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Résumeé

La dégénérescence maculaire liée a I’age (DMLA) est une des premiéeres causes de cécité pour les
personnes agées de plus de 50 ans. Elle existe sous deux formes : seche et humide. La forme
causant les pertes de vision les plus séveres et rapides est DMLA humide ou des nouveaux
vaisseaux sanguins anormaux se forment dans la rétine; ce processus est appelé la
néovascularisation choroidienne. Celui-ci est causé par la dégradation des différentes membranes
de la rétine et de 'augmentation du VEGF stimulant la croissance de ces vaisseaux. L'obésité,
I'hypertension, le diabéte et la cigarette sont connus pour étre des facteurs modifiables et
fortement corrélés avec la maladie. Avec l'arrivée des nombreuses dietes tendances, le jeline
intermittent pourrait étre une intervention non-pharmacologique impactant I'obésité,
I’hypertension et le diabéte. En effet, cette diéte est reconnue pour améliorer la santé, améliore
la sensibilité a I'insuline et la tolérance glucose, diminuer le cholestérol sanguin et exercerait un

effet bénéfique sur I'obésité.

Ce mémoire a été entrepris dans le but d’évaluer les avantages potentiels du cycle de diete, soit
le jeline intermittent, sur la néovascularisation choroidienne dans un modele de DMLA. Nous
avons émis I'hypotheése que le je(ine intermittent permet la diminution de la néovascularisation
choroidienne. Nos résultats montrent que les souris sous le régime jeline intermittent que nous
avons utilisé, c’est-a-dire 2 jours d’alimentation pour 1 jour de jeline, ne perdent pas de poids, et
suivent le méme schéma de prise de poids que les souris nourries a volonté. De plus, les souris
sous jelne intermittent n’ont pas d’avantage métabolique que ce soit au niveau du glucose et,
encore, moins au niveau de l'insuline. Les résultats ne permettent pas de montrer une différence
au niveau de la néovascularisation choroidienne induit par notre modéle. Le modeéle de jeline
intermittent choisit ne permet pas d’obtenir des avantages au niveau de la néovascularisation

choroidienne ni pour la sensibilité au glucose et a I'insuline

Mots-clés: DMLA, Néovascularisation choroidienne, jelne intermittent, diete, choroide,

membrane de Bruch, épithélium pigmentaire rétinien, modeéle murin






Abstract

Age-related macular degeneration (AMD) is one of the most prominent causes of blindness for
people over 50 years old. It exists in two forms: dry and wet. The form causing majority of loss of
sight is caused by wet AMD from where new abnormal blood vessels form in retina. This process
is called choroidal neovascularization. This is caused by degeneration of outer portion of the
retina and an increase in VEGF that instigate the growth of the new blood vessels. Obesity,
hypertension, diabetes and smoking are known to be modifiable factors and strongly correlated
with the disease. The advent of a vast number of trendy diets has introduced the possibility of
modulating chronic disease by modifying eating habits. As an example, intermittent fasting can
impacting obesity, hypertension, and diabetes. Indeed, this diet has been known to improve
health, increase sensitivity of insulin and glucose, lower cholesterol and to have beneficial effect

in obesity.

The purpose of the research in my master’s thesis is to evaluate the influence of diet cycle,
intermittent fasting on choroidal neovascularization in a mouse model of AMD. We hypothesized
that the intermittent fasting could be diminish the choroidal neovascularization. There are several
experimental paradigms that reproduce intermittent fasting. We selected the intermittent fasting
2 days of eating for one day of fasting (IF 2:1). Our results show that mice on our selected
intermittent fasting regimen did not lose weight and follow the same pattern of weight gain as
the mice that fed ad libitum. Furthermore, the mice on this intermittent fasting diet paradigm
didn’t have metabolic benefits on glucose or insulin tolerance. Our results also did not show any
differences in choroidal neovascularization. Hence, the 2:1 paradigm of intermittent fasting didn’t

show any benefits on choroidal neovascularization, nor glucose and insulin.

Keywords: AMD, Choroidal neovascularization, Intermittent fasting, Diet, Choroid, Bruch

membrane, retinal pigment epithelium, mouse model
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Chapitre 1 — Introduction

Avec I'augmentation et le vieillissement de la population, les demandes grandissantes de soins
pour les maladies oculaires ne font que s’accroitre causant inévitablement des colts monétaires
au systéme de santé (1). L'acuité du systéme visuel diminue avec I'age autant que les autres
facultés de notre corps (exemple : systéme cardiaque, rénal, nerveux, etc.). La cataracte et les
troubles de réfractions (par exemple la myopie) sont des conditions auxquelles les approches
médicales, comme la chirurgie ou le port des lunettes, corrigent directement la vue (1). Pourtant,
entre 2010 et 2019, la proportion de personnes atteintes de ces maladies oculaires ne font
gu’augmenter (1). D’autres maladies, comme le glaucome, la rétinopathie diabétique et la
dégénérescence maculaire liée a I'age, sont aussi de forts contributeurs a cet important déclin
visuel, mais ils sont plus difficilement traitables (1). Il semble évident que la recherche doit palier
a ce défi pour comprendre les mécanismes et trouver des solutions pour diminuer les charges sur
le systéme de santé. Par ailleurs, la science peut améliorer la qualité de vie des patients atteints

de maladies oculaires possédant peu ou pas de traitements jusqu’a ce jour.

1.1 Structure de I'ceil

Malgré la petite taille de I'ceil, celui-ci posseéde une structure trés complexe. Celui-ci est séparé
en trois couches distinctes soit : la couche externe, la couche moyenne et la couche interne (2).
La couche externe est composée de la cornée et de la sclere qui permettent de protéger I'intérieur
de l'ceil (figure 1) (3). La couche moyenne est composée de I'uvée dont les composantes sont
I'iris, la choroide et le corps ciliaire (figure 1) (4). Finalement, la couche interne est composée de

la rétine qui est la composante nerveuse de I'ceil (figure 1) (2).
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Figure 1. Structure de I'ceil
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1.1.1 Larétine

1.1.1.1 Structure de la rétine
La rétine est I'expansion du systéme nerveux central d’'une épaisseur de 0,25 mm dans les yeux
humains tapissant le fond interne de I'ceil (2, 5). Lors de 'embryogenése, la rétine est formée par
une excroissance du cerveau provenant du neuroectoderme, tandis que les autres parties de I'ceil
émanent d’autres tissus tels que I'ectoderme, de la créte neurale et du mésoderme (6). On la
retrouve chez d’autres espéces avec des spécialisations et des épaisseurs différentes que celles

retrouvées chez I’homme (7, 8).

La rétine répond aux stimuli environnants (par exemple : les photons) qui traversent la couche
externe vers la couche interne de I'ceil. Les photons sont transformés en signal électrique par les
photorécepteurs (cones et batonnets). Celui-ci traversera, par la suite, cinq types de neurones
répartis dans trois couches nucléaires et deux couches synaptiques (aussi appelées plexiformes)

(figure 3 et 4) (2, 5, 7-9). Les couches sont composées de cing classes de neurones
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(photorécepteurs, les cellules horizontales, les cellules bipolaires, les cellules amacrines et les
cellules ganglionnaires) et un type de cellules gliales, les cellules de Miiller (figure 3 et 4) (10). De
nombreux vaisseaux sanguins, des cellules endothéliales, composent la rétine permettant
I’apport nécessaire en nutriments et I’élimination des déchets (11, 12). Ainsi, ce signal électrique
est envoyé vers les autres types de récepteurs au travers des couches de la rétine jusqu’au nerf

optique, puis vers le thalamus et dans le cortex visuel primaire situé dans le lobe occipital (5).

Photorécepteur
MO Z
/ Apo-Opsin
) Métarhodopsine Il Transducine

NN Y,

Tout trans-rétinol
11-cis-Rétinol

\ EPR

Figure 2. La phototransduction des bdtonnets

Une stimulation (y) des photorécepteurs permet I'isomérisation du 11-cis-rétinal en tout-
trans-rétinal. Cette réaction crée la formation de la métahordopsine Il. Celle-ci active une
protéine G activant des processus intracellulaires. Les molécules impliquées dans le cycle
visuel sont finement régulées par plusieurs enzymes (non-décrites dans ce schéma); la
majorité du processus de régénération s’effectue dans I’épithélium pigmentaire rétinien.

Les photorécepteurs sont situés dans la couche nucléaire externe (CNE) de la rétine ou leur corps
cellulaire (segment interne et externe) touche I'épithélium pigmentaire rétinien et ressort dans
la CNE (figure 3 et 4) (5, 9). Ceux-ci sont des neurones sensoriels les plus abondants de la rétine
ayant un réle important pour convertir les signaux lumineux en signaux électriques et chimiques,
afin que le systéeme nerveux captent [linformation; ce phénoméne est appelé Ia
phototransduction (13). Les photorécepteurs possédent un pigment visuel composé du rétinal

(vitamine A), servant de chromophore, et de |'opsine, qui est un segment transmembranaire de
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la rhodopsine (10). Lorsque les photons frappent les photorécepteurs, il y a une isomérisation de
la forme 11-cis-rétinal en tout-trans-rétinal (10, 14). Cette réaction créée un produit secondaire,
la métarhodopsine Il, provoquant I’excitation de la membrane des photorécepteurs (figure 2) (10,
15). En effet, la métarhodopsine Il s’associe a la transducine, une protéine G, qui permet

I’activation d’une cascade intracellulaire (figure 2) (10, 15, 16).

Les batonnets et les cones sont les deux types de photorécepteurs qui tapissent le fond de la
rétine (17). Les batonnets sont plus sensibles a une faible luminosité (vision nocturne) (13, 17).
C’est pourquoi, les cones prennent le relai, puisque ceux-ci répondent mieux a la lumiere

ambiante et distinguent les couleurs (13, 17).

La prochaine couche est le plexiforme externe qui permet de séparer I'information spatiale a
I’aide de cellules horizontales et bipolaires (figure 4) (10, 18). Ces cellules recoivent I'information
par synapses des photorécepteurs libérant le glutamate (figure 4) (10, 18). Les cellules bipolaires
font synapses avec le photorécepteur ou la dépolarisation et I’hyperpolarisation du systeme
glutamatergique permet le signal de communication a travers la rétine (10, 16, 18, 19). Les cellules
bipolaires sont reconnues pour fonctionner en polarité, c’est-a-dire « ON » et « OFF », puisqu’a
leur surface les cellules « ON » sont métabotropes du mGlur6, tandis que les cellules « OFF » sont
ionotropes (les dendrites expriment les récepteurs kainate et/ou AMPA) (figure 3 et 4) (19). Les
cellules horizontales possedent une activité confinée uniquement dans la couche du plexiforme
externe permettant de relier I'information de facon latérale jusqu’aux cellules bipolaires (10). Les
cellules horizontales sont des interneurones GABAergiques et du glutamate transmettant de
I'information aux cellules bipolaires (20). Celles-ci permettront de donner une rétroaction des
photorécepteurs sur les informations « ON » et « OFF » aux cellules bipolaires augmentant la

précision de I'information (figure 3 et 4) (19, 21).

La couche nucléaire interne (CNI) contient les corps cellulaires des cellules horizontales, les
cellules bipolaires, les cellules amacrines ainsi que les cellules de Miiller (un type de cellules
gliales) (figure 4) (9, 10). Les cellules de Miiller ont pour role le soutien physique, I'organisation
fonctionnelle et métabolique de I’ensemble des neurones de la rétine (22, 23). Elles font la liaison

anatomique des neurones rétiniens permettant les échanges des molécules en direction des
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vaisseaux sanguins, du vitré et I'espace sous rétinien (23). Celles-ci possédent plusieurs canaux
ioniques a voltage-dépendant et des récepteurs reconnaissant les neurotransmetteurs qui
régulent le microenvironnement (liquide extracellulaire) de la rétine (22, 23). En effet, les cellules
de Miiller permettent I’élimination des neurotransmetteurs dans I’environnement post-

synaptique (figure 3 et 4) (22, 23).

1. Couche 2. Couche 3. Couche 4. Couche 5. Couche des
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Figure 3. Chemin visuel des photons jusqu’au thalamus.

Les photons provoquent la dépolarisation des photorécepteurs débutant le cycle de la
phototransduction. Ce cycle permet I'association de la métarhodopsine Il et de Ia
transducine qui activent des voies de signalisation qui diminuent les niveaux de glutamate.
Les cellules bipolaires « ON » sont sensibles a la diminution de ce neurotransmetteur. Les
cellules horizontales, quant a elles, permettent la rétroaction sur les cellules bipolaires a
I'aide du glutamate et du GABA. Les cellules de Miiller possédent un réle structural et
régulateur du microenvironnement, puisqu’elles ont plusieurs récepteurs a sa surface. Les
cellules bipolaires font synapses avec les cellules ganglionnaires et les cellules amacrines
permettant une rétroaction a I'aide de diverses neurotransmetteurs (exemple : GABA,
glycine et acétylcholine) et des acides aminés (exemple: glycine). Les cellules
ganglionnaires permettent le relai de I'influx électrique et chimique jusqu’au systéme

nerveux central dans le thalamus. Les images ayant permis de faire les schémas proviennent de Servier Medical art
by Servier is licensed under CC3.0 unported license

La couche du plexiforme interne permet le traitement du stimuli lumineux par les cellules
ganglionnaires qui sont photosensibles (figure 3 et 4) (10, 24). Les cellules bipolaires font synapses

avec les cellules ganglionnaires relachant du glutamate (9, 10, 19). Les cellules ganglionnaires sont
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aussi des cellules « ON » et « OFF » par rapport a I'intensité lumineuse (25-27). Celles-ci sont
connectées aux cellules bipolaires correspondantes, c’est-a-dire une cellule bipolaire « ON » avec
une cellule ganglionnaire « ON » (25-27). Quant aux cellules amacrines, elles se situent dans la
couche du plexiforme interne ou leur activité est confinée dans ce milieu ; celles-ci possedent un
réle inhibiteur sur les cellules bipolaires en relachant du GABA, de la glycine et d’autres
neurotransmetteurs (par exemple |‘acétylcholine) pour moduler I'activité des cellules
ganglionnaires (figure 3 et 4) (10, 19, 25, 28, 29). Les cellules ganglionnaires se situent dans la
couche portant le méme nom (couche la plus en profondeur) et font le relais de I'information
jusqu’au nerf optique (figure 3) (9, 10). La particularité des cellules ganglionnaires, c’est qu’elles
forment le nerf optique par le prolongement axonal jusqu’au corps genouillé latéral dans le

thalamus (figure 3) (24).

Chemin de la lumiére

Nerf optique

Cellules ganglionnaires

Couche des cellules

Ganglionnaire .
Cellules amacrines

Couche plexiforme
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Figure 4. Structure des couches de la rétine.
Les différentes couches et cellules qui composent la rétine neurale.
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1.1.1.2 Systéme vasculaire de la rétine
La rétine est un organe vascularisé possédant plusieurs niveaux d’organisation. Le systeme
vasculaire rétinien se développe au courant de la gestation par une réorganisation, puisque la
rétine est irriguée premiérement par le systéme vasculaire hyaloide (30, 31). Ce systéme régresse
par l'interaction du systéme immunitaire via la signalisation de Wnt7b (impliquée dans les
processus développementaux et de 'embryogeneése) dérivée des macrophages via le récepteur
Fzd4, connu pour réguler le développement du systeme vasculaire de la rétine et de I'oreille, et
le corécepteur LRP5 (aide la spécialisation de la rétine) sur les cellules endothéliales (30, 32). Cette

voie induit la mort par apoptose du systéme vasculaire hyaloide dans la rétine (32).

Les astrocytes qui expriment fortement du PDGFRa envahiront la rétine (30, 33). Les cellules
ganglionnaires contrdlent la prolifération des astrocytes dans la couche interne de la rétine par
la sécrétion du PDGFA (30, 33). L'expression du VEGF, a la suite d’'une hypoxie, permet la
stimulation de I'angiogenése (30, 33, 34). Les premiers vaisseaux émergeront des couches les plus
internes de la rétine au nerf optique qui formeront plus tard le plexus vasculaire superficiel (30,
35, 36). Les astrocytes sont des cellules gliales de forme étoilé qui permettent le support des
vaisseaux sanguins (30, 37). Toutefois, les astrocytes rétiniens résident uniquement au plexus
interne (30). Les vaisseaux sanguins envahiront les couches internes vers les couches externes

pour innerver I'ensemble de la rétine (30).

L'artere rétinienne principale est reliée a I'artére carotide interne qui longe le nerf optique
permettant son entrée dans le systéme visuel (11). L'organisation mature du systéme vasculaire
est composée de plusieurs plexus provenant de I'artére visuel principal qui se segmente (11, 38).
Le premier plexus se situe au niveau de la région des cellules ganglionnaires d’ou I'afflux sanguin
provient de I'artére centrale rétinienne ; celui-ci se nomme le plexus vasculaire superficiel (35,
36). Il y a deux plexus situés dans la couche nucléaire interne : le plexus capillaire intermédiaire
et le plexus capillaire profond (35, 38). Les deux plexus sont alimentés par le plexus vasculaire
superficiel. Le dernier plexus est le capillaire péri-papillaire radial qui suit les axones des neurones
de la rétine et les approvisionne en nutriment (35, 38). Le systéme vasculaire rétinien est impliqué
dans de nombreuses maladies de la rétine telle que la rétinopathie du prématuré et la

rétinopathie diabétique (11, 12, 39).
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1.1.1.3 Priviléege immunitaire de la rétine
Le privilege immunitaire est décrit comme un processus actif par lequel le systéme immunitaire
et les cellules de l'organe agissent de concert pour limiter l'induction et I'expression de
I'inflammation afin d’éviter d’éventuels dommages irréversibles (40, 41). La rétine, comme le
cerveau, I'ceil et les testicules, font partie de ces organes privilégiés (40-42). Les cellules
microgliales, un autre type de cellules gliales, permettent la surveillance immunitaire de la rétine
(40, 43). Ce sont des cellules résidentes de la rétine se trouvant préférentiellement dans les
couches plexiformes (43). Les microglies ont des protéines de surface pour reconnaitre les
chimiokines, les cytokines et les protéines du systéme du complément et les PAMP (43, 44). Les
microglies réagissent par la communication avec les neurones, les cellules gliales et 'EPR qui
relachent des molécules immunosuppressives telles que le TGFS, I'lL-10, le CX3CL1 et le CD200
(40, 43, 45). Lorsque le microenvironnement de la rétine montre des signes pathologiques, les
microglies et les macrophages s’activent relachant de I’oxyde nitrique synthase inductible (iNOS)

et des cytokines pro-inflammatoires (40).

1.1.2 Espace sous-rétinien

1.1.2.1 Epithélium pigmentaire rétinien

L’épithélium pigmentaire rétinien est une monocouche pigmentée de cellules polygonales qui
relie la rétine neurale et I'espace sous rétinien qui inclut les structures suivantes: la membrane
de Bruch, la choriocapillaire et la choroide (5, 46). La face externe de I'EPR (basolatérale) est
connectée a la membrane de Bruch et la choroide, tandis que la face interne (la face apicale) fait
le lien avec la rétine par la couche nucléaire externe (46, 47). Cette structure fine est vitale pour
garder une homéostasie de I'ceil et, lorsque cette structure est endommagée, cela méne a des
rétinopathies (48). Son réle principal est de réguler la barriere hémato-rétinienne, mais elle
possede aussi d’autres fonctions telles qu’une membrane de soutien pour les photorécepteurs,
le transport d’ions et des fluides, de la conversion et stockage des rétinoides, fonction
phagocytaire du segment externe des photorécepteurs et de protection contre la lumiére (47,

49).
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La membrane de I'EPR est une jonction serrée et étanche permettant le contréle du passage des
molécules au travers de la membrane (47, 50, 51). Celle-ci laisse passer les molécules de moins
de 300 kDa (52). La surface connectée aux photorécepteurs présente des microvillosités
favorisant I’échange de substances nutritives par des canaux et transporteurs, ceux-ci permettent
donc le passage des ions et d’autres nutriments (46, 47, 53). Du c6té des photorécepteurs, il y a
une exclusion de vaisseaux sanguins, les nutriments doivent obligatoirement provenir de la forte
interaction entre la membrane de Bruch et la choriocapillaire délivrant les fluides a 'EPR (54). Il y
a aussi un passage de nutriments qui s’effectue aussi du c6té basolatérale par une distribution
asymétrique de transporteur et de canaux tels que AQP1, Na*/K* -ATPase, Na*/HCO3; et cGMP (45,
47, 50). Le transport du coté basolatéral est connecté avec la circulation systémique sanguine (par
la choriocapillaire) permettant d’acheminer I'oxygéne et les nutriments, comme les rétinoides qui

dérivent de I'alimentation nécessaire au cycle visuel (17).

L'EPR joue un réle important dans le cycle visuel (55). Effectivement, il recharge les éléments
visuels sous la forme de 11-cis-rétinal (rhodopsine), vers le segment externe des photorécepteurs
(figure 2) (51, 56). La plupart des transformations secondaires pour la ré-isomérisation du 11-
trans-rétinal en 11-cis-rétinal s’effectuent dans I'EPR, puisque plusieurs des enzymes clés s’y

trouvent (figure 2) (51, 56).

La fonction phagocytaire de I'EPR est nécessaire pour le renouvellement quotidien du dixieme de
la longueur des photorécepteurs du coté du segment externe (17, 47, 55). Une fine signalisation
permet d’initier la cascade d’événement d’élimination, de digestion et de recyclage de certains
des composants (17, 47). Les mécanismes de signalisation de I'apoptose sont possiblement
impliqués (17, 49). Toutefois, I'un des premiers stades bien définis de cette cascade est que les
phosphatidylsérines se retrouvent a la face externe de la membrane des photorécepteurs, soit au
niveau de sa base (17, 49). En effet, la phagocytose par I'EPR de cette membrane (tige) permet
I’'auto-renouvelement de celle-ci puisqu’elle subit de nombreux dommages oxydatifs (17, 47, 49).

Ceci protege 'intégrité de I'EPR et des photorécepteurs.

L'EPR posséde un pigment brun foncé, presque noir, qui provient de la mélanine, de la lipofusine

et des granules de mélanolipofusines (47, 48, 57, 58). La lipofusine est un agrégat d’un ensemble
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de composés comprenant principalement des lipides conjugués aux rétinoides (classe de
cholestérol) et de protéines provenant des segments externes des photorécepteurs (48). Les
agrégats de lipofusines sont dommageables et ils sont associés a un risque accru de développer
des maladies de I'ceil, puisqu’on les retrouve normalement dans la macula, une zone centrale de
la rétine ou I'acuité visuelle est la plus élevée, la fovéa (une région densément peuplée de cone)
et la péri-fovéa (48, 49). Des études ont montré que la lipofusine possédait I'un des déchets des
photorécepteurs tres toxiques A2E (bis-rétinoide pyridinium/N-rétinylidéne-N-
rétinyléthanolamine) qui lui conféraient sa fluorescence (48, 59, 60). Quant a la mélanine,
produite et stockée par les mélanosomes, elle permet de protéger des rayons UV sur I'EPR en les

absorbant, et conférant une protection contre le stress oxydatif (47, 48).

L'EPR confére a la rétine un privilege immunitaire tel que mentionné dans la précédente section
(45, 61). La barriere hémato-rétinienne formée par les jonctions serrées de I'EPR permet de
réguler les cellules du systéme immunitaire qui rentrent dans la rétine (45, 52). Les cellules de
I'épithélium sécrétent des facteurs immunosuppresseurs solubles, tels que TGF-f, IL-11,
I'interféron [ (IFN-f) et d’autres, pour réguler négativement des cellules immunitaires amenant
I'inflammation dommageable (40, 45). L'EPR posséde plusieurs récepteurs du Toll-Like (TLR) (TLR
1a7, 9 et 10), les composantes du complément, les CMH de classe | et Il et sert de cellules
présentatrices d’antigene (40, 45, 61). Elle possede ainsi une multitude de réle permettant une
communication entre les réponses immunitaires innées et adaptatives (40, 45, 61). Le TGF-f est
un contributeur important au privilege immunitaire de I'ceil, puisqu’il diminue le réle de cellules
présentatrice d’antigéne en activant les lymphocytes T (44, 45). Quant a I'IFN-£3, sa sécrétion
serait associée a la signalisation du TLR3 lors une infection de type virale (44). Les études menées
sur I'inflammation pathologique et chronique de la rétine montrent que la diminution de Ila
sécrétion de facteur soluble par I'EPR augmenterait I'’envahissement des cellules NK, les
lymphocytes et les macrophages (40, 45, 61, 62). Ceci aurait pour effet de causer des dommages

importants a la rétine par le systeme immunitaire (40, 45, 61, 62).
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1.1.2.2 La membrane de Bruch
La membrane de Bruch permet la séparation entre deux couches importantes de I'ceil soit 'EPR
et la choroide (47, 52). Cette couche a été longtemps ignorée, mais elle posséde un role crucial
dans ’lhoméostasie de I'ceil (52). Effectivement, elle posséde trois réles majeurs : elle permet la
diffusion de molécules de facon passive entre I'EPR et la choroide (ainsi que ses vaisseaux), elle
permet le support physique pour I'adhésion et la migration des cellules de I'EPR et est une

barriére de division pour la choroide et les cellules rétiniennes (52).

La membrane de Bruch est un type de lame basale plus épaisse. En effet, elle posséde plusieurs
couches (au total cinq) qui s’appuient en partie sur I'EPR et une partie sur la choroide (52). La
couche du c6té de I'EPR est la membrane basale de I'EPR ; elle est composée de collagene 1V, de
laminine, de fibronectine, de sulfate d’héparane (un type de polysaccharide qui s’accroche au
protéoglycane de la matrice cellulaire) et de chondroitine (52, 63, 64). La seconde couche
nommeée la couche interne de collagene (ICL) est organisée en treillis de collagéne (I, lll et V) ou
des molécules (comme les glycosaminoglycanes) s’insérent au travers (52, 63, 65). La couche
suivante, soit la couche d’élastine, permet la malléabilité de la membrane de Bruch a l'aide des
couches superposées d’élastine qui lui conférent cette propriété (52). Cette couche posséde
d’autres composantes telles que le collagene VI, la fibronectine et d’autres protéines (52, 66). La
couche externe de collagéne (OCL) est comparable a I'ICL au niveau de sa structure, mais elle est
beaucoup moins épaisse et elle se retrouve du coté de la choroide (52). La derniére couche est la
membrane basale de la choriocapillaire dont la composition est Iégérement différente de I'ICL
pour la présence des fibres de collagéne de type VI (52, 66). La présence des fibres de collagene
de type VI permet I'ancrage de la membrane de Bruch aux cellules endothéliales de Ia

choriocapillaire (52, 63).

1.2.2.3 La choroide
La choroide est une couche se retrouvant sous la membrane de Bruch et elle est délimitée par la
sclere (67, 68). Cette structure est une couche hautement vascularisée qui a pour fonction

principale de fournir I'oxygéne et les nutriments a I'épithélium, ainsi que de ramener les déchets
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provenant de I'EPR et des photorécepteurs dans la circulation systémique (68). La choroide
possede trois couches vascularisées et une couche de transition : la choriocapillaire, la couche de
Sattler, la couche de Haller et la suprachoroide (69, 70). La choriocapillaire est en étroite
communication avec I'EPR par la membrane de Bruch et elle est la couche la plus interne de Ia
choroide (55, 68, 70). Celle-ci possede une seule couche de capillaires fenestrés sanguins (68). La
couche de Sattler est un réseau de vaisseaux sanguins intermédiaires d’ou prend naissance les
capillaires de la choriocapillaire sous forme d’artériole et de veines (68, 70). La couche contenant
les plus gros vaisseaux sanguins est la couche de Haller (70). Entre les couches vasculaires de
Sattler et de Haller, la présence de cellules non-vasculaires s’y trouvent tels que les mélanocytes,
les fibroblastes et les mastocytes composant le stroma choroidien (67, 70). Quant a la
suprachoroide, elle posséde un réseau lymphatique et elle permet de faire la jonction avec la

sclére par la lamina fusca (67, 70).
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1.2 La dégénérescence maculaire liée a I'age

La dégénérescence maculaire liée a I’age (DMLA) est une maladie chronique et progressive du
centre de la rétine (71). Cette maladie neurodégénérative est une des principales causes de cécité
(moins de 3/60 au test d’acuité visuelle avec le tableau de Snellen) dans le monde pour la
population agée de plus de 50 ans (72, 73). En 2020, on estime que la prévalence de la maladie
est de 196 millions de cas et que celle-ci augmentera a 288 millions en 2040 (73). La population
caucasienne et asiatique ont plus de risque de souffrir de DMLA tardive comparativement aux
populations africaines, hispaniques ou afro-américaines (74). Cependant, toute population, peu
importe I'ethnie, peut souffrir de la DMLA dans les premiers stades de la maladie telle que montré

par les méta-analyses (74).

Plusieurs structures de I'ceil sont touchées par la maladie : les photorécepteurs, I'épithélium
pigmentaire rétinien, la membrane de Bruch et la choriocapillaire (73). Il n’existe aucun
traitement pour guérir de cette maladie, ce sont des traitements palliatifs soulageant les

symptomes qui sont offerts a ceux souffrant de la DMLA jusqu’a ce jour (46).

La perte de la vision dans la maladie se fait habituellement de fagcon graduelle. La DMLA se décrit
généralement en quatre stades avant d’atteindre les formes les plus avancées. Le premier stade
se décrit comme des changements dus au vieillissement normal avec la présence de drusen dans
la macula (72, 75). Il se pourrait que le patient présente une petite baisse d’acuité et de distorsion

visuelle, ainsi qu’une tache sombre dans le champ centrale de la vision (72).

Les drusen sont I'accumulation de dépots extracellulaires lipidiques et protéiques entre I'EPR et
la membrane de Bruch, c’est-a-dire sous la lame basale (49, 76). La formation des drusen n’est
pas encore bien compris, c’est-a-dire que certains dép6bts lipidiques et protéiques proviendraient
du métabolisme de I'ceil et d’autres de la circulation systémique (77). Les drusen apparaissent
comme un dépo6t jaune-blanc dans le fond de I'ceil percevable lors de I'examen oculaire (78). Il
existe différents types de drusen qui sont possibles de caractériser lors de cet examen : durs,
mous, calciques et pseudo-drusen (77-79). Les drusen durs sont associés au vieillissement normal
de I'ceil et sont caractérisés par une forme solide et épaisse (77, 78). Quant aux drusen calciques,

ils sont associés a une apparence blanchatre ou brillante causée par le dép6t de calcium (78).
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Certains types de drusen (mous et pseudo-drusen (réticulaire)) sont associés a un risque plus
accru de pathologie (78-80). L'examen de I’ceil montre les drusen mous comme ayant des rebords
moins définis, tandis que les pseudo-drusen sont de larges (125 a 250 um) amas percevables a la
lumiere bleue de forme arrondi ou ovale (78, 79). Une accumulation accrue a la macula et le profil
des drusens (forme, diamétre et nombre) peuvent étre associés au développement d’'une DMLA

sévére (49, 73, 76, 81, 82).

Dans le second stade, il y a la présence de drusen de plus grandes tailles, appelé les drusen
intermédiaires, a la macula. Il n’y a toujours pas de dommage observé au niveau de I'EPR (72). Le
troisiéme stade est le stade étendu, modéré, ou la présence d’un grand druse est observé dans la
macula et I'apparition d’anomalie/dommages au niveau de 'EPR (72). A ce stade, les patients ont
leur vision largement affectée (72). Le dernier stade, soit le quatrieme stade, est la forme avancée
de la maladie ou il est possible de distinguer deux types de DMLA, soit la DMLA séche (ou atrophie

géographique), soit la DMLA humide (ou néovasculaire) (72, 83).

Les drusen ont plusieurs effets indésirables sur la progression de la maladie dont I'épaississement
de la membrane de Bruch pouvant causer une diminution de la vision (49). Les drusen bloquent
la diffusion des molécules entre les vaisseaux sanguins de la choroide et de la rétine vers 'EPR
empéchant les échanges de nutriments (49). L'épaississement de la membrane de Bruch n’est pas
seulement causé par les drusen, mais aussi par plusieurs autres facteurs comme par une
détérioration accrue des fibres de collagéne (52, 77). Les fibres de collagénes subissent les
attaques du stress oxydatif par des défauts du métabolisme du fer causé par I'age et le processus
de réticulation par glycation avancée (52, 77). La membrane de Bruch s’épaissit, perd de son
élasticité et son pouvoir de filtration, puisque d’autres déchets provenant de I'EPR restent dans

ce goulot (52). La membrane est alors fragilisée et risque de se briser.

Plusieurs processus cellulaires du vieillissement pathologique dans les yeux sont sous-jacents a la

progression de la maladie dans la forme atrophique géographique et néovasculaire.
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1.2.1 Atrophie géographique

La DMLA de type atrophie géographique (aussi appelée seche ou non-exsudative) représente la
forme de la maladie la plus fréquente jusqu’a 85 a 90% des cas (68, 83, 84). Bien qu’on parle
souvent de la cécité qu’apporte la maladie, celle-ci améne énormément de souffrance
émotionnelle telle que la dépression et le stress (85). En effet, I'atrophie géographique peut
toucher gu’un seul ceil et cette possibilité de perdre I'acuité visuelle dans I'autre ceil ne fait
gu’augmenter I'angoisse chez le patient (85). Ceci engendre des colts supplémentaires en
matiere de santé. Les symptomes cliniques rapportés sont une vision centrale et nocturne altérée
(flou et distorsion des couleurs et des lignes) (84). Dans le cas ou la macula est touchée, 'acuité

visuelle est fortement compromise (85).

La DMLA séche est caractérisée par une atrophie focale de la membrane de I'EPR qui soutient les
photorécepteurs (81, 83). La perte des vaisseaux choroidiens engendre la diminution de I'apport
en nutriment jusqu’a I'EPR (81, 84). De plus, la formation de dép6ts toxiques entre la rétine et
I'EPR endommage fortement les photorécepteurs qui sont « étouffés » par le manque de
nutriments et I’environnement nocif dans lequel ils se trouvent (83, 86). Ceci provoque |'apoptose
des photorécepteurs; il y a diminution progressive de cette population dans la macula épargnant
tout d’abord la fovéa (68, 83). La formation de plusieurs flots atrophiques peuvent s’agrandir et
fusionner, puis finir par compromettre la fovéa (83). La présence d’un grand nombre de cellules
immunitaires dans les zones d’atrophie géographique et les drusen suggérent un environnement
pro-inflammatoire préparant éventuellement a la progression de la maladie (87). Les patients
atteints de DMLA de type atrophie géographique peuvent évoluer vers une DMLA avec

néovascularisation (54, 84).

Lors de la photographie du fond de I'ceil, il est possible de voir cette atrophie qui forme des zones
rondes et ovales de 175 um et plus (figure 5) (85). Lorsque les atteintes sont sévéres, les vaisseaux
sanguins de la choroides sont perceptibles (85). Les outils diagnostiques de la DMLA séche sont
la photographie du fond de I'ceil, I'auto-fluorescence du fond de I'ceil et la tomographie par
cohérence optique (OCT) (84, 88). L'OCT est une technique d’imagerie médicale, non-invasive, ou

il est possible d’avoir des images en coupe de I'ceil avec précision (72, 88).
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Figure 5. Lésion de la DMLA atrophie géographique.

Illustration des lésions d’un patient atteint de la maladie. Les images découlent de la
technique d’imagerie tomographie par cohérence optique (OCT) ou A) la zone lésée
d’apparence plus clair, puis B) la perte de I'auto-fluorescence du fond de I'ceil au niveau

de la lésion. cc By SA 4.0 Sacconi, R., Corbelli, E., Querques, L. et al. A Review of Current and Future Management of Geographic
Atrophy. Ophthalmol Ther 6, 69—77 (2017). https://doi.org/10.1007/s40123-017-0086-6 (figure adapté)

Malheureusement, il n’existe aucune cure pour la DMLA séche jusqu’a ce jour (83, 84). Les
dommages a I'EPR et aux photorécepteurs sont irréversibles et aucune médication ne peut les
réparer ou les remplacer (84, 85). Des essais cliniques (de phase Il) basés sur la neuroprotection
et des composés anti-inflammatoires semblent étre prometteurs dans le cas de la DMLA seche
(85). Par exemple dans les études de neuroprotection, la brimonidine, un agoniste d’'a-2-
adrénergique, est utilisé dans le traitement du glaucome (84, 85). Lors des essais chez des
rongeurs, ils ont montré qu’il y avait une protection sur la rétine neurale (84, 85). L'injection
intravitréenne chez des patients atteints de facon bilatérale a débuté dans une étude de phase Il
randomisée (85). Toutefois, jusqu’a ce jour, les professionnels de la santé misent sur la prévention
et le ralentissement de la progression de la maladie en réduisant les facteurs de risque et en
changeant la diete (84). Il est suggéré que les patients cessent de fumer, prennent certains

suppléments alimentaires et fassent plus d’activité physique (84, 89).

1.2.2 DMLA Néovasculaire

La forme néovasculaire (aussi appelée la forme humide ou exsudative) représente 10 a 15 % des
cas de la maladie (68, 83, 84). En général, la forme néovasculaire est associée a une perte de la

vision plus sévere et plus rapide que la forme séche (72).
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La DMLA néovasculaire est caractérisée par la croissance de néovaisseaux sanguins sous I’'espace
rétinien, soit dans la choroide (CNV) (68, 90). Des défauts de la membrane de Bruch surviennent
par des processus inflammatoires et dégénératifs di a I’age (90). Un des nombreux mécanismes
possibles de cette perturbation est la dégradation du collagéne par des leucocytes (91). Les fibres
de collagéne subissent les effets du stress oxydatif au courant de la vie et ceci a pour effet de les
endommager et de créer un environnement inflammatoire (54, 68). Les cellules inflammatoires
présentes dans cet environnement, les macrophages et les microglies, produisent des facteurs
pro-angiogéniques tels que le VEGF-A et IL-1f (92). Les effets du vieillissement de la membrane
de Bruch provoqguent son épaississement et diminuent sa perméabilité (54). Ceci a pour effet de
moins bien acheminer les nutriments vers I'EPR diminuant sa fonction (54). Par manque de
nutriments et d’irrigation, les cellules EPR envoie des signaux d’alarme en sécrétant du VEGF vers
la choriocapillaire, dont la densité et I'apport sanguin irriguant I'espace sous-rétien diminuent
avec I'age (54, 68, 72). La synergie des signaux de VEGF envoyé par la choriocapillaire agée et
I'EPR signalent le besoin d’avoir de nouveaux vaisseaux pour alimenter I'EPR et les

photorécepteurs (52, 54, 55, 68). L'ensemble de ces facteurs favorisent la CNV (52, 68, 92).

Les cellules endothéliales s’infiltrent dans cette membrane endommagée et I'EPR (figure 6) (68,
93). L'angiogenése est stimulée par le déséquilibre entre les facteurs inhibiteurs et stimulateurs
de la croissance des vaisseaux sanguins (68). Dans les états pathologiques, comme dans le cas de
la néovascularisation choroidienne ou les tumeurs, les facteurs inhibiteurs (PEDF (aussi connu
sous le nom de serpine F1 (le facteur dérivé de I'épithélium pigmentaire)), endostatine et TSP1
(Thrombospondine 1)) sont largement diminués (68). Les cellules endothéliales, les péricytes et
I'EPR peuvent produire du VEGF ce qui amplifie la surcharge sur le déséquilibre et pousse
I'infiltration des cellules endothéliales dans I'espace sous-rétinien, endommageant les
photorécepteurs (68). Le VEGF est un contributeur massif a la croissance des vaisseaux sanguins,
mais il n"est pas le seul facteur stimulateur ; les autres facteurs impliqués sont le facteur de
croissance analogue a l'insuline (IGF-1), les membres de la famille des facteurs de croissance des

fibroblastes (FGF), les interleukines et les angiopoiétines (68).
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Les nouveaux vaisseaux formés laissent échapper du liquide (exsudats) et/ou du sang
(hémorragie), puisque ceux-ci ne sont pas aussi étanches que des vaisseaux sanguins en santé
(68, 90). Cette étape est associée a une forme plus sévére, puisque ce liquide contient plusieurs
médiateurs inflammatoires (IL-2, IL-6 et IL-10) ce qui crée un environnement propice a enrichir

les dommages et agrandissant les zones affectées (68, 90).
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Figure 6. Pathogénése de la dégénérescence maculaire liée a I’dge de type néovasculaire.
Représentation schématique de I'ceil général (A) Présentation d’un grossissement de I'espace
sous-rétinien montrant le réseau sanguin d’un ceil sain (B) et dans le cas de la DMLA (C) les

vaisseaux en croissance dans la membrane de Bruch et I’'EPR. cc By sA 4.0 Rastoin, O.; Pages, G.; Dufies, M.
Experimental Models in Neovascular Age Related Macular Degeneration. Int. J. Mol. Sci. 2020, 21, 4627. https://doi.org/10.3390/ijms21134627

Les Iésions causées par la croissance des vaisseaux sanguins peuvent évoluer vers une fibrose
vasculaire, puis vers une fibrose maculaire (commutation angio-fibrotique) (90). A cette étape, il
est possible d’apercevoir a 'examen de I'ceil des cicatrices surélevées de tissus blancs-jaunatres
et solides (cicatrice fibrotique) (90). Lorsque les cellules arrivent dans cette étape, un processus
d’apoptose est enclenché par les cellules de I'EPR, les macrophages et les cellules endothéliales
(vaisseaux sanguins) formant les cicatrices (68, 90, 94, 95). Il y a d’autres facteurs impliqués dans
ce processus soit le facteur de croissance transformant béta (TGF-f) et I'inhibiteur de tissus
métalloprotéinase 3 (TIMP-3 [tissue inhibitors of metalloproteinases 3]) permettant d’enclencher

le processus de cicatrisation (68). Ce processus engagé permet une certaine résorption au niveau
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de la néovascularisation, car la production de VEGF est diminuée (90). Malheureusement, cette

étape implique énormément de fibrose et ceci endommage gravement la vision (90).

1.2.3 Facteurs de risque

Il existe une multitude de facteurs de risque dans la DMLA que ce soit au niveau de
I’environnement, des habitudes de vie ou tout simplement de la génétique, puisque c’est une
maladie multifactorielle (87). Ce sont trois grands volets que I’on retrouve dans plusieurs maladies
dégénératives et celle-ci n’y échappe pas. Plusieurs facteurs seront énumérés et expliqués dans

ce présent chapitre.

1.2.3.1 Facteurs génétiques
La prévalence de la DMLA est susceptible d’augmenter lorsque dans une famille, un membre (par
exemple un parent ou la fratrie) est atteint (96). C'est pourquoi il est important de connaitre les
différentes causes génétiques. Plusieurs génes associés au métabolisme lipidique et
mitochondrial sont associés a une augmentation du risque de DMLA (49). En effet, I'accumulation
de lipides (drusen) dans la membrane de Bruch est associée a la pathogeneése de la maladie dans
plusieurs cas (49). La mauvaise gestion par le systéme lipidique (lipides et lipoprotéines) et des
résultats d’études génétiques ont permis d’associer des variantes génétiques comme
apoliprotéine E2 (APOE2), la protéine de transfert des esters de cholestérol ([cholesterylester
transfer protein] (CETP)), Lipase C (LIPC), facteur du complément H (CFH), transporteur a cassette
liant I’ATP de la famille 4 ou la maladie de Stargardt (ABCR/STGD1/ABCAA4), facteur de croissance
1 analogue a linsuline ([insulin-like growth factor-1] IGF1), récepteur de l'adiponectine 1

(ADIPOR1) et bien d’autres génes (49, 96, 97).

De plus, plusieurs des facteurs mentionnés sont interreliés dans le métabolisme des lipides. Par
exemple, I’APOE2 est sécrété par I'EPR lorsqu’il est en contact avec le systéeme du complément
(98). Dans le cas des drusen, ils sont constitués en partie de cholestérols, de lipides et d’autres

constituant lipidiques (87, 98). L’APOE avec ABCA1 permet le transport efficace du cholestérol
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jusqu’au foie (87, 98). Malheureusement, dans le cas de I'isoforme E2, ce transport semble
inefficace (49, 87, 98). L'accumulation du cholestérol diminuerait la capacité autophagique dans

'EPR (97, 98).

Quant au CFH, lI'incidence de la maladie serait associée a un polymorphisme génétique identifié
soit rs1061170 (87). Ce polymorphisme est associé a la substitution d’une histidine 402 pour une
tyrosine (CFH402H) augmentant le risque de 50% d’étre atteint de la DMLA (99). La voie du
complément est un mécanisme de défense immunitaire innée permettant de détruire les
pathogénes (87, 99). Cette voie est composée d’'une cascade de protéine protéolytique et
cytolytique ayant la capacité de déclencher des processus inflammatoires et de reconnaitre des
pathogénes (100). Le réle du CFH permet d’inhiber la voie du complément par la sécrétion d’une
protéine soluble nommé Cfh (99, 101). Le dysfonctionnement au niveau de 'inhibition de la voie
du complément peut entrainer une accumulation de lipides sous I'EPR (101). Ceci engendre la
signalisation aberrante de la voie du complément permettant les dommages a I'EPR, puisque le

Cfh ne serait pas efficace (101).

Il existe une susceptibilité génétique sur le chromosome 10, dont la localisation est le 10926 (75,
102, 103). Plusieurs polymorphismes y sont associés comme les génes de ’ARMS2 (la protéine 2
de sensibilité a la maculopathie) et HRTA1 (I'exigence de température élevée Al [high
temperature requirement factor A1) ; ils sont, de plus, transmis de paires (102, 103). Ces
polymorphismes augmentent la probabilité de développer une DMLA sévére (102, 103). Le réle
de ces deux genes n’est pas totalement élucidé. Une étude récente a montré que des patients a
risque avait une expression altérée de la protéine Hrtal (son activité est diminuée) contrairement

aux patients non a risque (102).

1.2.3.2 Facteurs environnementaux
La DMLA est une maladie du vieillissement, ainsi le facteur de risque le plus important est I'dge
(72, 87). L' ceil suit un processus de vieillissement, comme d’autres organes du corps humain (72,
104). L'exposition a la lumiére du soleil (ou a la lumiére bleue) génére du stress oxydatif au fond

de lI'ceil qui est géré par la mélanine. La littérature sur les risques de I'exposition aux UV sur la
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DMLA ne posséde aucun consensus (104-106). Pourtant, il est suggéré qu’une forte exposition au
rayon UV au courant d’une vie pourrait augmenter le développement de la DMLA (104, 105). Le
port de lunette de soleil de prescription, concue pour protéger la vue, peut définitivement
prévenir contre les maladies oculaires (dont les maladies rétiniennes et de I'EPR) (107). Le port
de grand chapeau et de casquette est une autre stratégie a adopter contre les rayons du soleil
(107). Les protections contre la lumiere bleue, présentent dans les prescriptions oculaires, ont
pour but de protéger contre les effets des écrans et diminuer la fatigue oculaire (108). La grande
présence des rayonnements de faible intensité (380 a 500 nm) causée par la consommation
d’appareil électronique produisent des dommages importants sur la rétine et I'EPR (105, 107,

109).

1.2.3.3 Facteur habitude de vie
La DMLA est une maladie multifactorielle, dont les habitudes vies exercent une influence sur
I'incidence de cette derniére (72). Par exemple, le tabagisme est I'une des premiéres causes de
maladies et de mortalité (110). La cigarette accélére certaines conditions préexistantes par
I'interaction géne-habitude de vie influencant ainsi la survenue de la maladie précocement (72).
La fumée de cigarette dégage plus de 4000 produits toxiques et cancérigénes (110). Cette
habitude de vie agit comme un stress oxydatif et augmente de 1,7 a 3,4 fois le risque d’étre atteint

de la maladie (72, 87, 110).

De nos jours, I'alimentation est au centre des conversations : manger équilibré, I'exercice et
rester hydraté. Pourtant, malgré les campagnes de préventions, I'obésité s’accroit a travers le
monde (111, 112). L'augmentation de poids des populations augmente la prise en charge dans
les centres hospitaliers pour différents troubles du métabolisme (111). Malheureusement,
I'obésité augmente aussi les facteurs de risque de souffrir de plusieurs maladies oculaires dont la
DMLA (87, 112). L'obésité est le deuxieme facteur de risque le plus important aprés le tabagisme.
Cette condition augmente les événements cardiovasculaires, un état pro-inflammatoire, un excés
de tissus adipeux qui peut causer une hyperlepténie (sécrétion par les adipocytes de la leptine)

et une déficience en antioxydant (112). Pris ensemble, ces facteurs sont contributeurs a des
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problemes vasculaires et inflammatoires qui peuvent jouer un réle dans la pathogéneése de la
DMLA (112). L'IMC (indice de masse corporelle) est souvent utilisé dans les études pour créer des
catégories afin d’aider a la classification (113). Malheureusement, cette classification ne peut pas
étre utilisé chez les athlétes ou chez les personnes agées, puisque ceux-ci sont hors des courbes
de I'IMC (112, 113). Certains chercheurs proposent d’utiliser une autre corrélation le ratio
taille/hanche ou le pourcentage de graisse viscérale qui serait un meilleur prédicteur du potentiel

de développer la DMLA (112, 113).

1.2.4 Préventions

L’étude AREDS, comportant plusieurs rapports, est maintes fois citées par les scientifiques et les
professionnels de la santé, pour sa large cohorte de patients. Celle-ci est centrale pour les
connaissances sur la prévention et les facteurs de risques (89, 114). L'étude AREDS (Age-related
eye disease study) avait pour but d’étudier les facteurs de risques possibles pour la DMLA et la
cataracte chez ces participants (114, 115). Au sein de cette étude, un essai clinique pour évaluer

I'efficacité pharmacologique d’un supplément naturel a été aussi élaboré (114, 115).

Cette étude a trouvé une forte corrélation avec le tabagisme a tous les stades de la maladie (114).
Ce facteur de risque modifiable provoque la diminution des antioxydants alimentaires dont la -
caroténe (114). L'arrét tabagique permettrait de diminuer les risques de I'apparition précoce de
la maladie, mais les anciens-fumeurs ont toujours une probabilité plus grande que les non-
fumeurs d’étre atteints de celle-ci (jusqu’a 2 fois plus dépendamment de la consommation
tabagique) (116). Plusieurs professionnels de la santé proposent, selon les antécédents, le produit
de I'’étude AREDS, qui est composé de 80 mg d’oxyde de zinc, 2 mg d’oxyde de cuivre (ll), 15 mg
de [-caroténe, 500 mg de vitamine C et 400 Ul de vitamine E (116). Il est non seulement proposé
dans les cas de patients fumeurs, mais aussi en guise de « traitement » pour les patients atteint
de la DMLA géographique (84, 85, 116). Selon le rapport de I'étude longitudinale, la prise de cette
combinaison permet de diminuer le risque de développer une DMLA sévere de 25 % sur une
période de cingans (72,115, 117, 118). Ceci permettrait de retarder I'apparition des stades tardifs

de la maladie (72, 115, 117, 118). La nouvelle étude AREDS2 a permis de faire quelques
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changements au niveau de la formulation du composé : le retrait de la B-caroténe (précurseur de
la vitamine A) et I'ajout de 10mg de lutéine et 2 mg de zéaxanthine (116, 119). L'utilisation de [3-
carotene a fait significativement augmenter les cas de cancer du poumon chez les fumeurs et les
anciens fumeurs utilisant le produit AREDS (116, 119, 120). En effet, la supplémentation en -
caroténe montre une interaction nocive avec les différents produits composants la cigarette, dont
le goudron logé sur les poumons endommagés des anciens fumeurs et des fumeurs actifs créant
des radicaux libres (121-123). Les études ont montré qu’elle n’apportait pas d’avantage
supplémentaire a sa consommation par rapport aux dommages qu’elle pouvait causer sur la santé
(116, 119, 120). Il existe, encore aujourd’hui, une étude sur les effets du supplément AREDS2 sur
une cohorte de dix ans pour s’assurer que ceux-ci n’encourent pas de risque a long-terme pour la

santé causée par la lutéine et la zéaxanthine (120).

Bien qu’il soit difficile de quantifier I’exposition au soleil au courant d’une vie totale et que I'étude
AREDS n’a pu déceler une corrélation positive, d’autres ont suggéré que le soleil est un facteur de
risque (présenté dans le chapitre précédent) (114). Le port de lunette solaire peut a long-terme

protéger contre les attaques des rayons UV et prévenir contre la DMLA (72, 104).

1.2.5 Traitements actuels
Dans les années 80, les chercheurs ont développé plusieurs techniques pour traiter les patients
atteints de la DMLA néovasculaire, mais ceux-ci développaient d’autres problémes oculaires
associés a ces traitements (124). Les professionnels de la santé utilisaient la photocoagulation
maculaire qui consiste a brQler avec un laser le fond de I'ceil les vaisseaux sanguins
problématiques. Malheureusement, les patients pouvaient développer un scotome, qui est la
présence d’une tache aveugle, suite a la destruction de I'EPR et des photorécepteurs (124). De

plus, cette thérapie était associée a des nombreuses rechutes aprés 18 mois (124, 125).

Vers la fin des années 90, une nouvelle ére de traitement a vu le jour, la photodynamique (PDT)
(124-128). Ce traitement nécessite un composé photosensible, tel que la vertéporfine qui tient le
réle de photosensibilisateur, administré par voie intraveineuse au patient (124-128). Le PDT

possede une grande sélectivité pour sa cible thérapeutique, c’est-a-dire que la concentration du
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photosensibilisateur est spécifique au tissu (128, 129). La source lumineuse, d’une longueur
d’onde tout aussi spécifique, est dirigée vers la zone a traiter (128, 129). La vertéporfine, associée
au traitement de la DMLA néovasculaire, est activée par un laser non-thermique d’une longueur
d’onde de 689 nm et de la présence d’oxygene permettant la destruction des vaisseaux anormaux
(124-127, 130). A la suite de la stimulation de la vertéporfine par le laser, il y a transfert d’énergie
permettant la création de radicaux réactifs qui détruisent et endommagent les cellules et les
tissus environnants (129-131). Les améliorations de la condition des patients, a la suite du
traitement, sont restées faibles (124, 126). Ceux-ci doivent répéter le traitement a tous les trois
mois, puisqu’il y a fréquemment des rechutes soit des fuites au niveau de la choriocapillaire, un
symptome associé a la maladie (124, 126, 129). De plus, ce traitement initiait des dommages a
I’'EPR, a la choriocapillaire et la neurorétine sensorielle (129). Une augmentation de la fréquence

de traitement accroit les dommages causés a ces tissus (129).

1.2.5.1  Anti-VEGF
Les thérapies ciblant spécifiquement le facteur de croissance de I'endothélium vasculaire (VEGF)
est un choix stratégique, puisque celui-ci est un large contributeur de la forme néovasculaire de
la maladie (124). Le VEGF posséde différents isoformes qui sont les cibles des médicaments qui

sont actuellement sur le marché (124).

Le Pegaptanib (macugen®©), traitement approuvé en 2004 par la FDA, est composé d’un aptamere
oligonucléotide pégylé ayant une affinité trés élevée pour I'isoforme VEGF165 (72, 124, 132, 133).
Celui-ci se lie preés du domaine de liaison a I’'héparine empéchant la liaison au récepteur du VEGF
(72, 124). 'administration de ce médicament se fait de facon intravitréenne; la recherche
fondamentale a permis de montrer que celui-ci inhibait la néovascularisation pathologique et les
fuites vasculaires qui sont provoquées par la forte expression de VEGF (124). La thérapie ne
permettait pas de retrouver une bonne acuité visuelle et, au fil du temps, les patients avaient une
rechute pour la taille des lésions (pouvant s’agrandir) et des fuites au niveau des vaisseaux

sanguins (72, 124).
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Le Ranibizumab (lucentis ©), approuvé par la FDA en 2006, est un médicament composé de
fragments monoclonaux qui se lient a plusieurs isoformes : VEGF165, VEGF121 et VEGF110 (124).
L’effet thérapeutique était plus efficace que la thérapie avec la vertéporfine (72). Celui-ci est aussi

administré par injection intravitréenne (72).

Le Bevacizumab (Avastin ©), traitement approuvé par la FDA en 2004 pour le cancer, mais celui-
ci est toujours a I'étude pour traiter la dégénérescence maculaire liée a I'dge de type
néovasculaire, est un anticorps monoclonal murin humanisé se liant spécifiquement au VEGF
humain (72). Le Bevacizumab permet I'inhibition de la liaison du VEGF au récepteur de surface
des cellules endothéliales, Flt-1 et KDR (124). Les résultats sont équivalents a ceux observés au

Ranibizumab.

Plusieurs autres médicaments font I'objet d’étude et ceux-ci ciblent différentes molécules dont
le facteur dérivé des plaquettes (PDGF) ou I'angiopoiétine-2 (124). Malheureusement, certains
patients répondent mal aux thérapies anti-VEGF qui sont, aujourd’hui, un standard pour contrer
la diminution de la perte de la vue (134-136). De plus, certains patients perdent la vue malgré le
traitement d’anti-VEGF et cela est causée par la formation de tissus cicatriciel dans la fovéa aprés
deux ans de traitement (135-138). Certaines autres études cliniques rapportent que les thérapies
anti-VEGF précipiteraient les patients vers une atrophie géographique (135). La science doit
persévérer, afin de trouver des moyens efficaces de ralentir le processus de dégénérescence de
'EPR et de la membrane de Bruch qui meéne vers des complications telles que la

néovascularisation choroidienne.
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1.3 Modele de néovascularisation choroidienne

Pour I'étude de la DMLA néovasculaire, une technique a été adaptée chez les souris par une
blessure induite au laser (139). Cette technique, décrite pour la premiére fois par Tobe en 1998,
a été maintes fois testées (140). Celle-ci est la plus acceptée et la plus utilisée actuellement par la
communauté scientifique faisant I’étude de la maladie (139-141). Ce modéle consiste a percer la
membrane de Bruch a I'aide d’un laser ce qui entraine la croissance des vaisseaux sanguins dans
I’espace sous-rétinien de I'ceil (139, 141). Cette méthode récapitule, de facon accélérée, certains
processus biologiques complexes observés dans la DMLA humide chez I'humain tel que les
cascades moléculaires qui ont permis la découverte des thérapies ciblées anti-VEGF (141).
Certaines adaptations du protocole ont permis d’augmenter la précision du modele comme
exemple le changement de la lampe a fente vers le micron IV qui est doté d’'une caméra a temps

réel captant le fond de I'ceil et cet appareil est adapté au modéle murin. (142).

Cette technique a permis I'étude d’interactions importantes et d’essais cliniques de certains
prototypes de médicaments impliquant I'anti-VEGF (141-143). L'induction par laser de la
néovascularisation choroidienne permet aux chercheurs d’avoir du matériel biologique
relativement plus rapidement et plus facilement accessible que chez certains types de modéles
(par exemple : primate non-humain) ou chez ’humain (141). De plus, les souris n’ont pas besoin

d’étre manipulé génétiquement pour obtenir les Iésions (141, 142).

1.3.1 Evolution de I'induction des néovaisseaux sanguins
Plusieurs étapes ont été trés bien documentées dans I'induction de nouveaux vaisseaux sanguins
qui croissent dans I’espace sous-rétinien (144). Les étapes sont les mémes chez le rat et la souris
(143). Ces étapes sont importantes pour déterminer I'arrét de la séquence d’expérimentation
chez notre modéle animal. Effectivement, aprés 14 jours, un processus cicatriciel s’installe,

puisque ce modeéle est un processus aigu de cicatrisation (90, 143).

L’apparition des nouveaux vaisseaux sanguins se fait trois jours aprés la blessure au laser (140).

Les vaisseaux sanguins occupent généralement le centre de la blessure, mais ils sont faiblement
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fonctionnels (144). 'ARNm de TGF-f1 augmente au 3¢ jour jusqu’au 14¢ jour aprés I'induction ce
qui laisse présager une croissance cellulaire (145). De plus, une augmentation des cellules
immunitaires, comme les macrophages, les microglies et les monocytes, dans la rétine et I'espace
sous-rétinien est observée provoquant de I'inflammation (87, 90, 144, 145). Au septieme jour, la
plupart des impacts de laser possédent des néovaisseaux contrairement au 3¢ jour (144). Ceux-ci
occupent une bonne partie de la superficie de la blessure (144). A 10 jours, les vaisseaux sanguins
sont complétement formés et occupent I'espace sous-rétinien (144). Plusieurs des études sont
menées a la limite oU la néovascularisation choroidienne est active, soit a 14 jours (période
d’activité 3 a 14 jours) (141, 145, 146). L'expression de I’ARNm du VEGF augmente du 3¢ au 14°
jour, puis subit un déclin abrupt dans son expression (144, 146). Les études sur les processus de
fibrose se font généralement dans les stades tardifs de I’évolution jusqu’a 35 jours apres la

blessure induite au laser ; I'apparition de fibroses dans les tissus débutent dés le jour 7 (90, 134).

1.3.2 Modeéle génétiquement modifié de la DMLA

Il ne faut pas oublier que les pathologies humaines ne possédent pas le méme équivalent chez les
animaux c’est-a-dire que la symptomatologie peut différer (143, 147). En d’autres mots, les
scientifiques induisent des conditions a des modeles animaux, comme les souris, mais ceux-ci ne
montrent qu’un symptome de la maladie qui afflige I’humain (143, 147). Il existe certaines souris
mutantes associées a un phénotype sénescent (par exemple : les souris cfh -/-, les souris Ccl2 -/-
et Ccr2 -/-, les souris Sod1 -/- et bien d’autres) (142, 143). Ces souris sont créées dans le but de
reproduire des processus observés dans la DMLA ayant une évolution distincte de la méthode
développée et décrite par Tobe (141, 148). Elles peuvent développer spontanément des lésions
au niveau des yeux ressemblant au phénotype de la DMLA (141, 142). Certaines de ces souches
de souris auront ces lésions tardivement au courant de leur vieillissement (135, 136). Par
exemple, les souris déficientes en protéine chimioattractante monocyte-1 ou du récepteur
chimiokine CC de type 2 (Ccl2 -/- et Ccr2 -/-) possédent des caractéristiques intéressantes pour

les processus immunitaires menant a des agrégats de protéines, composés de complexes
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immuns, de protéines régulant la voie du complément et d’IgG dans la rétine et I'EPR, puisque les

macrophages n’ont plus la capacité de répondre adéquatement (147, 148).

1.3.3 Limites du modéle murin
Il existe des différences physiologiques entre I’ceil murin et humain (67, 141). Celles-ci sont
importantes a connaitre pour déterminer les limites d’'un modéle et les assomptions qui peuvent
étre faites entre la souris et I’'humain. Il y a plusieurs différences dans les glandes ou le nombre
d’os entourant I'ceil humain versus celui de la souris, mais ceci ne compose pas la différence
fondamentale dans le modéle de la pathogenése de la DMLA (67). La souris ne posséde pas de
fovéa (5). En effet, la structure de cette partie de I'ceil est différente au niveau de I'épaisseur de
I’'EPR et de la membrane de Bruch chez I’humain (5). De plus, il y a une large concentration des
photorécepteurs dans cette structure (5). La souris possede une vision différente de celle

humaine (67).

Bien que le modele de néovascularisation choroidienne soit accepté et utilisé parmi la
communauté scientifique travaillant sur la DMLA, celui-ci posséde plusieurs limites. La technique
est une faible imitation de la pathologie dont les patients souffrent (141). Chez la souris, la
blessure induite par laser du fond de I'ceil est complétement cicatrisée au-dela de 14 jours
contrairement a la condition humaine (141). Au contraire chez I’humain, I’évolution de la maladie
est multifactorielle (interaction gene, environnement et habitudes de vie) et se développe
probablement sur plusieurs mois, voire des années. Malheureusement, en utilisant ce modeéle, la
pathogenese de la DMLA liée au vieillissement est perdue (142). De plus, cette méthode est une
imitation d’une phase de la DMLA néovasculaire et elle exclut la DMLA de type atrophie
géographique (141). Quant aux modeles d’animaux génétiquement modifiés, les lésions
s’installent chez des souris vieillissantes, donc il y a un prolongement des durées des protocoles
de soins (143, 147). A cet effet, I'élevage a long-terme de souris améne des co(ts financiers
importants (149). Les souris vieillissantes auront naturellement un déclin progressif de certains

tissus et des comorbidités menant parfois a la mortalité dans les colonies (150).
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Malgré les limites du modeéle de CNV, celui-ci reste une technique validée, bien documentée et
tres utile (139, 141, 142). Il a permis de comprendre plusieurs mécanismes potentiels de la DMLA

exsudative (143).
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1.4 Le jeline intermittent

Avant d’étre étudié par la science, I'alimentation était déja considérée comme un moyen
d’améliorer sa condition de vie. Par exemple Francis Bacon, philosophe, ou George Washington
ont associé la réduction de la consommation de nourriture a 'amélioration ou I'allongement de
la vie (151, 152). Aujourd’hui, le monde du « fitness » valorise cette pratique pour augmenter les
performances ou tout simplement encourage les vertus associées a la restriction alimentaire ou
au je(ine (152, 153). Bien que ce soient des récits anecdotiques et de I'observation, I’'ensemble de
ces personnes citées ci-haut semblent avoir décelé quelques résultats amenés par Obsourne en
1917 et McCay en 1935 qui ont fait I'’étude de la restriction calorique et son effet protecteur sur
le vieillissement chez le rat (151, 154, 155). Depuis, le nombre de recherche sur ce champ d’étude

n’a fait qu’augmenter.

De nombreuses études ont été faites sur le vieillissement et la longévité se basant sur les cycles
d’alimentation (151, 156). Toutefois, il n’existe aucun consensus dans les types de modele de
recherche, c’est-a-dire que premierement les chercheurs interchangent les différents types de
cycles d’alimentation (restriction calorique versus jeline intermittent) et deuxiemement certains
ne définissent pas clairement le modéle qu’ils ont utilisé (157). Dans le cas de ce rapport, la
restriction calorique (RC) est définie par une fraction de I'apport quotidien d’un groupe nourrit
ad libitum (AL) (100% de la consommation) donnée au groupe sous RC (par exemple 70% de la
consommation du groupe AL) sans toutefois causer de malnutrition (151, 158). Quant au je(ine
intermittent, c’est une alternance de jour d’alimentation et de jour de jeline (153). La restriction
alimentaire posséde des avantages comme de réduire le poids corporel, d’accroitre la sensibilité
a l'insuline, de diminuer les comorbidités existantes (maladies), permet de résister au stress et
prolonge la durée de vie (159). Méme si les vertus sont les mémes, les manipulations ne sont pas

les mémes.

1.4.1 Restriction Calorique

La restriction calorique est, sans aucun doute, un type d’expérience trés utilisé dans I'étude du

vieillissement et du métabolisme ; celle-ci a été utilisée sur différents modeles d’animaux tels que
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les rongeurs, le nématode (par exemple C. Elegans), la levure et la drosophile (160, 161). Cette
méthode est associée a une intervention relativement facile et reproductible (158). Des études
de divers champs d’intéréts ont été effectuées a partir du modeéle de la restriction calorique pour
les domaines de la gérontologie, de I'oncologie, de la neuroscience et de la toxicologie (159, 162).
Les recherches menées ont pu déceler des réductions dans les niveaux de plusieurs hormones,
des facteurs de croissances et de l'inflammation, de la réduction du stress oxydatif, de Ila
prolifération cellulaire, d’amélioration de I'autophagie et I'association de plusieurs processus
améliorés de réparation de I’ADN (158, 161). Les mécanismes moléculaires sous-jacents ne sont
pas encore bien compris, mais certaines molécules sont probablement impliquées telles que I'|GF-
1 (hormone peptidique favorisant la croissance osseuse et musculaire), le SIRT1 (protéine
enzymatique qui a pour fonction la désacétylation des histones en réponse au stress
inflammatoire, métabolique et oxydatif), le NAMPT (enzyme impliquée dans la conversion du
NAD*), 'AMPK (permet I’équilibre homéostatique entre la consommation et la production d’ATP
par phosphorylation), le PGC-1la (métabolisme énergétique), le mTOR (enzyme régulant la
prolifération, la mobilité, la croissance et la survie cellulaire, ), le GSK3p (protéine agissant comme
régulateur du glucose, de la signalisation de la voie Wnt et régulation de facteurs de transcription
des microtubules) et le FGF21 (protéine permettant la régulation du glucose et des lipides dans

le tissu brun et les muscles squelettiques) (tableau I) (153, 158, 163).

1.4.1.1 Paramétres de I'étude de restriction calorique
Le modeéle général du protocole de restriction calorique (RC) possede deux groupes, soit des
souris nourries ad libitum, a volonté, soit des souris sous expérience de restriction calorique (151).
Les souris sous le régime AL sont le groupe contrdle ol la nourriture est pesée pour connaitre leur
consommation. Dans certains types de protocole, la moyenne de cette nourriture pesée permet
de faire I'apport quotidien (en pourcentage) qui sera donnée aux souris sous RC (151). Les souris
sous RC recoivent une partie de la consommation des souris AL, c’est-a-dire que
I’expérimentateur peut décider de donner, par exemple, que 70% de I'apport de la consommation
des souris AL (151). Le standard établi dans I'apport calorique se situe entre 20 a 50% de la

consommation des souris controéles (151, 162, 164). Cette méthode ne permet pas de respecter
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les facteurs individuels de chaque souris, certaines souris consommant plus ou moins que
d’autres et cela peut se répercuter sur les résultats en augmentant la variabilité intra-groupe

(tableau 1) (151).

D’autres protocoles utilisent une moyenne de la consommation des souris sous RC lors de leur
acclimatation ou celles-ci sont nourries AL (151). Cette facon de faire ne permet pas de suivre les
courbes de développement chez la souris (151). Lors de leur croissance, la consommation de
nourriture chez les souris augmente, puis atteint un plateau a I'dge adulte et, ensuite, la
consommation de nourriture diminue a la vieillesse (151). Selon les études, la restriction calorique
atteint ses effets maximaux lorsque les animaux regoivent 40 a 45% de leur apport initial, lorsque
cette limite est dépassée des effets négatifs se font ressentir sur la prolongation de la durée de

vie (151).

Dans les protocoles de restrictions caloriques, les souris consomment trés rapidement leur
nourriture (153, 165). Elle n’est souvent fournie qu’une seule fois par jour et les souris la dévorent
en moins de deux heures ce qui cause une restriction temporelle supplémentaire (153, 165).
Selon I’étude de Pak et al. 2021, le je(ine que les souris s'imposent est nécessaire pour assurer les
bienfaits observés dans la RC (165). Cette étude est la premiére a s’étre penchée sur la question
de ce jeline que s’'imposaient les souris sous RC avec un repas par jour, méme si le phénomene
de « frénésie alimentaire » était observé dans d’autres études (165, 166). lls sont venus a la
conclusion que le jeQine entre les repas était bénéfique pour le métabolisme et pour la longévité
et qu’a lui seul il était capable de conférer une signature métabolique semblable a la restriction
calorique classique (165). Les souris sous RC perdent du poids comparativement a leur congénére
sous un régime AL et leur perte de poids est proportionnelle a la sévérité de la restriction (151,

159).

Les études sous RC doivent étre menées en hébergeant les animaux individuellement pour
obtenir un meilleur contréle de la consommation de chaque souris (165). Dépendamment du
groupe de chercheur, le groupe AL (contrdle) peut ne pas étre réellement nourri a volonté, c’est-
a-dire qu’il prédétermine un nombre de calories qu’ils administrent a tout le groupe afin d’avoir

un meilleur contrdle (151, 162, 167). Bien que ce ne soit pas toutes les études, cette maniére de
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procéder provoque une certaine forme de restriction calorique chez certaines souris qui

pourraient individuellement manger plus contrairement a une autre.

Une critique a été formulée de la part d’'un groupe de chercheur, Cerqueira et Kowaltowski
(2010), sur la fagon dont les protocoles de RC sont élaborés de nos jours. Lorsque McCay en 1935
a réalisé cette méthode, les souris recevaient une supplémentation de vitamines et de minéraux
pour pallier les manques en nutriment (154, 157). L’arrivée sur le marché des régimes controlés
offert par les entreprises, dont les valeurs nutritives étaient balancées, la supplémentation a été
abandonnée (157). Selon Cerqueira et Kowaltowski, ces régimes contrOlés seraient sur-
supplémentés a la base, donc les expérimentateurs ne penseraient pas que ce soit nécessaire de
le faire (157). Il serait fort probable que les souris sous les protocoles de RC soient dénutries, ainsi
les résultats pourraient étre dus au régime hypo-calorique ou a I'effet d’'un nutriment en faible

guantité ou présent sous forme de trace (157).

1.4.1.2 Restriction diététique
Dans certains autres protocoles, les animaux subissent une restriction de certains nutriments
spécifiques de leur alimentation. Ces protocoles sont appelés la restriction diététique, mais la
littérature ne fait pas bien la différence entre les termes (RC vs restriction diététique) (151, 168).
La restriction peut étre une réduction accrue des protéines, des lipides, des glucides et des
niveaux trés bas ou absence de certains acides aminés (méthionine, tryptophane, etc.) (168-170).
Ces restrictions n’engagent généralement pas un déficit calorique, mais un déficit au niveau du
contenu alimentaire délivré aux souris (169). Dans le cas de la restriction de la méthionine, dont
celle-ci est réduite dans I'alimentation du groupe expérimental, les souris auraient les mémes
avantages bénéfiques sur la santé que les animaux subissant une RC classique, c’est-a-dire un
retard des effets du vieillissement qui impacte I'apparition de I’age de la mortalité (169, 171). lls
ont aussi observé une baisse de I'insuline, du glucose et d’IGF-1 qui est commun a la RC (169).
Des études ont aussi montré que la restriction protéique prolongeait la vie des rongeurs, cette
intervention diététique serait une alternative supplémentaire a la restriction alimentaire (172).

Cependant, les études sur la restriction diététique ne semblent pas arrivées a des résultats
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convaincants, puisqu’ils existent des effets confondants associés a la diminution de certains
nutriments et de la mortalité précoce accrue chez les rongeurs en restriction protéique et de

tryptophane (tableau 1) (172, 173).

1.4.2 l’alimentation a durée limitée dans le temps

L’alimentation a durée limitée dans le temps (TRF [time restricted feeding]) est un autre modéle
utilisé dans la recherche et il est souvent associé aux recherches sur le cycle circadien (174-176).
Il existe un champ d’intérét, relativement récent, appelé la chrono-nutrition s’intéressant a la
relation entre le cycle circadien et le métabolisme (175, 177). Le modéle du TRF est souvent utilisé
dans ce champ (175, 177). Les études du cycle circadien et I'alimentation TRF ont permis de
constater que ce rythme d’alimentation chez les rongeurs permettait de réaligner I’horloge
circadien, c’est-a-dire en rétablissant les cycles éveils-sommeils naturels (178). Les génes associés
au cycle circadien subissent aussi une régulation, lorsque ce régime est pratiqué (par exemple :
CLOCK et BMAL-1) (178). A titre d’exemple, le TRF peut éliminer les comportements de
grignotement durant les phrases sans activité (176, 178). Les mécanismes de la TRF, comme la
RC, ne sont pas encore élucidés, mais il agit probablement sur plusieurs voies de signalisation
dont BMAL-1, CLOCK, PPARy (164, 174, 178). Puisque les recherches utilisant ce modeéle
s’intéressent au cycle circadien, les voies ciblées sont en relation avec I'oscillation des voies des
horloges circadiens, mais celles-ci sont aussi retrouvées dans les hypothéses de la RC soit
I’activation du CREB [C-AMP response Element-binding protein], I’AMPK et mTOR (tableau 1) (164,
176).

1.4.2.1 Parametre du modele TRF
Ce modeéle consiste a restreindre I'acces a la nourriture d’une cohorte de souris durant un temps
prédéfini (moins de 12 heures), mais celles-ci recoivent la méme quantité de nourriture que les
souris AL (174, 179). Plusieurs études préféerent donner I'acces a la nourriture aux souris durant

la nuit pour respecter le cycle éveil-sommeil, puisque c’est un animal nocturne (153, 174, 175).
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Malheureusement, plusieurs protocoles, comme la RC, donnent accés a la nourriture plutét le
matin (153, 174, 175). Par contre, des études mentionnent qu’il n’y a aucun changement au
niveau de la durée de vie des rongeurs en fournissant la nourriture au début du cycle de lumiére
ou durant la phase d’obscurité (165). La TRF peut étre initiée t6t ou tard dans la phase sombre,
bien que des études ont montré que débuter tardivement durant la nuit diminuerait I'efficacité
des effets (179, 180). La TRF n’a pas a étre suivie de facon trés stricte, tel que montré par une
étude en 2014, ou il y a eu des interruptions du protocole la fin de semaine pour certains groupes
de rongeur (179). Ces écarts de protocole reproduisent les comportements humains chez qui la

compliance est souvent variable (179) (tableau I).

1.4.3 Lien obésité, inflammation et cicatrisation
L'obésité est un sujet au coeur des maladies métaboliques et une condition omniprésente dans
nos sociétés (164, 181). La recherche s’intéresse a ce sujet, afin de trouver des solutions et de
mieux connaitre les mécanismes sous-jacents a cette condition (181, 182). Les modeles de perte
ou de maintenance de poids s’illustrent dans les théories ou les protocoles de restriction
calorique, de restriction diététique et de jeline intermittent (IF) (ou de TRF) qui ont été présentés
précédemment. L'obésité est souvent au centre des protocoles de RC ou d’IF. Il semble que le fait
de jelQner permet de contrer les effets nocifs amenés par I'obésité, c’est-a-dire qu’il renverserait
certaines voies métaboliques (181). Une étude randomisée menée chez I’humain a montré qu’un
régime TRF, dont celui-ci était de 1500 a 1800 kcalories pour les hommes et de 1200 a 1500
kcalories pour les femmes durant 12 mois, chez des patients obéses, montraient des
améliorations au niveau du glucose, des lipides et de I'indice HOMA-IR (indice de la résistance a
I'insuline) (152, 183, 184). Les participants de I’étude sous le régime TRF ont perdu en moyenne

sur 12 mois que huit kg avant que le poids se stabilise (152).

Dans I'étude de Hatori et al. de 2012, ils ont montré que I’état inflammatoire induit par I'obésité
dans les différents tissus adipeux était réduit dans les souris nourries sous un régime TRF (181).

Des études menées chez les rongeurs et chez des humains obéses ont montré qu’une
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alimentation IF diminuait de facon significative les taux de TNF (le facteur de nécrose tumorale)

et IL-6 circulant (181, 185).

En lien avec les profils inflammatoires, il existe peu d’études sur la restriction calorique
soumettant les tissus des animaux aux séquencages a haut débit dans le but d’avoir un éventail
de profil cellulaire (186). Une étude récente a permis d’obtenir I’expression transcriptomique a
I’échelle unicellulaire chez les rats soumis a un protocole de RC (186). Les chercheurs ont utilisé
la technologie du single-cell RNA-sequencing pour fournir les réponses (186). Méme si I'étude a
été menée chez le rat agé soumis a une RC, ils ont pu déceler un inversement des phénotypes
associés au vieillissement dont la diminution de I'état inflammatoire et un changement de Ila

polarisation des macrophages (état inflammatoire réprimé) (186).

Il y a quelques études sur les modeles de cicatrisation et la restriction alimentaire, mais le
répertoire est tres limité (présents dans diverses especes et tissus sans confirmation des résultats)
(187-190). Dans le chapitre 3 de ce document, la présentation d’'un modéle d’une brdlure au fond
de I'ceil chez la souris permet d’imiter la néovascularisation choroidienne observée dans un type
de DMLA et d’un processus de cicatrisation (141). Christovam et al (2019) ont mené une étude
chez des souris sous régime RC d’un mois leur infligeant au 18¢ jour une plaie cutanée dorsale
(188). Leur étude a permis d’observer que ce type d’alimentation augmentait la capacité de
cicatrisation et une augmentation du VEGF et du FGF2 (188). Une autre étude chez le rat et le
singe montre une fermeture de la plaie légérement plus rapide (189). Des souris sous HFD,
connues pour des altérations métaboliques également au niveau de la cicatrisation, ont été
soumis a un régime TRF sous un court laps de temps (10 jours) (187). lls ont trouvé qu’il n’y avait
aucun changement sur la fermeture de la plaie (187). Le temps requis était le méme entre le
groupe HFD TRF et HFD pour la fermeture (187). Le temps du régime TRF était-il adéquat dans
cette étude ? Les résultats de 'ensemble de ces études ne semblent pas montrer que le processus

de réparation et de cicatrisation des plaies soient améliorées lors d’une restriction alimentaire.
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1.4.4 Jeline intermittent

Le jene intermittent est une alternative aux autres protocoles présentés. Les recherches avaient
conclu que I'apport faible en calories permettaient les effets positifs sur la santé chez les animaux
(165). Il a été montré par Pak et al. 2021 que l'apport faible en calories n’était pas une
composante importante d’un régime, mais plutot le temps de jeline imposé entre les repas (165).
De plus, I'un des avantages d’utiliser le je(ine intermittent est que I'animal perd peu ou pas de
poids, selon les types de modéles choisis (par exemple les souris C57BL/6) (165). Les implications
de ce type de protocole ménent a des différences méthodologiques et de résultats (par exemple,
le IGF-1 est augmenté dans le jeQine intermittent contrairement a la restriction calorique ou il est
diminué) bien que les mécanismes soient toujours inconnus (159). Des études ont montré qu’il y
avait plusieurs avantages a utiliser le jelne intermittent augmentant les niveaux des enzymes
antioxydants, des facteurs de protections dans le systéeme neuronal (par exemple le BDNF (facteur
neurotrophique dérivé du cerveau) permettant d’activer une cascade d’événements pour
stimuler le développement de I'activité synaptique des neurones de I’hippocampe), I'autophagie
et stimule la sécrétion de chaperonnes telles que HSP70 et GRP-78 (c’est-a-dire que I'activité
mitochondriale est augmentée) (164, 191). Les souris sous jeline intermittent ont une plus grande
sensibilité a I'insuline, mais, contrairement aux études sur les régimes RC, celles-ci possedent des
taux élevés de f-hydroxybyturate ce qui suggére une régulation métabolique différente, soit la

cétose (159, 164, 192) (tableau I).

1.4.4.1 Parameétres du modeéle de je(ine intermittent
Le je(ine intermittent ressemble a un sous-type de TRF. Celui-ci est caractérisé par des alternances
d’alimentation et des périodes de jeline (153). Le modele classique utilisé dans la recherche chez
les rongeurs est le modele d’alimentation tous les deux jours qui consiste a avoir une période
d’alimentation de 24h pour une période de jeline de 24h (avec accés a I'eau) (IF 1 :1) (153).
Comme il a été mentionné précédemment, I'un des avantages de ce protocole est que les souris

sous IF ne perdent pas de poids (159). Effectivement, des études ont montré que les souris sous
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diete IF 1:1 consommaient le méme nombre de calories sur 24h que les souris sous diéte AL, donc

les souris IF font du « rattrapage » alimentaire (tableaul) (153, 159).

Une alternative existante au modele de je(ine classique, ou les humains ont une possibilité plus
facile a y adhérer et, dont, les vétérinaires préférent son utilisation, est le modeéle de jelne 2 :1.
Ce modele d’alimentation consiste a jeliner durant 24h et donner accés pour 48h a la nourriture
ce qui fait de lui un protocole moins drastique que I'lF 1:1 (193). Ce protocole de deux jours
d’alimentation pour une journée de jeline (avec acces a I'eau) (IF 2 :1) est aussi isocalorique
comme montré par les autres protocoles ci-haut, c’est-a-dire que les souris mangent autant que
les souris AL au bout de deux jours d’alimentation (176, 193, 194). Certaines études remettent en
guestion le fait qu’une diéte IF 1:1 soit isocalorique comparativement a une diete normale,
puisque les souris qui y sont soumises n’ont pas le méme gain pondérale (193, 195). En effet, des
études montrent une diminution de poids chez les souris IF 1 :1, malgré la théorie dans laquelle

le jeline intermittent ne devrait pas affecter le poids corporel des souris (193, 195).

Un autre régime de je(ine utilisé est le régime périodique (ou jeline périodique) sous forme 5 :2
ou les souris subissent deux jours par semaine un je(ine avec accés a I'eau ou peu de calories et
cing jours d’alimentation (176). Les jours de jeline ne sont pas consécutifs dans ce protocole

(172).

Le choix des souches de souris choisies est important dans I'étude. Celles-ci réagissent
différemment aux protocoles, parce qu’une souris transgénique ne porte pas le méme bagage
génétique et ne mangeront pas de la méme facon (prise de poids, adaptation a la diete, etc.) (151,
165, 196-198). Bien connaitre I'espece et la souche choisit est crucial lors de manipulation
alimentaire, car méme si I’étude utilise des souches consanguines, donc normalement identique
génétiquement, elles peuvent répondre différemment a la restriction alimentaire dans le groupe

(170, 198).
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1.4.4.2 Combinaison de modeles
Des protocoles alimentaires délivrent une partie de la nourriture, selon un horaire établi (162).
Ce protocole nécessite une connaissance du nombre de calories (ou du poids) de la nourriture
donnée au groupe controle et expérimental, comme décrit dans la section de restriction calorique
(162). La nourriture fournie aux animaux est donnée en portion, c’est-a-dire que chez les souris
AL, ils peuvent recevoir 1/7 de la portion allouée chaque jour du lundi au jeudi (totale remise :
4/7). Le vendredi, afin que le personnel ait du repos, 3/7 de la portion totale est remise (totale de
la semaine 7/7) (162). Tandis que pour les souris sous le régime RC, celui-ci est entrecoupé de
pause, donc 2/7 de la nourriture est remise le lundi et mercredi (totale remis 4/7), puis 3/7 le
vendredi (totale remise au courant de la semaine 7/7) (162). Les souris RC peuvent recevoir une
quantité moindre de nourriture dans I’allocation totale (une portion (%) de ce que regoit les souris

AL) (162).

Tableau | Récapitulatif des modeéles d'alimentation

Modele d’alimentation Caractéristiques Biais de recherche
Restriction calorique e Régime hypocalorique e Sujette a la frénésie
(20 a 50% du régime alimentaire
des souris AL) e Les souris faussement
e Voie moléculaire AL (le chercheur pré-
possiblement contréle le nombre de
impliquée : IGF-1, calories ingéré pour ce
SIRT-1, NAMPT, AMPK groupe)
PGC-1la, GSK3B et o Le manque
FGF21. supplément
e Lles taux sanguins vitaminique peut
d’insuline, de glucose suggérer que les
et d'IGF-1 diminuent. animaux sont
dénutris.
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L'age de mortalité
augmente.
Alternative :
Restriction diététique
(restreindre nutriment
dans alimentation
(acide aminée,

protéine, etc.)

Les nutriments
causent-t-ils les
bénéficient observés
ou c’est la restriction
de nourriture ? (Effet

confondant)

Alimentation a durée limitée

dans le temps

Régime associé au
cycle circadien
(régulation du cycle)
Voie signalisation
possiblement
impliquée : PPARy,
CLOCK, BMAL1, CREB,
AMPK et mTOR

La guantité de
nourriture  est la
méme pour tous les
groupes, mais le
temps pour
s’alimenter differe

(moins de 12h)

Les effets ne seraient
pas les mémes quand
la  nourriture est
administrée le matin,
le jour, le début de la

nuit ou la fin de la nuit.

Jeline intermittent

Alternance jour
d’alimentation et jour
de jelne
Alimentation
isocalorique avec la

diete AL

Normalement sans
perte de poids
Rattrapage

alimentaire
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Augmentation IGF-1,
sensibilité a l'insuline
et le B-
hydroxybutyrate.
Augmentation
enzyme anti-oxydant,
facteur de protection
neuronale (BDNF),
I'autophagie et les
chaperonnes (HSP-70
et GRP-78).
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Chapitre 2 — Hypotheése de recherche

La DMLA est une maladie multifactorielle dont la génétique, I’environnement et le style de vie
peuvent influencer son apparition et sa progression. L'étude longitudinale AREDS a montré au
travers de ces cohortes qu’un changement d’alimentation et de supplémentation alimentaire
pouvaient améliorer la progression de la DMLA dans les stades les plus avancés, c’est-a-dire de
type néovasculaire ou atrophie géographique. L'obésité est associée a de nombreux troubles
métaboliques (diabéte, hypercholestérolémie, pression élevée, etc.) et I'augmentation de
certaines maladies dont la DMLA. Les changements au niveau de l'alimentation telle que la
restriction alimentaire ont montré des effets positifs sur les impacts nocifs causé par I'obésité,
c’est-a-dire une sensibilité a I'insuline, diminution des taux sanguins de glucose et un meilleur
bilan lipidique. De ce fait avec les données encourageantes dans les modeles de rongeurs de
différentes études, nous pensons que le jelne intermittent peut avoir un effet sur Ia
néovascularisation choroidienne, soit une réduction, dans la DMLA, puisque la restriction
calorique peut réduire I'angiogenése dans des modeéles de cancer (199, 200). Puisqu’il n'y a pas
d’études comparatives jusqu’a ce jour, nous croyons pouvoir avoir les mémes effets observés
dans le cancer chez la CNV (199). Un modele murin sera utilisé pour induire les phases de
néovascularisation par laser. L'utilisation de différentes diétes controlées permettra I'étude de
I’effet d’'une diéte saine (RD [regular diet]) versus une diéte riche en graisse (HFD [high fat diet])
avec l'effet d’un cycle d’alimentation a volonté ou de je(ine intermittent sur la néovascularisation
choroidienne dans un modéle de DMLA murin. Dans un premier temps, |'étude des
caractéristiques phénotypiques des souris sous le régime de jeQine intermittent (IF [intermittent
fasting]) sera comparée aux souris sous un régime Ad Libitum (AL). De plus, I'une des hypotheéses
émises est que les souris sous un régime HFD-IF auront un phénotype proche des souris sous le
régime RD-AL. Cette caractérisation se fera par I'utilisation du gain de poids, le test de résistance
a linsuline et du glucose et la comparaison des poids des tissus adipeux épididymaires. Dans un
second temps, I'effet protecteur du jeline intermittent sur la néovascularisation choroidienne

sera évalué dans un modele murin induit par laser.






Chapitre 3 — Matériels et méthodes

3.1 Modeéle de jeline intermittent 2 :1

Le modele de jeline intermittent utilisé pour les expériences est un protocole intermédiaire, c’est-
a-dire a mi-chemin entre un protocole strictement TRF et un de je(ine intermittent. La raison
principale de ce choix est I'application de faisabilité pour des cohortes humaines pour de futures
expériences. Le jeline intermittent est moins difficile d’application qu’une restriction calorique.
Par contre, le je(ine classique, soit d’'une alternance d’un jour de jelne pour un jour
d’alimentation, n’est pas toujours envisageable pour tous. Donc, le choix du modeéle d’une

journée de jeline pour deux jours d’alimentation a été choisie (193, 194).

Tableau Il Composition des diéetes utilisées dans le protocole d'alimentation

Ingrédients Dietes
Type Nom RD (12450)) HFD (D12492)
Kcal g Kcal g
Protéine Caséine, lactique, 30 800 200 800 200
mesh
L-cystéine 12 3 12 3
Glucides Fécule de mais 2024,8 506,2 0 0
Lodex 10 500 125 500 125
Sucrose 275,2 72,8 275,2 72,8
Fibre Solka Floc Fcc 200 0 50 0 50
Gras Huile de Soja 225 25 225 25
Lard 180 20 2205 245
Minéraux $100268B 0 50 0 50
Vitamine V10001C 40 1 40 1
Choline Bitartrate 0 2 0 2
Colorant FD&C Yellow DYE #5 0 0,04 0 0
FD&C Blue DYE #1 0 0,01 0 0,05
Total 4057 1055,05 4057 773,85
Energie composition 100 100
Protéine 20 20
Carbohydrate 70 20
Gras 10 60




Le modele de je(ine intermittent, qui a été choisi, est une alternance d’un jour de je(ine et de
deux jours d’alimentation. Il est largement moins exigeant que le jeline classique (1:1). L'IF 2:1
estillustré a la figure 7 de la section B) ou les souris sont soumises a un jeline intermittent de 16h,
puis une réalimentation de 56h. Un cycle complet de ce protocole est de trois jours (72h). Le type
de nourriture fournit dans les deux conditions est soit du RD (D12450J;
https://researchdiets.com/en/formulas/d12450j) ou HFD (D12492;
https://researchdiets.com/formulas/d12492) est composé de 60% kcalories de matiére grasse

provenant du lard (tableau Il pour le contenu complet).

Des souris males ont été sélectionnés pour diminuer les variables hormonales confondantes de
I’étude, puisque ceci est une étude exploratoire. Les souris sont soumises dés la troisieme
semaine (J21) de vie a une acclimatation de diétes soit RD ou HFD AL (figure 8). Celles-ci sont
aléatoirement séparées dans les différents groupes. Cette acclimatation dure deux semaines et,
a cette étape, le suivi du poids des souris se fait une seule fois par semaine. A la cinquiéme
semaine (J35) de vie, les souris sont séparées a nouveau en deux autres groupes possibles, soit

AL ou IF, ce qui fait quatre groupes a I'étude (figure 8).

A) Food all Food all | Food all Food All Food all Food all Food all Food all  |Food all
day Day day Day Day day Day Day day

B) Fast day Food at Food all Fast day Food at Food all Fast day Food at Food all
at 16h30 8h30 day at 16h30 8h30 day at 16h30 8h30 day

Figure 7. Modélisation des cycles de nourriture

A) Les souris sous le cycle de diéte Ad libitum, a volonté, ayant accés a la nourriture en
tout temps que ce soit sous la diete RD ou HFD B) Les souris sous le cycle de diete IF, jeline
intermittent 2 :1, ayant un retrait de nourriture a partir de 16h30 le jour de je(ine et remise
de la nourriture a 8h30 le lendemain matin. L’acces a la nourriture pour les souris IF est de
56h jusqu’au prochain que ce soit pour la diéte RD ou HFD.
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Les souris sous la diéte IF (HFD ou RD) deés la cinquiéeme semaine (J35) subissent une pesée et
changement de cage a 16 h 30 ou débute leur premiéere nuit de jeline (figure 8). Une nouvelle
cage est fournie aux souris ou celles-ci ont accés, en tout temps, a une bouteille d’eau. Les souris
sont hébergées en groupe, puisqu’une étude a montré qu’il n’y avait pas d’effet de compétitivité
et d’agressivité pour la nourriture (151). Ceci est aussi pour respecter leur espéce de type
grégaire. A 8 h 30 le lendemain matin, celles-ci sont pesées a nouveau afin de connaitre I’évolution
de leur poids. Puis, elles sont transférées dans leur ancienne cage de logement. Quant aux souris
sous diete AL (HFD ou RD), elles subissent le méme processus, mais elles ont acces a la nourriture
toute la nuit. Toutefois, les manipulations de pesées et de changement de cage sont aussi

répétées pour ce groupe pour les traiter de maniére identique.

A) B) Q) D)

DletEroupSALo”F \@% @

3 weeks old 5
N
J\ @Q /

) —

( bl ? | . €
\h\s @m_@wﬁ—p /
| (O

N

Diet HFD : 2 groups AL or IF

J21 I J35 J76 J83
Startfeed  StartIF for Laser-Burn Sacrifice

HFD or the group IF (2
RD AL days eating
and 1 day
fasting

Figure 8. Schéma du protocole entier J21 (inclusion au protocole) au J83 (sacrifice)

A) Les souris sont soumises a la 3® semaine de vie (J21), dés leur sevrage, a une
acclimatation sur une des diétes RD ou HD pour 2 semaines. B) A partir de la semaine 5,
les différents cycles d’alimentation (IF ou AL) débutent durant 6 semaines. C) A la 11%¢me
semaine (jour 76), 'induction de la néovascularisation par laser avec le micron IVO pour
les 4 groupes et la continuation de la poursuite des dietes. D) Le sacrifice s’effectue 7 jours

plus tard, a la 12*™® semaine (jour 83).
Les images ayant permis de faire les schémas proviennent de Servier Medical art by Servier is licensed under CC3.0 unported license..

Ces manipulations sont effectuées durant six semaines consécutives pour chacun des groupes,

jusqu’au jour 76. L'initiation de la blessure par laser est effectuée au jour 76 avec le dispositif
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micron IV pour tous les groupes: RD-AL, RD-IF, HFD-AL et HFD-IF (voir section modéle de
néovascularisation choroidienne). Les souris sont resoumises a leur diéte durant sept jours,
correspondant au moment de I'effet maximal de I'inflammation, jusqu’au jour 83 ol est pratiqué

I’euthanasie.

Le projet de jeune intermittent est une étude exploratrice réalisée dans les installations du centre
de recherche de I'h6pital Maisonneuve-Rosemont. Le principal critere d’évaluation de notre
étude était de déterminer s’il existe un potentiel effet du jeline intermittent dans un modéle
murin de néovascularisation choroidienne induite par laser. Le calcul de la taille de nos
échantillons s’appuie sur les données publiées par Andriessen et Al 2016 ou les souris sous un
régime HFD avaient une néovascularisation 1,7 (SD = 0,5) fois plus importante que chez les souris
sous un régime RD (201). Notre étude a été construite pour permettre d’identifier a I'aide d'un t
test une différence de néovascularisation choroidienne entre les groupes AL et IF supérieure ou
égale a 1,5 (SD £ 0,5) fois. Nous avons utilisé I'outil Clinicalc, accessible gratuitement en ligne

(https://clincalc.com/stats/samplesize.aspx) permettant d’effectuer les calculs de notre

échantillonnage. Dans I'outil, nous avons fixé les paramétres de puissance statistique a 80%
(B=0,2 ; erreur de type Il) et une probabilité d’erreur de type | a 5% (®=0,05). Nous avons
déterminé avec ces parameétres qu’une néovascularisation choroidienne de 1,5 fois nécessitaient

des groupes de 16 animaux par condition.

Equation 1. Calcul de taille de I'échantillon

n
k=—=1
n,
o? + o?
< ! Z/k) (Z1-q/2 — Z1—ﬁ’)2
nl = Az
2 2
(057 + 057/ 7(1,96 + 0,84)?
M= 0,52
Tl1 = 16

n, =Kxn; =16
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Tableau lll. Définition des unités utilisées dans le calcul de Clinicalc pour la taille de

I’échantillon

SYMBOLE DEFINTION

A Valeur absolue de la différence entre deux

moyennes
01,0, La variance de la moyenne de I'échantillon 1
et2

ny Taille de I’échantillon 1

n, Taille de I’échantillon 2

a La probabilit¢é de l'erreur de type |
(habituellement a 0,05)

B La probabilité de [Il'erreur de type |l
(habituellement a 0,2)

z Les valeurs de Z critiques données a
a et [.Cette valeur représente la dispersion
des données autour de la moyenne en
multipliant par I'écart-type.

k Le ratio de la taille de I’échantillon du groupe

2 et du groupe 1

Dans cette étude, nous avions des criteres d’évaluation secondaire comme l'interaction entre le

cycle d’alimentation (IF vs AL) et la composition de la nourriture (RD vs HFD), ces analyses ont été

effectuées par Two-Way ANOVA, mais elles n’ont pas été prises lors du calcul de la taille de

I’échantillon.

3.2 Expérience cycle de nourriture

Deux types d’expérience de consommation de nourriture ont été réalisées, afin de caractériser

les habitudes de consommation des souris sur le type de dietes et sur le cycle d’alimentation.
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3.2.1 Expérience alimentation sur cycle complet

Il a été mentionné a plusieurs reprises dans la littérature que les souris sous la diéte de jeline
intermittent consommaient le méme nombre de calories lors de la reprise de leur alimentation
ad libitum (153, 159). Puisque ce protocole est moins utilisé dans la recherche que le jeline 1:1
(classique), il est important de vérifier si les souris IF consomment autant que les souris sous

régime AL peu importe leur type de dietes.

Cette expérience est basée sur le protocole de la section du modéle IF 2 :1. Celle-ci est effectuée
aux environs du jour 56 (soit environ a la 3¢ semaine aprés le début des cycles d’alimentation)
permettant aux rongeurs de s’adapter a leur diete. Les souris dans ce protocole sont hébergées
dans des cages nouvelles et propres dont la responsabilité de tout changement au niveau des
cages est celle de I'expérimentateur ; les techniciennes de I'animalerie doivent aviser pour ne pas

fausser I’'expérimentation (exemple, une bouteille qui fuit).

Le cycle de je(ine débute a 16 h 30 (T0), lorsque la nourriture est retirée pour les groupes de souris
du régime IF (RD et HFD) (figure 9). La nourriture est pesée et comptabilisée. Pour les souris sous
régime AL (RD et HFD), les souris sont transférées dans une nouvelle cage et la nourriture est
pesée (figure 9). A 8 h 30 le lendemain matin, soit 16h plus tard, les souris sous IF ont maintenant
accés a la nourriture préalablement pesée (figure 9). A noter que les étapes qui ont été décrites
précédemment, avec les changements de cages et la pesée des souris, doivent étre respectées
(voir modele de jeune intermittent 2 :1). Pour les souris AL, la cage est nettoyée pour obtenir
toute la nourriture, dont celle du grillage et celle tombée au fond de la cage, pour étre
comptabilisée. Le deuxieme jour du cycle, soit 40 h plus tard apres le temps initial, les cages sont
nettoyées pour les quatre groupes afin de comptabiliser le poids de la nourriture (figure 9). Le
troisieme jour du cycle, 64 h plus tard, il y a deux mesures a prendre (a 64 h et 72 h) avant le
début d’un autre cycle. La mesure a 64 h est la méme chose que les étapes de 40 h (figure 9). A
72 h, il y a une étape de nettoyage de la cage et de comptabilisation de toute la nourriture pour

les quatre groupes (méme chose que les étapes précédentes). En revanche, il y a le retrait de la
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nourriture a effectué pour les souris IF, puisque le début d’un nouveau cycle de je(ine débute (16

h 30) (figure 9).

AL  1ph30 ) 8h3) m) Sh30 E———) 830 —) 16h30
© Ton T16h T40h T64h T72h

B) »
— D =8 58 =

16h30 ) 8h3(0 Eeee————) Sh3() E—————) Sh3() ———) 16h30

TOh T16h T40h T64h T72h

Figure 9. Expérience de I’habitude alimentaire chez les souris AL vs IF sur un cycle complet
(72h)

A) Les souris AL (RD et HFD) recoivent une quantité de nourriture préalablement pesée au
premier jour du cycle (TOH), cette nourriture est repesée a T16H, T40H, T64H et T72H et
celle-ci est comptabilisée. B) Les souris IF (RD et HFD) sont en je(ine a la premiére nuit du
cycle (TOH a T16H). Celles-ci recoivent de la nourriture préalablement pesée a T16H post-
jeline et débute le cycle de consommation de nourriture ou celle-ci sera aussi pesée a
T40H, T64H et T72H. La nourriture est ensuite enlevée a T72H pour recommencer un
nouveau cycle de jeline.

3.2.2 Expérience alimentation sur 6h

Cette expérience a été faite dans le but de connaitre les habitudes post-jeline des animaux pour
comparer avec les groupes controles ad libitum. Il est important de noter que le protocole a suivre
pour cette expérience est élaboré a partir de la premiére partie du modeéle détaillée a la section
« modele de jeline intermittent 2 :1 » sur la mise en jeline des souris et du traitement des souris

controles.

Une nouvelle cage d’hébergement est préparée pour chacun des groupes de souris (RD-AL, HFD-
AL, RD-IF et HFD-IF). La nourriture pour chacune des conditions est pesée, puis déposée dans le
grillage des cages. Les souris sont placées dans leur nouvelle cage d’hébergement ou la nourriture
sera pesée et comptabilisée a chaque heure pour une durée de 6 heures. Il est important de bien

nettoyer la litiére afin de trouver toute nourriture qui aurait pu tomber au fond de la cage, surtout



pour la nourriture HFD qui s’émiette énormément. De plus, les souris ont tendance a cacher leur

nourriture pres de leur nid.

3.3 Modele de néovascularisation choroidienne

Le modele de néovascularisation choroidienne a été élaboré a partir du modeéle d’induction par
laser de I'article paru dans Nature de Lambert et al. (141). Dans ce modéle, la souche de souris
choisie est cruciale pour une étude adéquate du fond de I'ceil, c’est pourquoi, nous avons choisi
d’utiliser la souche de souris C57BL6/) (source: https://www.jax.org/strain/000664). Cette
souche est bien décrite pour ce protocole et posséde des avantages d’utilisation, dont le fond de

I’ceil pigmenté qui permet la visualisation et une meilleure réponse au laser (141, 142).

La procédure par laser pour l'induction de la CNV se fait au jour 76, ce jour a été calculé et
synchronisé pour que chaque groupe arrive sur une journée de dietes AL. Pour les souris sous
régime IF, ceci correspond au jour 2 du cycle ou les souris ont recu de la nourriture la veille a 8 h
30 (figure 10). Ceci permet aux souris dans la condition IF d’étre en repos, puisque I'anesthésie
peut étre éprouvant (évitement du jeline pendant et directement aprés I'anesthésie). La
procédure est effectuée le matin pour tous les groupes afin d’obtenir de la régularité dans les

manipulations.

Fast day Food at Food all Fast day Food at Food all Fast day Food at Food all
at 16h30 8h30 day at 16h30 8h30 day at 16h30 | 8h30 day

Jo J3/Jo J1 J3/J0 J1

- 2 J2 J2

Figure 10. Cycle de I'alimentation des souris sous le régime IF

Le JO représente le début du cycle de jelne. Le J1 est I'acces, a partir de 8h30, a la
nourriture a volonté. Le J2 est une journée sans manipulation physique de la souris par
I'expérimentateur et accés a la nourriture a volonté. Le J3, les souris ont accés a la
nourriture a volonté jusqu’a 16h30, puis début d’un nouveau cycle a nouveau (JO).

La configuration utilisée au courant des expériences est 350 mW de puissance de laser pour une
exposition de 50 ms. Si la souris est bien positionnée, la taille de I'impact (blessure), selon le

manufacturier, est de 50 um. A ce moment, il faut quelques ajustements au niveau des vis sur
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I'appareil pour obtenir la précision du laser et la possibilité de centrer le laser au centre de la

cible.

L’anesthésiant utilisé est un mélange de kétamine 10% /xylazine 1%, bien que Lambert et al. ont
rapporté qu’il peut potentiellement causer I'opacification des yeux (141). L’anesthésiant cause
une anesthésie profonde dérégulant la thermorégulation de I’'animal, c’est-a-dire I’hypothermie
(202-204). Cette hypothermie, dans les cas les plus graves, peut étre fatale pour la souris. Due a
I’'hypothermie induite par I'anesthésie ceci cause, secondairement, I'opacification réversible des
yeux; les souris sont donc placées sur un tapis chauffant. Des tests pour trouver la dose adéquate,
selon le poids, ont été effectués et présentés dans le tableau IV; ces tests ont été produits pour
palier a la sensibilité a I'anesthésie des souris sous les différents régimes. L'administration de
I'anesthésiant se fait intra-péritonéal. A la suite de I'injection, une demie- & une-goutte de

mydriacyl est déposée dans chaque ceil pour permettre la dilation des pupilles.

Tableau IV. Dosage d’anesthésiant kétamine/xylazine utilisé par tranche de poids de la souris

Nombre d’unités a administrer Par tranche de poids de la souris
Elimination du protocole >230¢g
16 [23,1 g -26,2g]
17 [26,3 g—28,0 g]
18 [28,1g—-30,9 g]
19 [31,0g-33,9¢g]
20 [34,0g-40,0 g]

L’application d’un gel hydratant (Optixcare) aidera a ne pas assécher les yeux de la souris. Lorsque
I'animal est bien endormi, aprés vérification de la respiration et les réflexes, celle-ci est
positionnée sur un support adapté pour les rongeurs. Par la suite, il faut rapprocher la souris de
I'optique et du laser en ajustant la position pour apercevoir le fond de I'ceil (soit la rétine) et

centrer le nerf optique dans I'image projetée a |’écran (figure 11). Lorsque la position est trouvée,
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le laser est activé et les brilures sont effectuées a 12h, 3h, 6h et 9h (suivant un cadran) (figure

11).

A) Avant laser B) Aprés laser

Figure 11 Vue de la préparation de la rétine lors de la briilure au laser.

A) La vue de la rétine gauche avant la brilure au laser; apercu du nerf optique au centre,
puis les différents vaisseaux sanguins d’un rouge plus foncé. B) La rétine gauche d’une
souris qui a subi des bralures au laser a 12h, 3h, 6h et 9h en évitant de percuter les
vaisseaux sanguins.

Les souris, qui ont subi les brlures au laser, nécessitent des soins jusqu’a leur réveil. Une solution
d’eau saline est injectée sous cutanée, selon leur poids corporel (5 a 10% p/v). Celles-ci sont
ensuite déposées sur un coussin chauffant pour aider a maintenir une température corporelle

appropriée. Puis, I'ajout de gel hydratant sur leurs yeux pour éviter que leurs cornées séches.

3.4 Perfusion et marquage

L’euthanasie des souris se fait sept jours post brilure dans le but d’obtenir de plus grands impacts
des cellules inflammatoires sur la néovascularisation choroidienne, nous permettant d’observer

comment le cycle de diete influence I'inflammation dans un modéle murin de CNV.
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Le matin de I'’euthanasie, il faut diluer du FITC-Dextran a 5 mg/mL (Fluorescéine isothiocyanate-
dextran (de poids moléculaire 2,000,000) #FD2000S-1G) qui sera perfusé en intracardiaque
(injection de 500 uL, retrait de la seringue du coeur apres une minute, puis dislocation). Le FITC-
dextran permet d’obtenir la perméabilité des vaisseaux sanguins, qui est la capacité des cellules
endothéliales a laissé passer les molécules dans et hors du systéeme sanguin, ce qui permettra
d’évaluer la néovascularisation dans les yeux des souris (205-207). Les yeux sont énucléés et fixés
dans le PFA 4% (paraformaldehyde) (1h a température piece, 3 lavages au PBS de 10 minutes) et

les tissus adipeux épididymaires sont récoltés, pesés et congelés.

Lorsque les yeux sont fixés, il est possible de faire la microdissection pour préserver la choroide.
Ceci permettra de faire les marquages afin de détecter les néovaisseaux par microscopie (208).
Les choroides sont déposées dans des plaques multi-puits pour I'entreposage dans du PBS

jusqu’au jour du marquage avec les anticorps.

Les choroides ont été préalablement marquées avec le FITC-Dextran lors de la perfusion intra-
cardiaque. Dans cette étape, des marquages supplémentaires vont étre effectués a I'aide
d’anticorps (figure 12). L'utilisation de différent marqueur en microscopie permettra de
distinguer des éléments inflammatoires tels que les macrophages par IBA1 (Wako, #019-19741)
(figure 12). Quant a la lectine (GSL 1, BSL 1, rhodamine, RL-1102), elle permet le marquage de
cellules endothéliales et les cellules myéloides permettant, donc, de détecter la zone de Ia
blessure par laser et les cellules inflammatoires (figure 12). Ce composé, naturellement
fluorescent, se lie de préférence a la laminine et d’autres glycoprotéines qui se trouvent dans la
zone blessée. Le DAPI est ajouté a la solution pour permettre de visualiser les noyaux et si certains

débris ont été oubliés a la microdissection (exemple : rétine) (figure 12).

Les choroides sont montées a plat en « flat-mount », c’est a-dire en formant des pétales, sur les
lames de microscopie. Le liquide de montage (Fluorogel avec tampon tris #17985-10) est déposé
sur les choroides ol une lamelle est appliquée sur les « flat-mount ». Puis, les lames sont placées
a sécher 24 heures a 4 °C dans I'obscurité. La microscopie a été effectuée avec un microscope
épifluorescent inversé de la marque Zeiss Axio Imager Z2 possédant des caméras MRm

monochrome et MRc couleur CCD. Lutilisation de I'apoptome et du Z-stack a permis d’effectuer
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différentes coupes de I'image augmentant ainsi la précision de I'analyse. Les images ont été

analysées par Image J.

FITC-dextran IBA1 Lectine
Pre- @;
marquage \_uj
Anticorps \ ‘ \
primaire Y g J
Aucun IBA1 1/250 Lectine 1/100
Anticorps | ] \q \
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Dapl Aucun 1/1608") ( ) Aucun 120000
Amicroscopie 488 647 546

Figure 12 lllustration du marquage des choroides avec les anticorps.

Les choroides ont été pré-marquées avec le FITC-dextran par perfusion intracardiaque lors
de I'euthanasie des souris ; ce produit ne nécessite aucun anticorps primaire ni secondaire
et il est excité a 488 nm. L'IBA1 est un anticorps primaire marquant les cellules myéloides.
Il est couplé a un anticorps secondaire anti-lapin répondant a une longueur d’onde de 647
nm. Quant a la lectine, elle peut étre mise dans I’étape primaire ou secondaire, car elle ne
nécessite pas d’étre couplée a un anticorps secondaire fluorescent. La lectine marque la

zone de brilure et les cellules myéloides. Le dapi est utilisé a la toute fin pour marquer les
noyaux (350 nm).

Les images ayant permis de faire les schémas proviennent de Servier Medical art by Servier is licensed under CC3.0 unported license..

3.5 Test de tolérance a l'insuline (ITT)

La littérature a souvent fait mention que la restriction alimentaire améliorait la sensibilité a
I'insuline (151, 156, 165, 178, 180). Afin d’évaluer la sensibilité a I'insuline des souris sous
différents régimes alimentaires, des tests métaboliques sur la tolérance de l'insuline ont été
effectués. Les souris qui subissent les tests métaboliques glycémiques (ITT/GTT) sont exclues des
analyses de CNV. Celles-ci forment un groupe test, puisque nous ignorons si ces tests pouvaient

avoir des impacts sur le métabolisme ou sur la néovascularisation.
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Les souris subissent I'ITT le J2 du cycle apreés six semaines de protocole de diétes pour toutes les
conditions (figure 10). Les animaux sous le régime AL et IF sont soumis a un jeline de cing heures
avant de débuter les injections (jeline a 8 h 30 et premiere injection a 13 h 30). Les souris sont
hébergées dans une cage propre ayant accés a de I'eau durant cette procédure. La quantité
d’insuline (Humulin R DIN 00586714) a injecter dépend du poids de la souris ; une dilution

préalable d’une insuline humaine est nécessaire pour obtenir une concentration de 0,75 U/kg

).

7,5 Uspoids

(pour obtenir le volume a injecter en unité : v = n

Une entaille, complétement au bout de la queue des souris, est effectuée avec une aiguille pour
prendre la glycémie a I'aide de bandelette test (Alphatrak2 de Zoetis). Le temps zéro (initial) est
la glycémie de référence avant I'injection de Iinsuline par voie intra-péritonéale. A la suite de

I'injection d’insuline, les glycémies sont mesurées a 30 minutes, 1h et 2h.

3.6 Test de tolérance au glucose (GTT)

La littérature a souvent fait mention que la restriction alimentaire améliorait la tolérance au
glucose (151, 156, 161, 165, 178, 180). Afin de confirmer le modeéle utilisé, des GTT ont été
effectués. Ce test est effectué 14 jours apres I'ITT pour laisser du temps aux souris de récupérer ;
le protocole de diete est, tout de méme, poursuivi durant ce temps. Puisque cette expérience
possede un temps de jeline beaucoup plus long que celui de I'lITT, ce dernier est effectué au JO,
mais I'heure de jeGine est retardée vers 20h (obtention de 12h de jeline). Les souris sont
hébergées dans une cage propre ayant accés a de I'eau durant cette procédure. La quantité de D-

(+) -glucose a injecter dépend du poids de la souris ; une solution de D-glucose 10% est préparée

20 U*poids

o ou équivalent a 2mg/kg).

(pour obtenir le volume a injecter en unité : v =

Une entaille, au bout de la queue des souris, est effectuée avec une aiguille pour prendre la
glycémie a I'aide de bandelette test. Le temps zéro (le temps initial) est la glycémie de référence
avant l'injection de glucose par voie intra-péritonéale. Puis, il s’ensuit les différentes prises de

glycémie a 15 minutes, 30 minutes, 1h, 2h et 4h.
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3.7 Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été effectuées a I'aide du logiciel GraphPadPrism version 9.4.0
(GraphPad Software Inc.; La Jolla, CA) ainsi que les représentations graphiques. Des 2-way anova
bidirectionnels avec un test post-hoc de Tukey ont été faits pour les expériences suivantes :
I'analyse de la différence des poids au jour 76, la masse des tissus adipeux et la quantification de
la néovascularisation choroidienne. Les données de la quantification de la néovascularisation
choroidienne ont subi un test de normalité vs lognormalité dans prism. Quant aux expériences de
résistance a l'insuline et du glucose, la glycémie au temps initial a subi une analyse statistique par
un unpaired t test bidirectionnel. Les analyses de la réponse glycémique au courant du temps ont
été effectuées par un 2-way anova bidirectionnel avec une correction de Sidak. Un traitement
supplémentaire par le test de ROUT 1% dans le but d’éliminer les données aberrantes a été

effectué.

Pour analyser les yeux ayant subi une néovascularisation, une analyse supplémentaire a été
effectuée en utilisant des criteres d’élimination sur les impacts laser (brGlures). Effectivement, les
critéres suivants ont été utilisés lors du traitement des résultats : s'assurer qu’il n’y ait pas eu
d’hémorragie a I'emplacement de lI'impact, la brllure doit étre ronde (exclure les formes
difformes ou allongées), s’assurer qu’il n’y ait pas de trou a I’endroit de I'impact, exclure I'ceil qui
possede qu’un seul impact valide et, finalement, exclure un ceil qui posséde une taille tres

différente a la moyenne soit plus ou moins 5 fois un écart de grandeur (209).
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Chapitre 4 —Résultats

Le but de I'étude menée est d’observer I'impact du jeline intermittent sur la néovascularisation
choroidienne dans un modele murin. Pour ce faire, deux types de dietes ont été associés a des
cycles d’alimentation soit ad libitum (aussi connu sous le nom de régime a volonté) et de jeline
intermittent (IF 2:1 régime intermédiaire). L'observation phénotypique telle que le poids
corporel ou des graisses, des habitudes alimentaires des souris ou de la gestion des sucres ou de
I'insuline permettent de caractériser le modeéle choisi, ainsi de le valider. De plus, dans un second
temps, I’étude de la néovascularisation choroidienne permettra de donner plus d’information sur

la capacité de ce modéle de jeline murin sur la croissance vasculaire et la cicatrisation.

4.1 Courbe de poids

Un suivi serré du poids corporel de chacune des souris du protocole a été effectué des son
initiation a trois semaines de vie. Celles-ci ont été régulierement pesées une fois par semaine
pour les deux premiéres semaines d’acclimatation a la diete (figure 13). Au jour 21, les souris ont
un poids équivalent peu importe la diete dans lequel elles ont été soumises (figure 13A). Aprés
deux semaines de dietes (jour 35), le gain de poids est significativement plus élevé pour les souris
sous HFD (figure 13A). A partir du jour 35, les souris sont soumises au cycle d’alimentation ou
elles ont été aléatoirement attribuées aux groupes AL et, d’autres, aux groupes IF jusqu’aux jours
76 (six semaines) (figure 13A). Il est possible d’apercevoir deux profils distincts : le régime AL et
le régime IF. Effectivement, les souris sous AL, qu’elles soient sous un régime HFD ou RD, ont une
augmentation du poids corporel du jour 35 jusqu’au jour 76. Une différence notée est le degré de
la pente entre dans les courbes poids entre le groupe HFD-AL et RD-AL (figure 13A). En effet, les
souris sous HFD-AL prennent un peu plus rapidement de poids que les souris RD-AL (figure 13A).
Quant aux régimes IF, les souris perdent environ 2 g de masse corporelle chaque nuit de jeline
(figure 13A). Lorsque celles-ci sont réalimentées, elles reprennent plus de 2 g rattrapant les
groupes AL correspondant (figure 13A). Les souris sous régime IF ont une augmentation du poids

corporel tout au long des six semaines (figure 13A).



40+

Weight (g)

4 RD-AL n=11
-« RD-IF n=14
4 HFD-ALN=14
4 HFD-IF =17

Age in days

Figure 13. Suivi du poids a travers le temps des groupes de souris

Les souris ont été pesées une fois par semaine a partir du jour 21 ou celles-ci ont été mises
sur une diete alimentaire RD ou HFD. Au jour 35, l'initiation du protocole de jelne
intermittent de 16h pour 56h d’accés a la nourriture ad libitum (AL). Les souris sont pesées
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le matin, aprés une nuit de jeline, sur plusieurs cycles répétés jusqu’au jour 76. B) Les

souris ont été pesées avant la session de brilure induite par le laser Micron IV. Les
données représentent la moyenne de 11 souris RD-AL, 14 souris RD-IF, 14 souris HFD-AL
et 17 souris HFD-IF par groupe plus ou moins I'erreur standard de la moyenne (SEM). Two-

way anova bidirectionnel avec test post hoc de Tukey. ns : non-significatif, * : p<0,05, **

p<0,01.

Lorsque les souris subissent la brilure par laser du fond de I'ceil, celles-ci sont pesées, non

seulement pour donner la dose d’anesthésiant, mais aussi pour les comparer entre elles.

Effectivement, I'une des raisons principales d’utilisation du jeline intermittent a la restriction

calorique est la stabilité du poids entre les souris sous le régime IF versus AL. Andriessen et al. ont

montré qu’une différence de poids induit par un régime alimentaire riche en graisse pouvait

induire une CNV plus importante (201). Pour cette raison, il était important que les souris

controles (AL) et IF ne soient pas différentes par rapport a leur masse corporelle (figure 13B). La

seule différence obtenue est au niveau du type de dietes (RD versus HFD) ou les HFD ont un poids

plus important que les RD (figure 13B).
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Les souris sous le régime IF ont une augmentation de leur poids corporel tout au long du protocole
gu’elles soient sous régime RD ou HFD (figure 13A). Il n’y a pas de différence significative de poids

entre les groupes AL et IF au jour 76 (figure 13B).

4.2 Poids des tissus adipeux épididymaires

Les tissus adipeux épididymaire (eWat), communément appelé fat pad, ont été prélevés lors du
sacrifice et congelés. La moyenne des tissus adipeux ventraux a été réalisée pour s’assurer que la
dissection a été faite de facon juste (figure 14A). Les résultats obtenus montrent que la moyenne
des tissus adipeux n’atteint pas de différence significative pour les souris sous le méme régime
alimentaire (RD IF-RD-AL et HFD-AL -HFD-IF) (figure 14A). La seule différence significative se
trouve au niveau des dietes RD versus HFD, puisque celles-ci sont probablement corrélées avec
I’augmentation du poids des souris causée par la composition des dietes (figure 13A et figure

14A).

Lors du sacrifice, le seul tissu graisseux prélevé étant le tissu adipeux épididymaire, celui-ci
permettra donc uniquement d’indiquer s’il y a une différence sur sa répartition. Le tissu adipeux
a été pesé et divisé par le poids de I'animal, ceci permettant d’obtenir un ratio de répartition pour
permettre la comparaison entre les autres conditions du protocole (figure 14B). Les résultats
montrent qu’il n’y a aucune différence significative entre le ratio des groupes AL et IF dans la

répartition des graisses ventrales peu importe le type de dietes (figure 14B).
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Figure 14. Le poids et la distribution des tissus adipeux épididymaires.

A) Le poids moyen des tissus adipeux épididymaires des souris dans chacune des
conditions B) Le ratio du poids total des tissus adipeux épididymaire sur le poids de la
souris, afin d’évaluer la distribution de ce tissu. Les données représentent la moyenne
de 11 souris RD-AL, 14 souris RD-IF, 14 souris HFD-AL et 17 souris HFD-IF par groupe
plus ou moins le SEM. Two-way anova bidirectionnel avec test post hoc de Tukey. ns:
non-significatif, * : p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001.

Encore une fois, la seule différence significative obtenue est une variation de la répartition des
graisses des souris sous HFD et RD (figure 14B). Les souris sous le régime RD-AL semblent avoir
une répartition des graisses ventrales plus uniforme, selon leur poids comparativement a ce qui
est observé dans les groupes HFD-AL et HFD-IF (figure 14B). En revanche, ceci ne semble pas étre
le cas pour les souris sous régime RD-IF bien que la moyenne totale du ratio soit équivalente aux
souris RD-AL (figure 14B). Cette variation dans la répartition peut étre expliquée par les
différences métaboliques intra-groupes lors de la reprise de la nourriture. Pourtant, cet écart ne

semble pas étre observé chez les souris HFD-IF (figure 14B).

En résumé, les souris ne présentent pas de différence significative entre les groupes AL et IF
(figure 14A). La distribution de la graisse épididymaire ne présente pas de différence significative

entre les cycles de diétes et leur controle associé (figure 14B).
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4.3 Consommation de nourriture

La consommation de nourriture est sujet d’étude dans les protocoles de restriction calorique,
dans I'alimentation a durée limitée dans le temps et le jeline intermittent. Afin de mieux
comprendre le modele utilisé, I'’étude des habitudes alimentaires des souris a été réalisée en deux

expériences.

4.3.1 Expérience sur le cycle complet

L'expérience de cycle de nourriture permet d’étudier la consommation des souris sur un cycle
complet de 72h, c’est-a-dire 16h de je(ine pour 56h d’acces AL pour les souris IF. Il était primordial
de confirmer le modele utilisé, puisqu’il ne correspondait pas avec les protocoles utilisés dans la
littérature. De plus, il semblerait qu’une partie de la littérature affirme que les souris sous cycle
d’alimentation IF rattrape les animaux contrdles sous régime AL ce qui provoque aucune perte de
poids, tandis que d’autres ne dénotent pas de tels résultats (153, 165, 193). Des observations
anecdotiques ont été faites lors des changements de cage qui ont mené a des hypotheéses et
I'urgence de I'étude des habitudes alimentaires des rongeurs. Effectivement, lors du retour de la
nourriture, les souris sous IF étaient trés actives et elles semblaient avoir des comportements

hyperphagiques.

Durant la phase obscure du jour 0 a 16h du cycle, les souris HFD-AL consomment plus de
nourriture en moyenne que les souris RD-AL (figure 15A). Les souris sous IF, au lendemain du
jeline, consomment beaucoup plus de nourriture que les groupes contréles (RD-AL et HFD-AL)
dans l'intervalle de 16h a 40h (24h) (figure 15A). Dans la période de 16h a 40h, la tendance semble
s’étre inversée pour les souris HFD-AL qui ont consommé moins de nourriture que les souris RD-
AL (figure 15A). Il se pourrait que le stress induit dans la période de 0 a 16h et le changement
d’une nouvelle cage d’hébergement affecterait la consommation des souris. Pour la période de
40h a 64h (24h), les souris sous régime IF affichent la méme tendance que le premier 24h, c’est-
a-dire que celles-ci consomment plus que les souris AL (figure 15A). Les souris sous le régime AL

semblent se stabiliser consommant le méme nombre de croquettes (figure 15A). Dans le dernier
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8h (64h a 72h), les souris IF continuent a afficher la méme tendance de consommation (figure

15A).

Les d
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Figure 15. Les habitudes de consommation des souris pour les différents types de
régime.

A) La consommation de nourriture des souris (en g) selon leur condition d’alimentation
(RD/HFD/IF/AL) détaillée sur un cycle de 72h (HFD AL et IF n=2 ; RD AL et IF n=1) B) La
consommation cumulative (en g) sur le cycle de 72h de chaque type de diéte C) La
consommation cumulative de nourriture en calories (kJ) des souris 1. Dans I'ensemble des
conditions 2. Dans la condition RD-AL et RD-IF (n=1) 3. Dans la condition HFD-AL et HFD-IF
(n=2).

onnées compilées montrent que durant le cycle de consommation totale (72 h), les souris

sous le régime IF, que ce soit sous la diete RD ou HFD, consomment le méme poids de nourriture

(figure 15B). La conception des diétes est différente; la HFD est principalement composée de lard

tandi

s que la RD est constituée de glucides (tableau Il). La diéte HFD est plus calorique que la RD.

Une représentation plus valide de la consommation de la nourriture ingérée par les souris, en

calories, durant une période de 72 h est présentée a la figure 15 C) 1. ou il y a un écart présent
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entre les dietes RD et HFD. Les régimes RD-AL/RD-IF et HFD-AL/HFD-IF ne présentent pas de
différence entre les calories ingérées par les souris pour chacune de leur condition (figure 15C) 2.

et 3.).

En résumé, les souris sous régime RD consomment le méme nombre de calories que ce soit sous
le régime AL ou IF (figure 15 C) 2.). Ceci est aussi observé pour la condition HFD ou les souris sous

le régime AL ou IF ingérent autant de calories (figure 15C) 3.).

4.3.2 Expérience sur 6 heures

L’étude de I'expérience d’alimentation sur 6h découle d’'une hypotheése observationnelle, selon
laquelle les souris sous le régime IF font de I’hyperphagie alimentaire. Afin de répondre a ce
guestionnement et avec les connaissances acquises dans la littérature, la mesure de Ia
consommation de nourriture post-jeline était importante (153, 197). Il a été montré dans la
section précédente que les souris sous le régime IF consommaient autant de calories que leur

contréle AL. En revanche, la quantité de nourriture ingérée apreés le jeine n’est pas connue.

Les souris, dés la sortie de leur je(ine intermittent, ont accés a la nourriture a volonté. La remise
de la nourriture provoque un comportement ou celles-ci consomment plus que les souris AL
(figure 16). Effectivement, les souris RD-IF consomment prés de 2 g et les HFD-IF 1,5 g de
nourriture comparativement aux souris RD-AL et HFD-AL qui consomment respectivement 0,25 g
et 0,60 g (figure 16A). Les souris RD-IF et HFD-IF consomment le méme nombre de calories dans
les 6h apreés le jetine (figure 16B). Dans I'expérience précédente de consommation de nourriture,
les souris sous régime IF mangeaient prés de 4 g en 24h post-jeline (16-40h) (figure 15A). Dans
cette condition, les souris consomment en 6h presque la moitié de leur consommation journaliere

(figure 15A et 16A).
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Figure 16. La consommation de nourriture des souris durant 6h aprés une nuit de jeiine
de 16h
La consommation cumulative de nourritures exprimée en masse (g) pour tous les types de
diétes. B) La consommation cumulative calorique (kJ) des souris pour tous les groupes
expérimentaux. Les données représentent la moyenne des souris hébergées dans une
méme cage, dont les expériences ont été répétées pour les RD-AL et RD-IF n=3 tandis que
les HFD-AL et HFD-IF n=1. Les données graphiques sont représentées plus ou moins le SEM
avec un Two-way anova bidirectionnel avec test post hoc de Tukey. *: p<0,05, ***
p<0,001, **** : p<0,0001

En résumé, les souris sous jeline intermittent consomment une grande partie de la nourriture

journaliere dans les six premiéeres heures apres leur nuit de jelne (figure 16).

4.4 Test de tolérance a l'insuline (ITT)

Des expériences sur le métabolisme ont été réalisées dans le but de valider le modéele et
d’observer si la modification du régime alimentaire des souris apportait des bénéfices sur
I'insuline et le glucose. Une étude indirecte de la mesure de 'activité de I'insuline a été effectuée
en injectant une quantité connue d’insuline, selon le poids corporel de la souris, puis le suivi dans

le temps de la réponse de la glycémie avec des bandelettes tests.
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Les souris sous régime IF et AL ont été soumises a un court jeline de 5h. Le taux de glucose sanguin
est mesuré avant les injections d’insuline. La glycémie des souris HFD-AL et HFD-IF ne montre pas
de différence significative au temps initial (figure 17A). Les souris HFD-IF ne semblent pas (ou
faiblement) affectées par les injections d’insuline. Effectivement, la variation de glycémie prise a
travers le temps en comparaison avec la glycémie initiale (% de variation) varie peu chez les HFD-
IF (au plus bas est de 76%), contrairement aux souris HDF-AL qui atteint un seuil de 57% (figure
17B). Au bout de 120 minutes, il y a une différence statistique entre les souris HFD-IF et HFD-AL
sur le pourcentage de variation entre la glycémie initiale et la glycémie a ce temps (figure 17B).
Ce test indique que les souris sous le régime HFD-IF seraient plus résistantes a l'insuline que les
HFD-AL. Une représentation des données brutes ol on observe que les souris sous régime IF sont
peu affectées par les injections d’insuline contrairement aux souris sous régime AL (figure 17C).
On observe qu’il y a une diminution de la glycémie dans les 30 premiéres minutes (figure 17C). En
revanche, cette représentation ne montre aucune différence significative entre la condition HFD-

AL et HFD-IF (figure 17C).
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Figure 17. Le test de tolérance a l'insuline.

A) La glycémie au temps initial (t=0) des souris avant l'injection de I'insuline; unpaired t
test représentant la moyenne de 5 souris HDF-AL et 5 souris HFD-IF, résultat ns B) Le
pourcentage de changement de la glycémie au travers du temps; two-way anova, ns dans
tous les temps sauf a 120 minutes (** p<0,01) C) L’évolution de la glycémie au travers du
temps apreés l'injection d’insuline. Les données en B et C représentent la moyenne de 5
souris HFD-AL et 5 souris HFD-IF par groupe plus ou moins le SEM. Two-way anova
bidirectionnel avec test post hoc de Sidak. ** p<0,01
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Le jedne intermittent auquel les animaux sont soumis ne semble pas conférer davantage sur le
métabolisme de 'insuline. En effet, les résultats montrent que les souris HFD-IF sont plus insulino
résistantes que les souris sous HFD-AL (figure 17B). A la suite de problémes de dosage d’insuline,
il n"a pas été possible d’obtenir de résultats avec les souris RD, puisque nous n’avons pas pu
obtenir de courbe dose-réponse du suivi de la glycémie. Les souris devenaient fortement
hypoglycémiques et nous devions porter rapidement assistance a celles-ci en leur injectant du

dextrose (produit chimiquement identique au glucose) pour annuler les effets de I'insuline.

4.5 Test de tolérance au glucose

Le test de la tolérance au glucose est un test direct de quantification du glucose sanguin ou la
glycémie est suivie avec des bandelettes tests. Les souris sont soumises a un jeQine de 12 h, puis
la glycémie a jeun est prise pour connaitre le taux de glucose au temps initial (figure 18A et C).
Les glycémies de départ pour les souris RD et HFD n’atteignent pas de différence significative
(figure 18A et C). Bien que dans les deux cas, la significativité n’est pas atteinte, il semble avoir
une certaine tendance ou la glycémie aprés 12 h de jeline est plus élevée dans la condition d’IF

gue dans la condition AL (figure 18A et C).

Dans ce test, les souris regoivent une quantité connue de glucose qui est calculée a partir de leur
poids. Le suivi de la glycémie est fait a différent temps (15 min, 30 min, 60 min, 120 min et 240
min) a I'aide de bandelettes tests. Les souris sous le régime RD-AL et IF montrent un profil
glycémique pratiquement semblable a tous les temps, sauf au premier 15 minutes ou les souris
RD-IF ont un pic trés élevé de glucose (figure 18B). L'écart est sporadique, puisque les valeurs
reviennent pratiguement identiques a celles observées au RD-AL (figure 18B). Quant aux souris
sous le régime HFD, il n’existe aucune différence significative de glycémie au courant du temps

(figure 18D).

Les souris sous régime RD et HFD n’ont aucune différence significative au temps initial pour leur
glycémie (figure 18). Les souris sous le régime RD-IF possédent un pic de glycémie élevée a 15

minutes apreés I'injection de glucose, puis il y a une stabilisation de la glycémie ressemblant a celle
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de la condition RD-AL (figure 18B). La glycémie des souris HFD, au courant du test, ne différe pas

entre les groupes AL et IF (figure 18D).
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Figure 18. Le test de tolérance au glucose.

A) La glycémie au temps initial des souris sous le régime RD; unpaired t test représentant
la moyenne de 5 souris RD-AL et 6 souris RD-IF résultat ns B) Evolution dans le temps
de la glycémie a la suite de I'injection de glucose pour les souris sous condition RD. C)
La glycémie au temps initial des souris sous le régime HFD; test statistique unpaired t
test représentant la moyenne de 5 souris HDF-AL et 5 souris HFD-IF, résultat ns D)
Evolution de la glycémie dans le temps aprés une injection de glucose des souris HFD.
Les données en B et D représentent la moyenne de 5 souris RD-AL, 6 souris RD-IF, 5
souris HFD-AL et 5 souris HFD-IF par groupe plus ou moins le SEM. Two-way anova
bidirectionnel avec test post hoc de Sidak. * p<0,05

4.6 Néovascularisation

Le deuxieme objectif du travail était d’observer un impact de la diéte, c’est-a-dire le jeline

intermittent, sur la néovascularisation choroidienne dans un modeéle de DMLA murin. Pour ce
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faire, des études de marquage par immunofluorescence ont été effectuées pour permettre le
calcul des aires de la blessure et de la néovascularisation des yeux. Un microscope épifluorescent
a permis de prendre les photos de la choroide mise a plat marquée avec différents marqueurs
fluorescents : anti-IBA1 couplé avec un anticorps anti-lapin (647) marquant les cellules
immunitaires (magenta), FITC-dextran marquant les néovaisseaux (vert), Rhodamine/lectine
marquant l'aire de la blessure (rouge) et le DAPI marquant les noyaux (bleu) (figure 19).
Malheureusement, les cellules inflammatoires n’ont pas été dénombrées, puisqu’elles étaient

trop nombreuses et superposées, au septiéme jour, dans les images de microscopie (figure 19).
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Figure 19. Effet des diétes sur la néovascularisation choroidienne (CNV)

Les effets des différentes dietes sur la néovascularisation choroidienne, sept jours apres
I'induction au laser. Condition d’une brilure laser par microscopie montrant toutes les
conditions de fluorescence: IBA-1 (647), FITC-Dextran (488), Rhodamin/lectine (546) et
Dapi (450). Les images ont été réalisées sur le microscope épifluorescent Zeiss Axio imager
Z2 avec 'apoptome pour la création de Z-stack. Les images ont été traitées par Image J et
les analyses statistiques réalisées par Prism 9.

92



La figure 19 montre des images de microscopie retrouvées dans chaque condition. Ces images
ont permis d’obtenir les différentes quantifications sur image J en tracant les aires du FITC-

Dextran et de la lectine, puis celles-ci sont traitées statistiquement par PRISM.
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Figure 20. La quantification de la néovascularisation choroidienne des différentes

diétes

A) L'aire des néovaisseaux détectée par le FITC-Dextran injecté intracardiaque B) L'aire
de la blessure détectée par le produit fluorescent Rhodamine/lectine C) La
quantification obtenue du ratio FITC-Dextran sur la lectine D) L’aire des nouveaux
vaisseaux sanguins par animal obtenue a I'aide du FITC-Dextran E) La quantification
par animal obtenue pour le ratio FITC-dextran sur la lectine. Les données représentent
la moyenne de 11 souris RD-AL (43 bralures laser), 14 souris RD-IF (67 brGlures laser),
14 souris HFD-AL (55 bralures laser), et 17 souris HFD-IF (66 brllures laser) par groupe
plus ou moins le SEM. Les points aberrants ont été testés par un test de ROUT 1% et
une étude des yeux endommagés par une mauvaise néovascularisation ou des
dommages ne permettant pas de les quantifier. Two-way anova bidirectionnel avec
test post hoc de Turkey. * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, ****: p<0,0001
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Les aires tracées des nouveaux vaisseaux sanguins qui ont été obtenues par la perfusion intra-
cardiaque de FITC-DEXTRAN montrent qu’il n’y a pas de différence significative entre les souris
RD-AL versus RD-IF et HFD-AL versus HFD-IF (figure 20A). Des différences sont observées
uniquement entre le type d’alimentation (HFD et RD) tel que retrouvé dans les résultats des poids
et la masse des tissus adipeux (voir figure 20A), 13, 14). Afin d’obtenir des résultats par animaux,
une moyenne des huit brilures par laser a été compilée par souris dans le but d’éliminer la
variabilité intra-individu. Cette manipulation mathématique a provoqué la perte de la
significativité pour les souris sous RD-AL et HFD-AL qui a été probablement causée par la grande
variabilité au sein d’'un méme individu retrouvée chez les souris RD (figure 20D). De plus, il n’y a

toujours pas de différence significative entre les souris sous IF et AL (figure 20D).

Les résultats obtenus dans les aires de blessures, marquées par la lectine, pour toutes les
conditions montrent une trés grande variance (figure 20B). Les résultats des souris RD-AL et les
RD-IF montrent la plus grande variance causant une différence significative (figure 20B). Le ratio
FIT-DEXTRAN sur la lectine montre une différence significative uniquement sur le type
d’alimentation (RD vs HFD), mais pas sur les cycles de dietes (AL vs IF) (figure 20C). Une étude par
animal a été effectuée pour le ratio FITC-dextran sur la lectine afin d’éliminer les variations
individuelles. Les résultats obtenus ressemblent a ceux montrés précédemment sauf pour les
souris RD-AL et RD-IF (figure 20E). Effectivement, le jeine intermittent semble avoir un effet sur

la néovascularisation pour le groupe de diete RD en I'augmentant (figure 20E).

En résumé, il n'y a pas de différence significative entre le cycle de diete que nous avons
sélectionné. Cependant, il y a une différence par animal pour la diéte RD probablement causée
par la variance dans le groupe (figure 20). La diete (RD vs HFD) influence la néovascularisation

(figure 20A).
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Chapitre 5 — Discussion

Cette étude avait pour but d’évaluer les effets des types et des cycles de diete sur Ia
néovascularisation choroidienne dans un modeéle murin de DMLA. Pour ce faire, différents
groupes de souris ont été placés aléatoirement sur un type de diete (RD ou HFD), puis sur un cycle
d’alimentation (AL ou IF). Par la suite, ces souris ont subi des tests, afin de comparer leurs
caractéristiques phénotypiques telles que leur poids, la masse graisseuse et la tolérance au
glucose et de I'insuline. Par la suite, celles-ci ont subi une brilure au laser du fond de I'ceil pour
imiter la pathologie de la DMLA pour quantifier les nouveaux vaisseaux sanguins par

immunofluorescence.

Le modele d’alimentation utilisé est un protocole intermédiaire du jeline intermittent, puisqu’il
ne possede que 16 heures de jeline, contrairement a d’autres études ou le je(ine est beaucoup
plus long (par exemple 24h). Effectivement, il emprunte des caractéristiques a différent modéle
existant dans le je(ine intermittent (1:1 ou 2 :1) et le régime d’alimentation restreint dans le
temps. Dans I'alimentation restreint dans le temps (TRF), les souris ont acces a la nourriture pres
de 8h par jour lors de la phase obscur respectant, ainsi, leur cycle naturel d’alimentation, puis
celles-ci ont 16 heures de jeline (174, 179). L’avantage de ce protocole a mi-chemin entre le je(ine
intermittent classique et le TRF est la facilité a le mettre en place et la possibilité de le reproduire
chez I'étre humain, puisqu’il n’est pas tres rigoureux ou sévere. Ceci pourrait expliquer en partie

les résultats obtenus au travers de I’étude.

5.1 Phénotype

Les caractéristiques phénotypiques ont été observées tout au long du protocole. Le poids corporel
des souris a été un outil déterminant pour garder les animaux dans le protocole. En effet, les
courbes tracées ont permis de déterminer la croissance normale des animaux et de déterminer

si certains animaux étaient malades : le stress excessif, les batailles et les problémes de dentition.



Les souris ont pris du poids dés la naissance jusqu’a leur euthanasie peu importe le type de diete
ou de cycle d’alimentation (figure 13). Les souris sous régime IF, qu’elles soient sous RD ou HFD,
perdent en moyenne par nuit de jeline 2 g de leur masse corporelle et cette perte est constante
pendant les six semaines de régime (figure 13). D’ailleurs, les souris IF rattrapaient au bout de
deux jours apreés le jeline les souris sous régime AL (figure 13). Ces résultats concordent avec une
majeure partie de la littérature, bien qu’'une minorité des recherches affirme que les souris

perdent du poids durant un jeine intermittent (153, 157, 176, 193, 194).

Les souris C57BL6/J ont été mise sur un régime alimentaire HFD ou RD, afin de les acclimater
durant deux semaines a partir de leur troisieme semaine de vie. Durant six semaines consécutives
jusqu’a I'induction par laser de la néovascularisation choroidienne, les souris sont soumises a un
cycle de diéte, IF, ou a une alimentation AL (figure 8). Une question s’impose : est-ce que les dietes
ont eu le temps de faire leur effet sous ce modéle ? Les souris C57BL6/J) sont régulierement
utilisées pour I'induction de I'obésité avec la diete HFD, puisqu’elles présentent une susceptibilité
génétique permettant de prendre un plus grand gain de poids, I'accumulation de graisse dans le
foie et une intolérance au glucose importante comparativement a d’autres souches de souris
(210, 211). Cette souche a permis de faire I'étude de maladie métabolique et de I'obésité
observée chez I’humain (210, 212, 213). Chez les souris C57BL6/J, I'apparition de la prise de poids
apparait deux semaines suite a l'initiation du traitement (213). Puis, au-dela de ces deux
semaines, la prise de poids se consolident (213). La figure 13B montre une différence significative
sur les poids des souris soumises au régime HFD versus RD. Les souris sous un régime riche en
calories sous forme de graisse prennent de plus en plus de poids plus au courant des semaines
d’expérimentation. Nous utilisons un régime RD qui est une diete de contrdle qualifié de plus
saine par sa composition (214). En revanche, ces régimes, méme s’ils sont standardisés, sont
remplis de fibres alimentaires qui peuvent avoir des effets sur la santé métabolique via I'intestin
(214). Les régimes standardisés, tels que le RD, doivent étre comparés avec un régime aussi
controlé dans sa composition et reconnu comme étant le controle de celui-ci (voir la fiche
technique de la compagnie) (214). Malheureusement, la nourriture donnée aux animaux est
source d’une trés grande variation entre les études, puisqu’elle affecte la santé métabolique des

animaux (215). De plus, des recherches montrent I'impact de la composition sur I'intestin (215).
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Ceci pourrait expliquer certaines différences qui existent entre les études, puisque les types de
régime et diete alimentaire varient énormément entre les études de restriction alimentaire (151,

156, 160, 162, 165, 178, 180, 184, 189, 216-218).

Les effets du cycle de diéte sur la néovascularisation choroidienne sont aussi a I'étude dans notre
recherche. Plusieurs études sur le métabolisme chez les souris ne comparent pas deux types de
diétes, mais font la comparaison de cycle diete, c’est-a-dire la RC versus AL ou I'lF vs AL (165). De
plus, certaines études ont préféré abandonner les expériences comparatives, lorsqu’elles avaient
les groupes de dietes RD et HFD, puisque les souris HFD montraient des résultats significatifs et
plus intéressants (193, 194). Malheureusement, les données obtenues au courant de nos
expériences ne concordent pas avec les bienfaits énoncés dans la littérature : amélioration de la
tolérance au glucose, une sensibilité améliorée a I'insuline, parfois des pertes de poids, etc. (153,
157, 176, 193, 194). Dans la recherche sur la restriction calorique et le jeune intermittent, il
n’existe pas de protocole établi et validé ; il existe autant de méthodes que d’articles traitant sur
le jeGine ou la restriction calorique (151, 156, 160, 162, 165, 178, 180, 184, 189, 216-219). La durée
du jedne intermittent est préférable d’étre long plutot que court, méme s’il est rapporté dans des
nombreux articles que les changements métaboliques s’effectuent rapidement, ainsi que ces
effets (156). Il est aussi difficile de déterminer qu’elle est I'age optimal pour lequel le jeline
intermittent posséde les plus grands effets. Puisque le champ d’intérét est le vieillissement,
seraient-ils plus appropriés d’avoir des souris plus dgées ? Plusieurs des études débutent par
I'acclimatation des souris a partir de I'dge 6 a 8 semaines durant 2 a 4 semaines avant le début du
processus expérimental des cycles d’alimentation (149, 153, 157, 175, 176, 193, 194). Ces
recherches débutent, donc, les expériences d’alimentation de RC ou d’IF avec des souris adultes
(autour de 10 semaines, sinon plus agées) (153, 157, 176, 193, 194). Lors de notre expérience, les
souris ont cing semaines, lorsqu’elles sont soumises au jelne intermittent et elles sont
euthanasiées a 12 semaines de vie. Donc, les souris des autres protocoles débutent leur cycle
d’alimentation aux environs de I'dge que nos souris sont euthanasiées (149, 153, 157, 175, 176,
193, 194). Ceci pourrait expliquer la difficulté de reproduire les résultats déja obtenus dans la
littérature pour de jeune souris, car les souris vieillissantes ont certains troubles métaboliques

causés par I'age tels que l'intolérance au glucose et de la résistance a l'insuline (220, 221). De
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plus, I'étude Xie et al. (Nature Communications) montre qu’il est plus difficile de déterminer
I’effet du cycle d’alimentation si les animaux ont grandi avec ce type de diéte ou si celui-ci a été
initié plus tardivement (216). Ce groupe a fait I’étude comparative de groupes de souris jeunes et
agées sur un régime de jelne intermittent 1 :1, ils ont ainsi comparé les effets a court et moyen

terme sur la longévité et I'apparition du cancer (216).

Avec I'étude des habitudes alimentaires, il a été aussi observé que les souris sous jeline
intermittent consommaient majoritairement la nourriture quotidienne dans les six premieres
heures (figure 16). Il est rapporté dans la littérature que les souris qui consomment la nourriture
de facon excessive et dans une courte période de temps présentent un comportement de gavage
(166). Ce comportement est déclenché par la restriction de I’accés a la nourriture (IF ou RC) (166).
Cependant, les études sur les habitudes alimentaires devraient étre répétées pour augmenter
leur puissance statistique (RD n=1 et HFD n=2) bien qu’elles montrent une tendance importante
et concordante avec des études bien établies de la littérature (figure 15 et 16). Nos souris sont
hébergées par colonie (trois souris par cage en moyenne), donc la nourriture est une moyenne
calculée par cage de tous les individus divisés par le nombre de souris dans cette méme cage
(I'estimation de la consommation moyenne par souris par cage). Malheureusement, cette
méthode n’est pas la plus fiable, puisque les souris possedent des différences individuelles ; nous

devrions plus tot les héberger individuellement pour obtenir la consommation réelle par souris.

Les tissus adipeux épididymaux ont été pesés a la fin du protocole, afin de les comparer entre les
conditions. Plus ils sont volumineux, plus ils sont susceptibles d’engendrer plusieurs réactions
métaboliques telles un « réacteur », c’est-a-dire ceux-ci peuvent moduler la glycémie ou
I'inflammation. Les souris sous le régime riche en graisse ont des tissus graisseux plus volumineux
que celles sous un régime plus sain (RD) (figure 14). Toutefois, cette différence était attendue,
puisque la qualité de la nourriture influence directement la maniéere dont les lipides sont stockés
dans les graisses (222). Les souris sous HFD ont une propension a devenir obése. Cette nourriture
est associée a un remodelage des tissus adipeux, a une augmentation de la taille et le nombre
d’adipocyte et mene a une susceptibilité de développer des maladies métaboliques telles que le

diabéte (223-225).
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La répartition des graisses peut différer chez les individus qui subissent une modification de leur
régime alimentaire. Puisque le protocole modifie la prise alimentaire des animaux en leur
infligeant des moments de jelines prolongés, est-il possible qu’il y ait une modification de la
distribution des graisses ? Selon nos analyses, le jeline intermittent n’a pas permis de diminuer
I'effet causé par le régime alimentaire. Certains articles de la littérature affirment que le
changement de diéte, dont les régimes tels que la restriction calorique ou le jeline intermittent,
permet de réduire les impacts d’une diete riche en graisse. Par exemple, des études ont montré
gu’un protocole de jeline intermittent induit une réduction de la masse adipeuse blanche chez
les rongeurs (224). Bien que notre étude n’ait pas fait I’éventail des connaissances possibles des
caractéristiques des tissus adipeux entre les groupes AL et IF, des études sur la taille des
adipocytes et l'inflammation pourraient permettre d’en connaitre davantage sur la santé
métabolique de la souris. Effectivement, le tissu adipeux peut engager plusieurs voies de

régulation affectant I'insuline et le glucose (224, 225).

Les souris ont subi des tests de tolérance a I'insuline et au glucose. Le test de tolérance a I'insuline
a été mené chez les souris HFD et RD, mais les résultats ont été abandonnés chez les RD a défaut
de trouver une dose d’insuline adéquate a injecter sans causer de dommage aux souris. En effet,
le protocole élaboré et optimisé dans le laboratoire a été mené principalement chez des souris
sous HFD. Cependant, les souris RD montrent une sensibilité accrue a I'insuline et nécessitent des
soins immeédiats. Les résultats obtenus chez les souris HFD-IF montrent une résistance a l'insuline
comparativement aux souris AL (figure 17). Ces résultats ne concordent pas avec la littérature,
puisqu’ils sont inverses a ce qui est rapporté. En effet, il est montré que le jeline intermittent
améliore le métabolisme du glucose et de l'insuline (153, 164, 179). Le protocole de jeline
intermittent montrant cette amélioration est différent de celui que nous avons utilisé. Les souris
sous un régime de je(ine intermittent 2 :1 sont soumis a 24h de jeline contrairement a notre
protocole ou les souris subissent 16h de jeline. Cependant, la littérature rapporte que quelques
heures de jeline intermittent induiraient des changements bénéfiques sur le métabolisme (226).
Les souris sous HFD ne montrent pas d’amélioration ni de détérioration au niveau de la glycémie
lors du test de tolérance au glucose (figure 18). Pour ce qui est des souris RD, le test de tolérance

au glucose montre un pic dans le premier 15 minutes pour les souris IF, puis aucune différence
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notable dans les autres temps (figure 18). Ceci suggére que le protocole utilisé ne confére pas
davantage métabolique au niveau de la gestion de l'insuline et du glucose. Comme il a été
mentionné ci-haut, I’age des souris peut affecter les résultats sur la tolérance a l'insuline et au
glucose; les souris de notre protocole sont relativement jeunes comparativement a ceux utilisés
dans les recherches portant sur le jeline intermittent ou la restriction calorique (149, 153, 159,
174, 179, 226, 227). Une solution possible pour palier a ce probléeme est le changement au niveau
du paradigme expérimental soit en mettant les souris sur la diéte d’acclimatation RD ou HFD pour
une période plus longue (environ 4 & 6 semaines ; age des souris 7 a 9 semaines). A la suite de
cette acclimatation, le début du cycle de diéte AL ou IF serait de 6 a 8 semaines (age de la souris
13 a 17 semaines) jusqu’a la néovascularisation choroidienne, puis 1 semaine plus tard
I’euthanasie de la souris aurait lieu. Ceci correspondrait pour les dges dans les comparaisons entre

notre étude et les autres (151, 156, 160, 162, 165, 178, 180, 184, 189, 216-218).

5.2 Néovascularisation

La question centrale du projet était I'impact du jelne intermittent sur la DMLA. L’étude a été
réalisée chez un modele murin bien caractérisée ou il y a une induction par laser de la

néovascularisation choroidienne.

La perfusion de FITC-dextran marquant les nouveaux vaisseaux sanguins ne montre aucune
différence significative entre les souris AL et IF (figure 20). Cependant, il y a une différence
significative entre les groupes de diéte, c’est-a-dire HFD et RD (figure 20), confirmant ce qui a déja
été montrée (201). Une part des résultats peut étre expliqué par le manque d’habileté de
I'utilisation du laser, de l'injection intracardiaque et de la microdissection des yeux pour les
premieres souris de |'expérience, celles-ci ont été majoritairement éliminées (par exemple,
nombre inégale de yeux dans les groupes). L'aire de la blessure, marquée par la lectine, montre

une grande variance au sein du méme groupe (figure 20).

La délimitation des aires de la lectine peut étre confondue avec celle de IBA-1, puisque les

marqueurs ont un chevauchement sur le marquage des cellules inflammatoires. Il est probable
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gue la lectine ait marqué, pres des zones des blessures, des cellules inflammatoires. Les erreurs
expérimentales sont possibles. Elles auraient pu étre prévenues par une méthode, qui a été
négligée dans ce protocole, par une vérification des fuites post-laser par une angiographie a la
fluorescéine du fond de I'ceil (142). Cette technique aurait permis de détecter les vaisseaux
sanguins fuyants qui pourraient expliquer certaines pertes d’information, puisque le FITC-Dextran
n’a pas marqué les vaisseaux sanguins de la méme facon (figure 19 montre des vaisseaux bien
marqués) (142, 228). Par la suite, le ratio de FITC-dextran sur la lectine permet la diminution de
la variabilité comme un étalon interne au sein d’un groupe. Ce ratio ne confére aucun avantage
statistique, c’est-a-dire qu’il y a également une présence d’une grande variance et d’aucune
différence significative pour les cycles de diete (figure 20). L'utilisation d’un test statistique pour
éliminer certaines données aberrantes a été utilisée (ROUT) ce qui a causé la perte d’information

dans le groupe RD-IF plus que dans d’autres groupes (figure 20).

Puisque le modeéle de I'induction par laser de la néovascularisation choroidienne ressemble a un
processus de cicatrisation, les études menées auparavant auraient pu permettre de diriger nos
hypothéses. Peu d’études avaient fait mention de la capacité du jelne intermittent et de la
restriction calorique d’avoir un effet positif sur la guérison ou la fermeture d’une cicatrice (187-
190). Malheureusement, les résultats de ces études étaient en général peu concluants, c’est-a-
dire que les changements alimentaires n’avaient pas d’effet sur la période de cicatrisation (187-
190). La lectine permet de marquer I'aire de cicatrisation des blessures induite par laser, lorsqu’on
compare les résultats, il n’y a pas de différence significative, sauf pour les souris nourries sous RD
(figure 20B). Pour ce qui est des souris HFD, il n’existe aucune différence significative entre les

aires de la blessure pour le groupe AL et IF (figure 20B).

Le décompte des cellules inflammatoires n’a pas été réalisé, puisque la résolution des images ne
le permettait pas, c’est-a-dire que les cellules inflammatoires étaient superposées et trop
nombreuses. De plus, la discrimination entre le marqueur IBA-1 et la lectine étaient laborieux. Il
n’a pas été possible de quantifier I'aspect inflammatoire entre le cycle d’alimentation et le type
de diete dans la choroide ce qui aurait permis de communiquer linteraction entre Ia
vascularisation, la diete et I'implication du systéeme immunitaire. Nous avions comme hypothése

gue l'inflammation serait beaucoup plus importante dans les yeux de souris sous HFD telles que
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montrer précédemment dans le laboratoire, mais nous supposions que le jeQine intermittent pour
les souris sous une diete obésogene (HFD) permettrait de diminuer I'inflammation a un niveau
comparable a celui des souris RD-AL (145, 201). En revanche, d’autres préparations peuvent étre
utilisées pour quantifier le profil inflammatoire de la rétine et la choroide telle que la cytométrie

en flux ou la gPCR.
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Chapitre 6 — Conclusions et perspectives

Le but de I'expérience était d’observer les effets de la diete et des cycles d’alimentation sur la
néovascularisation choroidienne dans un modéle murin et les caractéristiques phénotypiques
engendrées par le protocole de jeline utilisé. Les résultats divergents obtenus, c’est-a-dire la
masse des tissus graisseux épididymaires inchangée, la résistance a l'insuline des souris sous IF et
aucun changement bénéfique pour le glucose, a celle de la littérature montrent que le protocole
utilisé n’apporte pas davantage au modeéle murin. En effet, les souris sous IF n‘ont pas de
changement au niveau de la masse graisseuse blanche ni n"améliorent leur test de tolérance au
glucose et a l'insuline. Quant a la néovascularisation choroidienne, il n’y a aucun changement au
niveau du cycle d’alimentation pour les souris AL et IF. En conséquence, le modele de jeline 2 :1
sur 16h n’apportent pas davantage a la néovascularisation choroidienne et au métabolisme du
glucose et de l'insuline. En revanche, il serait intéressant de trouver une maniere de tester un
protocole de jeline plus sévére et automatisé pour calculer I'impact que cela pourrait apporter
sur la néovascularisation choroidienne. Le temps d’alimentation pourrait en effet posséder un
impact plus important que I'on pourrait croire. Puisque la littérature n’arrive pas a ce consensus :
doit-on nourrir les souris durant le jour ou durant la nuit ? Les futures recherches sur le jeline
intermittent vont se batir sur les conclusions de cette étude et pourront davantage éclairer le role
du jelne intermittent et la restriction calorique dans le développement et la progression d’une

des principales causes de cécité dans le monde, la DMLA.
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