60%. Aprés exposition a une osmolarité de 500 mOsM

une diminution d’environ 40% de la viabilité est observée.
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Figure 22 : Viabilité cellulaire aprés exposition au BAK (A) ou a I’hyperosmolarité (B) pendant
24 heures évaluée a partir de test au rouge neutre. Le controle négatif correspond au milieu
de culture. Les résultats sont présentés sous forme de moyennes +/- I’écart type (n = 6).

Une diminution d’environ 40% de la viabilité cellulaire est un indicateur de cytotoxicité
admis en toxicologie (ISO 10993-5). Pour les études de I'expression génique et protéique de
médiateurs inflammatoires, les concentrations en BAK de 6.10% et 10*% ainsi que les valeurs
osmolaires de 400 et 500 mOsM ont été utilisées pour évaluer I'effet dose-réponse. Pour les
résultats de I’analyse lipidomique globale et ciblée, seule la concentration en BAK de 10* % et

la valeur osmolaire de 500 mOsM seront présentées.

48



4.2. Production d’espéces réactives de I’oxygéne (ERO) via la sonde H,DCFDA

Afin d’évaluer si les ERO contribuent au phénomene de cytotoxicité observé par I'essai au
rouge neutre, des essais utilisant la sonde H,DCFDA ont été réalisés (Figure 23). Les résultats
montrent que les ERO sont augmentées lors de I'exposition pendant 24 heures a des
concentrations en BAK supérieures a 4.10 % (p < 0,01). Aprés exposition a I’hyperosmolarité,

une augmentation des ERO est observée apres exposition a des concentration supérieures a

550 mOsM (p < 0,0001).
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Figure 23 : Evaluation de la production d’espéces réactives de I'oxygéne apres exposition
pendant 24 heures au BAK (A) ou a I'hyperosmolarité (B) a partir de la sonde H,DCFDA. Le
controéle négatif correspond au milieu de culture. Les résultats sont présentés sous forme de

moyennes +/- I’écart type (n = 6).

4.3. Analyse de I’expression de médiateurs inflammatoires

La sécheresse oculaire s'accompagne d'un phénomeéne inflammatoire caractérisé par une
surproduction de cytokines pro inflammatoires. Par conséquent, I'expression génique de

certains de ces médiateurs inflammatoires a été évaluée par RT-gPCR.

Une augmentation de I’expression génique de I'/L1B et de I'lL6 est observée de facon
dépendante de la concentration de BAK (p < 0,05). En revanche, aucune augmentation de

I'expression génique du CCL2 n’a été mise en évidence aprés exposition aux concentrations

en BAK utilisées (Figure 24 A).
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Figure 24 : Expression des médiateurs de I'inflammation aprées exposition au BAK (A) ou a

I’hyperosmolarité (B). Les résultats sont présentés sous forme de moyennes = I’écart type (n
=5).

Une augmentation significative de I'expression génique de CCL2 et de NOX1 (p < 0,05)
apres exposition a I’hyperosmolarité a été observée ainsi qu’une augmentation de

I’expression génique de I'IL6 pour une osmolarité de 500 mOsM (p < 0,001) (Figure 24 B).

4.4. Expression de protéines impliquées dans I'inflammation et ’apoptose

La sécheresse oculaire s’accompagne de processus de mort cellulaire et d’inflammation.
Ces processus incluent des médiateurs moléculaires, notamment une augmentation des
Caspases 3 clivées et des formes actives des MAPK. Afin d’évaluer I'expression protéique de
ces médiateurs inflammatoires et apoptotiques, des immunomarquages ont été réalisés apres

exposition au BAK ou a I’hyperosmolarité.

L’exposition au BAK engendre une augmentation dépendante de la concentration de la
caspase 3 clivée (Figure 25). La forme totale de p42/44 n’est pas augmentée, montrant une
expression constante avec ou sans exposition au BAK. La forme phosphorylée de p42/44,
représentant la forme activée, a une intensité augmentée par rapport au controle. Pour la
protéine p38 de la voie des MAPK, une légere augmentation de la forme phosphorylée est
également observée pour I'exposition au BAK 10* %. Néanmoins, aucune méthode
quantitative n’a été réalisée et les observations susmentionnées sont uniquement basées sur

I’évaluation visuelle des observations faites en microscopie a fluorescence.
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Figure 25 : Immunocytochimie apreés exposition au BAK ou a I’hyperosmolarité. Le marquage de la protéine p42/44 totale est représenté en
vert et sa forme phosphorylée en rouge. L’exposition au BAK 104 % engendre une augmentation de la forme phosphorylée de p42/44, une légére
augmentation de la forme phosphorylée de p38 et une augmentation de la forme clivée des Caspases 3. L’exposition a une osmolarité de 500
mOsM engendre une augmentation de la forme phosphorylée de p42/44, de la forme phosphorylée de p38 et de la forme clivée des Caspases 3.
L'expression de la forme totale de p38 et p42 a été évaluée pour chaque condition d’exposition et n’est pas modulée. Les noyaux ont été marqués
au DAPI, représenté en bleus. Grossissement x 400.
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L’exposition a I’hyperosmolarité engendre une augmentation de la caspase 3 clivée (Figure
25). Cependant, l'intensité de la fluorescence semble moins importante que lors de
I’exposition au BAK 10* %. Une légére augmentation de la forme phosphorylée de p42 est
observée pour une exposition osmolaire de 500 mOsM. Une augmentation de l'intensité de la
fluorescence est observée pour la forme phosphorylée de p38 a la dose de 500 mOsM

indiquant une augmentation par rapport au contrdle.

4.5. Analyse lipidomique globale

Pour étudier I'impact de I'exposition au BAK ou a I"hyperosmolarité sur la composition en
lipides des cellules HCE, nous avons effectué une analyse lipidomique globale par
chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse (UPLC-MS). Un exemple de
chromatogramme en mode d’ionisation positif (ESI+) et négatif (ESI-) d'extraits de lipides

cellulaires provenant de cellules HCE-T est présenté sur la Figure 26.
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Figure 26 : Chromatogrammes de cellules controles obtenus en mode d'ionisation positif (A)
et négatif (B). Les lipides sont séparés en fonction de leurs longueurs de chaine. Les deux
modes d’ionisation sont complémentaires, les glycérolipides ne sont ionisés qu’en ESI+ alors
qgue les acides gras qu’en ESI-. Les phospholipides sont ionisés dans les deux polarités
d’ionisation mais disposent d’une sensibilité dans chaque polarité différente en fonction des
sous-classes.

En mode d’ionisation positif, les lysophospholipides (LP) et les monoacylglycérols
(MG), sont élués entre 1,5 et 3 min, les phospholipides (phosphatidylcholine PC,
phosphatidyléthanolamine PE, phosphatidylinositols Pl, phosphatidylglycérol PG et
phosphatidylsérine PS) et les sphingolipides (Sphingomyéline SM et Céramide Cers) sont élués
entre 5 et 8 min, les diacylglycérols (DG) entre 6 et 9 min et les triacylglycérols (TG) entre 8 et
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11 min. En mode d’ionisation négatif, les AG sont d'abord élués avant 6 min, suivis des Cers et

des phospholipides (PE, Pl, PG et PS) entre 6 et 9 min.

La validation de I'analyse lipidomique a été effectuée en accord avec les méthodologies
préalablement publiées et en accord avec les lignes directrices actuelles [104,105,112]. Afin
de valider I’analyse d’un point de vue analytique, des QCs a différentes dilutions (QC 1/1, 1/3
et 1/6), préparés a partir d’'un mélange équivolumétrique de chaque échantillon, ont été
injectés tout au long de la séquence d’analyse et une analyse en composante principale (PCA)

a été réalisée sur ces QCs.
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Figure 27 : Représentation graphique du modeéle PCA générée a partir des données obtenues
en UPLC-HRMS en mode ESI+ (A) et ESI- (B) montrant la séparation des différentes catégories
d’échantillons : 1A & 1B-QCs 1/1, 1/3, 1/6 et blancs

La représentation graphique du modeéle générée pour I'analyse ESI+ et ESI- montre le
regroupement des réplicats de chaque QCs en fonction des trois niveaux de dilution (Figure
27). Ainsi, ce résultat valide la qualité des données obtenues en ESI+ et en ESI- et confirme
que les différences entre les échantillons biologiques ne sont pas liées a des variations

analytiques.

4.5.1. Analyses statistiques multivariées

Une analyse non supervisée (PCA) comparant les cellules exposées au BAK et les
cellules « contréle » a d’abord été effectuée. L’analyse en ESI+ et en ESI- montre deux groupes
séparés correspondant aux échantillons contréle et exposés au BAK 10* %. (Figure 28 B1 et

B3). Le pourcentage de variables explicatives et prédictives générées présentait une valeur
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modérée pour les données acquises en ESI + (R2 =0,42, Q? = 0,32) et une valeur relativement
élevée pour les données acquises en ESI- (R?=0,62, Q*=0,52). Une analyse non supervisée a
également été réalisée pour comparer les lipidomes des cellules exposées a I’hyperosmolarité
et les cellules contréle. Les analyses non supervisées ont été validées selon la procédure

décrite dans la partie matériels et méthodes relative a ce sujet.

4.5.2. Annotation des lipides

4.5.2.1. Exposition au BAK

Pour le BAK, 1200 variables ayant un p(corr) > 0,7 ont été extraites des S-Plot générés
a partir des données obtenues en UPLC-MS-ESI+/- (Figure 28 C1 et C3). Au total, 102 lipides
sont régulés avec 38 lipides dont le taux est augmenté et 64 lipides dont le taux est diminué.
Apres exposition au BAK, les sphingolipides, classe regroupant les céramides (Cer) et les
sphingomyélines (SM) sont augmentés (Figure 29). Les phosphatidylcholines (PC) et les
phosphatidyléthanolamines (PE), sont diminués au profit de leur forme lysophosphatidique
(Figure 29). Pour les glycérophospholipides, la forme plasmalogéne varie dans le méme sens
que la forme non plasmalogene. Pour les glycérolipides, seul un triacylglycérol (TG) est
augmenté aprés exposition au BAK tandis que 1 monoacylgycérol (MG) et 11 diacylglycérols

(DG) sont diminués (Figure 29).

45.2.1. Exposition a I’hyperosmolarité

Pour I’"hyperosmolarité, 1102 variables ayant un p-corr > 0,7 ont été extraites des S-
Plot générés a partir des données obtenues en UPLC-MS-ESI+/- (Figure 28 C2 et C4). Au total,
148 lipides sont régulés avec 98 lipides augmentés et 50 diminués aprés exposition a une
osmolarité de 500 mOsM. Les résultats montrent une augmentation de certains
sphingolipides, dont 14 Cer et 13 SM régulés (Figure 29). Pour les glycérophospholipides, un
LPC est diminué, 14 PC sont augmentés, un LPE est diminué et 15 PE sont augmentés. Environ

15 TG sont augmentés sous |'effet de I’'hyperosmolarité (Figure 29).
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Figure 28 : Résultats de I'analyses lipidomique par UPLC-HRMS-ESI+/- des cellules HCE
exposées au BAK ou a I’hyperosmolarité. (A) Chromatogramme des extraits lipidiques des
cellules HCE exposées ou non. (B) Représentation graphique des analyses en composantes
principales des cellules HCE « contréle » et exposées. (C) Représentation graphique des « S-
Plot » ayant permis la sélection des variables discriminantes soumises au processus

d’annotation lipidique.
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Figure 29 : Représentation « Heat-Map » des lipides dont le taux cellulaire est modifié apreés
exposition au BAK ou a I’hyperosmolarité. Les résultats sont exprimés sous forme de rapport
par rapport au controle. La couleur rouge signifie que le taux cellulaire est augmenté aprés
exposition au BAK ou a I’"hyperosmolarité alors que la couleur bleue indique une diminution
de ce taux. (B) Diagramme de Venn indiquent les lipides dont le taux est modifié de fagon
commune au BAK et a I’hyperosmolarité.
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4.6. Analyse lipidomique ciblée

4.6.1. Analyse lipidomique ciblée aprés exposition au BAK

L’exposition des cellules HCE-T au BAK pendant 24 heures conduit a une diminution du
taux cellulaire de cholestérol (p < 0,001, Figure 30) ainsi qu’a une diminution du taux de 7-OH-
Cholestérol (7-OH-Cho), de 24-OH-Cholestérol (24-OH-Cho) et de 27-OH-Cholestérol (27-OH-
Cho). En revanche, le 7-Kétocholestérol (7-KC) et le 25-OH-Cholestérol (25-OH-Cho) sont

augmentés aprés exposition au BAK 104%.

A OH OH
HO HO HO

24-hydroxycholesterol 25-hydroxycholesterol 27-hydroxycholesterol

o

Concentration (fmol/cellule) g

2
]
oo all [
CYP46AL CYP”A] 24-OH-Cho 25.0H-Cho 27-OH-Cho
I Contrdle HHE BAK 104% EE HO 500 mOsM
CYP7A1 ‘ Cholesterol CYP3A4

7-hydroxycholesterol 7-ketocholesterol 4-hydroxycholesterol

()
[2]
iy

IS
<

N}
<

Concentration (fmol/cellule)

o

7-KC

Figure 30 : Altération du métabolisme des oxystérols. (A) Voie de biosynthése des oxystérols
a partir du cholestérol. (B) Changement du taux cellulaire des métabolites oxydés au niveau

7-OH-Cho

de la chaine latérale du cholestérol apres exposition au BAK ou a I’hyperosmolarité. (C)
Changement du taux cellulaire des métabolites oxydés au niveau du noyau stérane du
cholestérol apres exposition au BAK ou a I’hyperosmolarité. Les résultats sont présentés sous

forme de moyennes + I'écart type (n = 12).

Afin d’expliquer la diminution du taux de cholestérol aprés exposition au BAK, un
éventuel changement du taux de 7-Déhydrocholestérol (7-DHC) et de desmostérol (Desmo),
précurseurs de synthése de ce stérol, a été recherché a posteriori (Figure 31). En I'absence
d’étalon interne, les résultats sont uniquement présentés sous forme de pourcentage par

rapport au contréle ; aucune concentration absolue n’est présentée. Une augmentation du
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taux cellulaire de 7-DHC (p < 0,001) et une diminution du taux cellulaire de Desmo (p < 0,001)

sont observées lors de |’exposition des cellules HCE-T au BAK.
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Figure 31 : Altération du métabolisme du cholestérol. (A) Voie de biosynthése du cholestérol.
(B) Changement du taux cellulaire du desmostérol, 7-dehydrocholesterol et cholestérol apres
exposition au BAK ou a I’hyperosmolarité. Les résultats sont présentés sous forme de
moyennes * |'écart type (n = 12).

4.6.2. Analyse lipidomique ciblée aprés exposition a I’hyperosmolarité

Aucune modification du taux de cholestérol cellulaire n’est observée aprés exposition
des cellules a I’hyperosmolarité (Figure 30). En revanche, les taux cellulaires de 7-KC et de 25-
OH-Cho sont également augmentés apres exposition des cellules a I’hyperosmolarité (p <
0,05). Enfin, le taux cellulaire de 24-OH-Cho n’est pas modulé aprés exposition a

I’hyperosmolarité.
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4.7. Expression d’enzymes impliquées dans la biosynthése des lipides

Les résultats de I'analyse lipidomique globale ont révélé des changements de profils
lipidiques aprés exposition au BAK ou a I’hyperosmolarité et notamment une augmentation
des Cer et des SM (Figure 29). L’expression d’enzymes-clefs de la biosynthése des céramides
a été explorée incluant une céramidase (ASAH2), une sphingomyélinase (SMPD2), et une
céramide synthase (CerS2). Le métabolisme des phospholipides est également altéré apres
exposition au BAK ou a I’hyperosmolarité (Figure 29). Les LPC sont respectivement augmentés
et diminués apres exposition au BAK ou a I’hyperosmolarité (Figure 29). La phospholipase Al,
une enzyme clivant les glycérophospholipides en leur forme lysophosphatidique, a également
été évaluée au niveau de I'expression génigue apres exposition au BAK ou a I’hyperosmolarité.
Enfin, les TG sont également des especes modulées au cours de I'exposition au BAK et a
I’hyperosmolarité (Figure 29). L’enzyme responsable de la conversion des DG en TG est la

DGAT1 [71] ; son expression génique a été évaluée.

4.7.1. Expression aprés exposition au BAK

L'analyse de I'expression génique d’enzymes impliquées dans la biosynthése des
lipides, et notamment, CerS2, SPMD2, ASAH2, DGAT1 et PLA1, ne montre pas de différence

apres exposition des cellules aux concentrations de BAK (Figure 32)

4.7.2. Expression aprées exposition a I’hyperosmolarité

L'analyse de l'expression génique d’enzymes impliquées dans la biosynthese des
lipides montre une augmentation significative de I’expression de CerS2, ASAH2, DGAT1 et
PLA1 (p < 0,01) (Figure 32) pour une valeur osmolaire de 500 mOsM. De plus, une légere

augmentation est observée pour I'expression de SMPD2 (p < 0,05).
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Figure 32 : Altération du métabolisme des sphingolipides, phospholipides et

glycerophospholipides. Les résultats sont présentés sous forme de moyennes + |I'écart type (n
=4).

4.8. Coloration des triglycérides

Les résultats de I'analyse lipidomique globale par UPLC-HRMS-ESI+/- ont montré une
accumulation des TG lors de I’exposition au BAK ou a I’hyperosmolarité (Figure 33).
L'accumulation de TG peut conduire a la formation de gouttelettes lipidiques [113] visibles
aprés coloration a I'huile rouge en microscopie a fluorescence. Les résultats montrent la
présence de gouttelettes visibles apres exposition des cellules a 500 mOsM (Figure 33).
Aucune gouttelette n’est visible apres exposition au BAK. La coloration au Rouge Nile permet

également de visualiser les gouttelettes et a conduit aux mémes observations qu’avec I’huile

rouge.
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Figure 33 : Coloration des gouttelettes lipidiques. (A) Coloration a I’huile rouge et au rouge
nile. (B) Aire et (C) quantité de gouttelettes lipidiques apreés exposition au BAK ou a
I’hyperosmolarité. Les résultats sont présentés sous forme de moyennes * I’écart type (n = 4).
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5. Discussion

La sécheresse oculaire est une pathologie chronique qui s’accompagne d'une
instabilité du film lacrymal, d'une hyperosmolarité et d'une inflammation de la surface
oculaire, traits physiopathologiques majeurs qui concourent a I'entretien de la pathologie. Les
étiologies sont variées, elles incluent des causes auto-immunes mais également extrinseques
telle que I'exposition a des xénobiotiques, notamment des toxiques environnementaux mais
aussi certains excipients des médicaments appliqués sur I'ceil. Ces excipients sont
essentiellement des conservateurs, dont le BAK, utilisés dans la formulation des collyres, est
le principal représentant. L’hyperosmolarité et le BAK utilisés in vitro et in vivo constituent par
conséquent des modeles de la sécheresse oculaire, permettant I'étude de la pathologie. La
compréhension des mécanismes physiopathologiques de la sécheresse oculaire reste une
thématique importante dans le but in fine de déterminer des candidats biomarqueurs ou
cibles thérapeutiques potentielles. Dans cette étude, nous nous sommes focalisées sur la
caractérisation des modifications lipidiques affectant la lignée HCE-T, cellules cornéennes
humaines, apres exposition au BAK ou a I’hyperosmolarité. Dans une premieére partie de cette
discussion, la pertinence du modéle et sa validation sera présentée puis, dans une seconde

partie, les résultats des analyses lipidomiques globales et ciblées.

5.1. Choix et validation du modeéle

5.1.1. Etude de viabilité et choix des doses

Les concentrations en BAK et les valeurs hyperosmolaires utilisées lors de I'analyse
lipidomigue ont été choisies a I'aide d'une étude de viabilité. Ces concentrations ont été
déterminées afin d'induire une réaction cellulaire. Sur la base des résultats obtenus (Figure

22) la concentration de BAK et la valeur osmolaire sont respectivement 104 % et 500 mOsM.

Dans les préparations ophtalmiques, la concentration en BAK varie entre 0,004% et
0,02% [49,52]. Peu de données concernant la pharmacocinétique du BAK au niveau oculaire
sont disponibles, néanmoins, ce conservateur été retrouvé in vivo dans la cornée de lapin
traité, jusqu’a 7 jours apreés instillation d’'une seule goutte. Ce résultat montre la persistance

au niveau oculaire de ce composé dont la demi-vie est d’une vingtaine d’heures [54]. Une
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autre étude, également chez le lapin, réalisée en imagerie par spectrométrie de masse, a
montré I'imprégnation des tissus oculaires par le BAK jusque dans les structures profondes du
segment antérieur, du péle postérieur et de la zone du nerf optique aprés application d’'une
solution de BAK (1 goutte/jour pendant 5 mois ou 2 gouttes/jour pendant 1 mois) [54].
Compte tenu de la dilution et de I’élimination du BAK dans le film lacrymal et les larmes, les
concentrations retenues dans le cadre de notre étude semblent cohérentes avec une
exposition in vivo. En outre, elles correspondent a une dilution au 1/100 des concentrations

classiques des collyres qui a déja été validée [114].

5.1.2. Modeéles d'étude et surexpressions géniques de médiateurs inflammatoires

La sécheresse oculaire s’accompagne de la surexpression de cytokines et de
chimiokines pro-inflammatoires, retrouvées notamment dans les larmes des patients
[3,34,35]. Des études in vitro sur une lignée cellulaire de la conjonctive ont montré une
augmentation des cytokines pro-inflammatoires aprés exposition au BAK ou a
I’hyperosmolarité [11,115,116]. Afin de déterminer si notre modéle exprime ces médiateurs
inflammatoires, nous avons réalisé une étude de I’expression génique de I'/L1B, de I'IL6, du
CCL2 et de la NOX1. Nos résultats montrent une surexpression génique de I'/L1B et de I'IL6
apres exposition au BAK (Figure 24 A) et de CCL2, de la NOX1 et de I'IL6 aprés exposition
hyperosmolaire (Figure 24 B). Ces résultats sont en accord avec la littérature [10-12,116].
Ainsi, les cellules HCE-T exposées au BAK ou a I'hyperosmolarité expriment des marqueurs
inflammatoires retrouvés dans des modeéles in vitro et in vivo déja décrits et chez le patient

souffrant de sécheresse oculaire.

5.1.3. Modeéles d'étude et surexpressions protéiques de médiateurs inflammatoires

Une activation des MAPK, protéines impliquées dans la signalisation cellulaire apres
exposition a certains xénobiotiques, est décrite dans des études mécanistiques visant a
comprendre la physiopathologie de la sécheresse oculaire [117]. La phosphorylation des
MAPK engendre une cascade d’activations aboutissant a 'augmentation de la transcription de
génes dont certains sont impliqués dans l'inflammation [118]. In fine, I’expression de ces
formes actives de MAPK peut conduire a la production d’IL-8, cytokine pro inflammatoire
[117]. Nous avons donc voulu vérifier si I'exposition des cellules HCE-T au BAK ou a

I’hyperosmolarité conduit a la surexpression des formes phosphorylées de MAPK (Figure 25).
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Nos résultats montrent que I'exposition au BAK engendre une augmentation de la forme
phosphorylée de p42/44 tandis que |'exposition a I’hyperosmolarité induit une augmentation
de la forme phosphorylée de p38, en accord avec les données disponibles dans la littérature

[119].

5.1.4. Validation du modéle HCE-T/BAK-HO

Les résultats précédents montrent que I|'exposition des cellules HCE aux
concentrations choisies en BAK et en osmolarité conduit a |'expression des marqueurs
inflammatoires et de souffrance cellulaire classiquement retrouvés dans des modeles de
sécheresse oculaire, tant au niveau génique que protéique. Ces résultats valident notre

modele d'étude in vitro.

5.2. Modification du profil lipidique aprés exposition au BAK ou a I’hyperosmolarité

Le profil lipidique des cellules HCE-T aprés exposition au BAK ou a I’hyperosmolarité a été
déterminé a l'aide d'une analyse lipidomique globale. Effectivement, cette approche permet
de caractériser sans a priori qualitativement et quantitativement les changements de profil
lipidique. Les résultats montrent une modification du taux cellulaire de certains glycérolipides,
glycérophospholipides et sphingolipides (Figure 29). Nous présentons dans un premier temps
par sous-classes, les espéces lipidiques dont le taux est modifié aussi bien apres exposition au
BAK qu'aprés exposition a I’"hyperosmolarité. Dans un second temps, seront présentées,
toujours par sous-classe, les espéces lipidiques dont la modulation est spécifique du BAK ou

de I’hyperosmolarité.

5.2.1. Exposition au BAK et a I’'hyperosmolarité et modulation de la sous-classe des

céramides

Notre étude montre que I'exposition au BAK comme a I’hyperosmolarité induit une
augmentation du taux cellulaire de certains céramides et sphingomyélines. Effectivement, de
nombreuses especes appartenant a ces deux sous-classes sont modulées (Figure 29). Citons
en particulier le Cer (42:2) dont I'augmentation est de 88% et 92% apres exposition au BAK 10
4% et a 500 mOsM, respectivement. Un résultat similaire a été décrit aprés exposition au BAK

d'un modele 3D d’épithélium reconstruit de la cornée [120]. Une augmentation des Cer a
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également été décrite chez la cellule HCE-T aprés exposition a I’hyperosmolarité [117].
Cependant, les études précédentes se sont intéressées a des expositions de courtes durées,
de 1 a 4 heures pour I'exposition a I’hyperosmolarité et de 10 minutes pour I’exposition au
BAK. De plus, les concentrations utilisées en BAK étaient plus importantes que celle utilisée
dans notre étude. Nos résultats indiquent quant a eux une persistance des effets a 24 heures

et a des doses plus proches de celles observées chez les patients.

Les Cer jouent un role dans l'inflammation [121-123], notamment au niveau du
segment antérieur de I'ceil [117,124]. Afin de comprendre I'origine de I'accumulation des Cer
observés dans notre modéle, nous nous sommes intéressés a l'expression génique de
certaines enzymes impliquées dans la biosynthese de ces lipides. La biosynthése des Cer est
relativement complexe ; ils peuvent étre produits de novo a partir du palmitoyl-CoA, provenir
de la dégradation des SM par action de Sphingomyélinase (SMase) et étre issus des
sphingosines par action de la CerSynthase (CerS) [77,79,82]. Dans ce contexte, |I'expression
génique de la sphingomyélinase (SMPD2) et de la Céramide Synthase (CerS2) ont été évaluées.
Une modulation du catabolisme des Cer a également été explorée par |'évaluation de

I’expression génique d’une Céramidase (ASAH2).

Les résultats ne montrent pas de modification de I'expression génique des enzymes
précédentes apres exposition des cellules HCE-T au BAK ou a I’hyperosmolarité (Figure 32).
Ces résultats sont en accord avec les données préalablement publiées pour I’expression de la
CerS2 [120]. Cette absence de changement pourrait étre expliquée par le fait que, parmiles 6
isoformes des CerS, chacun catalysant la formation de Cer en fonction de la longueur de
chaine [85] ; celle explorée ne présente pas d'expression modulée. L’exploration des autres
isoformes de cette enzyme permettrait de conclure quant a leur implication dans

I'accumulation de Cer lors de I'exposition au BAK.

Apres exposition a I’"hyperosmolarité, le géne codant pour CerS2 est surexprimé ; a
notre connaissance, ce résultat n’a jamais été montré auparavant. Notre étude révele
également la surexpression génique d’ASAH2. Ce résultat a, quant a lui, déja été rapporté
aprés exposition des cellules HCE-T a I’hyperosmolarité pendant 4 heures [124]. La
surexpression observée dans notre étude est en faveur d'une augmentation de la dégradation

des céramides en sphingosines, composés ayant également des propriétés inflammatoires et
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apoptotiques. La modulation des céramides et de leurs métabolites pourrait jouer un réle
dans le mécanisme de toxicité du BAK et dans les processus inflammatoires découlant de
I'hyperosmolarité, facteur central de la sécheresse oculaire. Afin de conclure sur I'implication
des enzymes de la biosynthese des lipides dans I'accumulation des Cer, des études
d’expression génique sur les autres isoformes et des études enzymatiques fonctionnelles

seront nécessaires.

5.2.2. Exposition au BAK ou a I’hyperosmolarité et modulation de la sous-classe des

Triglycérides

L'exposition des cellules HCE-T au BAK conduit a I'augmentation d'un seul triglycéride,
TG (42:5). En revanche, I'exposition a I’"hyperosmolarité engendre l'augmentation du taux
cellulaire de 15 TG (Figure 29). Afin de confirmer cette modulation, une coloration a I’huile
rouge a été réalisée. Effectivement, cette coloration permet, au niveau cellulaire, de visualiser
et localiser les TG sous forme de gouttelettes lipidiques [113]. Aucune gouttelette n'est
observée aprés exposition au BAK (Figure 33). En revanche, confirmant les résultats obtenus
lors de I'analyse lipidomique, I'exposition a I’hyperosmolarité conduit a |'apparition de
gouttelettes dans les cellules HCE-T. Ce résultat a déja été rapporté avec cette lignée cellulaire

2 heures aprés exposition a I’hyperosmolarité [117].

L'augmentation des TG pourrait avoir pour origine une modulation de I'expression de
la diacylgycéroltransférase (DGAT), enzyme responsable de la biosynthése des TG a partir des
DG [71]. De fait, dans notre étude, nous avons constaté une augmentation trés modérée de
la DGAT 1 lors de I’exposition au BAK. Apres exposition a I’hyperosmolarité, I'augmentation
des transcrits codant pour la DGAT1 est en revanche trés marquée, 3 fois supérieure a celle
du contrdle. Cette différence de résultats est en accord avec le nombre de TG modulés en
fonction de I'exposition. D'un point de vue physiologique, les gouttelettes lipidiques ont un
role dans I'inflammation et sont le siege de la synthése de médiateurs pro-inflammatoires tels
que les prostaglandines [125]. Ces différents résultats suggérent que le dosage de TG,
I'expression de la DGAT1 ou encore la coloration des GL, reflet de la modulation du
métabolisme des TG, pourraient étre utilisés comme marqueurs de I'exposition

hyperosmolaire et pourraient avoir un intérét dans la prise en charge de la sécheresse
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oculaire. Des expériences de réversions pharmacologiques utilisant des systémes de siRNA ou

d’antagonistes permettraient de confirmer nos résultats.

5.2.3. Marqueurs d’intérét potentiel d’exposition au BAK

Bien que I'exposition au BAK ou a I’hyperosmolarité conduisent pour I'essentiel a des
changements du lipidome similaires, il est important de souligner que certaines modifications
du lipidome sont spécifiques de I'exposition au BAK et d'autres a une hyperosmolarité (Figure
29). Effectivement, alors que |'exposition au BAK conduit a une augmentation de certains
lipides appartenant aux sous-classes LPC, LPE et PI-P, I'exposition a I’hyperosmolarité
engendre dans ces mémes sous-classes une diminution de plusieurs espéces lipidiques.
L'exposition au BAK conduit aussi a une diminution de certains lipides appartenant aux sous-
classes PC, PE et PS, alors que I'exposition a I’hyperosmolarité engendre une augmentation de
ces mémes sous-classes. Parmi les lipides spécifiquement modulés aprés exposition des
cellules HCE-T au BAK, I'effet sur le LPE (18:0) est le plus important puisqu'il est augmenté de
160%. Dans le contexte d'une sécheresse oculaire dont I'étiologie est associée au BAK, des
études complémentaires pourraient permettre d'évaluer l'intérét du dosage de ce lipide
comme biomarqueur dans les larmes ou les empreintes conjonctivales des patients. Il en est

de méme pour le LPC (18:1), augmenté de 100%, et le PS (36:0), diminué de 86%.

5.3. Modulation des stérols aprés exposition au BAK ou a I’hyperosmolarité

5.3.1. Effets du BAK sur le cholestérol cellulaire

Notre étude indique que l’exposition des cellules HCE-T au BAK engendre une
diminution du taux cellulaire de cholestérol (Figure 31). L'étude de la voie de biosyntheése du
cholestérol fait apparaitre une diminution du desmostérol et une augmentation du 7-DHC,
précurseurs du cholestérol. Le 7-DHC est converti en cholestérol et le 7-déhydrodesmostérol
est transformé en desmostérol lui-méme transformé en cholestérol sous |’effet de la DHCR24
(Figure 30). La baisse du desmostérol concomitante a celle du cholestérol souligne
I'implication de la déhydrocholestérol réductase (DHCR7). Pour les deux réactions
dépendantes de la DHCR7, il serait important de vérifier si dans notre modéle, I'expression
génique ou protéique de ces deux enzymes est modifiée. En ce sens, une étude a montré que

la diminution du cholestérol lors de I’'exposition au BAK de cellules de neuroblastome était
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liée a une diminution de I'expression génique de la DHCR7 [126]. Une diminution de la
concentration cellulaire du cholestérol et du desmosterol pourrait expliquer en partie la
toxicité du BAK dans I'altération cornéenne. La DHCR7 pourrait représenter une cible d’intérét
de la toxicité du BAK d’autant plus que ces résultats ne sont pas observés dans le modele de

I’hyperosmolarité.

5.3.2. Modulations des oxystérols aprés exposition au BAK ou a I’hyperosmolarité

Le métabolisme du cholestérol conduit principalement a la formation d’oxystérols : 24-
, 25-, et 27-hydroxycholestérol. L’exposition des cellules HCE-T au BAK ou a I’hyperosmolarité
conduit a 'augmentation du 25-OH dont les effets pro-inflammatoires et apoptotiques sont
connus [84]. Alors qu’une étude sur les kératinocytes, autre type cellulaire épithéliale, a
montré que le 25-OH était responsable d’une cytotoxicité et agissait sur la différenciation
aucune étude n’a confirmé ces résultats sur des cellules cornéennes [127]. De plus, notre
étude montre que le BAK est a I'origine d’une légére diminution du 24-OH et du 27-OH qui
pourrait étre reliée a la diminution du cholestérol. D’autres métabolites d’oxydation existent
[84], notamment le 7-Kétocholestérol qui est impliqué dans de nombreuses pathologies en

raison de ses propriétés pro-apototiques et pro-inflammatoires [128].

L'étude de ces métabolites aprés exposition des cellules HCE-T au BAK ou a
I’hyperosmolarité fait également apparaitre une augmentation du 7-KC dépendant de la
concentration. Alors qu’aucune étude n’a concerné la toxicité du 7-KC sur la cornée, une
action pro-inflammatoire marquée au niveau rétinien a été rapportée [129,130]. Cette action
conduit a I'activation de NFkB et ATF4 majoritairement médiée par le récepteur TLR-4 [131].
Des études mécanistiques seront nécessaires afin d’évaluer I'effet du 7-KC sur la toxicité

cornéenne et dans la physiopathologie de la sécheresse oculaire.

L’'ensemble de ces résultats montre néanmoins que les oxystérols et les précurseurs
du cholestérol pourraient jouer un role dans le mécanisme de toxicité du BAK et dans la

physiopathologie de la sécheresse oculaire.
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6. Conclusion

La sécheresse oculaire est actuellement une problématique de santé publique
croissante. La compréhension des mécanismes sous-tendant I'apparition et I'entretien de la
pathologie est essentielle pour définir des cibles diagnostiques et thérapeutiques. Cette étude
réalisée sur deux modeles in vitro de sécheresse oculaire, les cellules cornéennes humaines
HCE-T exposées au chlorure de benzalkonium ou a I’hyperosmolarité, confirme une

modification du profil lipidique de ces cellules.

L’analyse lipidomique réalisée par UPLC-HRMS-ESI+/- indique que certains de ces
changements, portant sur les sphingolipides, glycérolipides, glycérophospholipides et stérols,
apparaissent propres a chacune des expositions. Des analyses d'expression génique ont
permis d’expliquer I'origine de certaines des modifications du lipidome, notamment
I'implication de certaines enzymes du métabolisme des lipides comme la CerS2 et la DGAT1.
En outre, l'utilisation de techniques d’imagerie en fluorescence nous a également permis de
confirmer I'accumulation des TG par I'apparition de gouttelettes lipidiques lors de |’exposition
a I'hyperosmolarité. La présence de ces gouttelettes pourrait constituer un marqueur

cytologique de I’hyperosmolarité dans le diagnostic des sécheresses oculaires.

Cette étude donne des informations sur des modifications du taux cellulaire de certains
lipides en lien avec des processus inflammatoires ou de mort cellulaire. Ces résultats
pourraient servir pour des études mécanistiques ultérieures ciblant une voie altérée
spécifiquement. En outre, la compréhension des modifications lipidiques nécessite des études

en cinétiques afin de mieux comprendre quand et comment sont régulés les lipides.

Les différentes modulations lipidiques observés dans nos modeéles nécessitent d’étre
confirmées, in vivo dans des modéles murins de sécheresse oculaire puis, chez ’lhomme, a
partir d’empreintes conjonctivales. D’un point de vue clinique, certains des lipides modulés
lors de I'exposition au BAK pourraient étre utilisés comme marqueurs d’effets délétéres de ce
conservateur et pourraient étre utilisés dans I’exploration d’autres toxiques pouvant affecter
la surface oculaire. Les lipides modulés au cours de I'exposition hyperosmolaire pourraient
quant a eux étre utilisés pour le diagnostic de la sécheresse oculaire et dans I'identification de

cibles thérapeutiques plus spécifiques de I’étiologie.
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Mots clefs: Sécheresse oculaire, analyse lipidomique, chlorure de benzalkonium,
hyperosmolarité

La sécheresse oculaire est une pathologie chronique entrainant inconfort et troubles de la
vision. Les étiologies sont nombreuses et conduisent a I'entrée dans un cercle vicieux avec
instabilité lacrymale, hyperosmolarité et inflammation. Les connaissances sur les mécanismes
physiopathologiques restent a explorer afin de définir des cibles thérapeutiques potentielles
ou des candidats biomarqueurs. Peu de données sur le remodelage lipidique au cours de la
sécheresse oculaire sont disponibles. A partir d’'un modéle in vitro de cellules cornéennes,
cette étude explore I'effet sur le lipidome d’'une exposition a un ammonium quaternaire,
principal excipient des collyres. Une comparaison avec l'effet d’'une hyperosmolarité,
phénomeéne physiopathologique central de la sécheresse oculaire a été effectuée. A cette fin,
une analyse lipidomique par UPLC-HRMS-ESI+/- a été réalisée. Celle-ci a mis en évidence
des modifications du taux cellulaire des glycérolipides, des glycérophospholipides, des
sphingolipides et des stérols. Ces résultats soulignent également des modulations différentes
entre les deux expositions. Une accumulation des triglycérides conduisant a la formation de
gouttelettes lipidiques a été observée aprés exposition hyperosmolaire et une diminution du
cholestérol aprés exposition au chlorure de benzalkonium. Ces modulations s’accompagnent
également de l'augmentation de I'expression génique d’'enzymes impliquées dans la
biosynthése des lipides. Ces résultats montrent I'implication de certains lipides dans le
processus qui sous-tend la sécheresse oculaire et leur intérét dans la recherche de
biomarqueurs et de cibles thérapeutiques, ce qui nécessite des études mécanistiques afin
d’élucider le réle de ces lipides.
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