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Monoxyde d’azote et rétine:
un mediateur
aux deux visages

Le monoxyde d’azote (NO) est produit a partir de la L-ar-
ginine, par I’enzyme NO synthase (NOS). Trois isoformes
de NOS sont actuellement connues et codées par trois
genes distincts, NOS-I et NOS-III, dites isoformes consti-
tutives, et la NOS de type II, communément appelée NOS
inductible. Ces trois isoformes sont présentes dans la réti-
ne et leur role commence a étre éclairci. La production ra-
pide et réglée de faibles quantités de NO par les formes I
et III est responsable de certaines neurotransmissions et
de la régulation du tonus artériolaire rétinien. En re-
vanche, I'isoforme NOS-II est exprimée dans les cellules
non neuronales de la rétine (cellules gliales et épithé-
liales), lors de certaines affections et apres stimulation in
vitro par des cytokines. Le NO produit en grande quantité
par la NOS de type II est un agent bactéricide potentiel,
mais peut également perturber le bon fonctionnement de
la rétine, entrainer une inflammation de la rétine, voire
meéme participer a certaines dégénérescences rétiniennes.

e monoxyde d’azote (NO)

connu depuis longtemps

comme un gaz toxique de

I’environnement s’est révélé

étre un messager biologique
particulierement important. Une
molécule aussi simple que NO est
I'un des messagers les plus étudiés
pour son implication dans un grand
nombre de communications cellu-
laires liées aux grandes fonctions
physiologiques du systeme vasculaire,
de la neurobiologie et de I'immuno-
logie (m/s n°10, vol. 7, p. 1094). NO
peut ainsi étre, a la fois, un agent
vasorelaxant, un messager neuronal
intercellulaire et un agent bactérici-
de. Depuis cinq ans, les ADNc et les

genes des enzymes responsables de la
biosyntheése de NO, les NO synthases
(NOS), ont été clonés et leurs pro-
duits bien caractérisés d'un point de
vue biochimique (pour revues, voir:
[1-4]). Il existe trois isoformes de
NOS, NOS-I et NOS-III, dites iso-
formes constitutives, et les NOS de
type II, communément appelées
NOS inductibles. Les premiéres, pré-
sentes principalement dans les neu-
rones (NOS-I) et I’endothélium vas-

* NOS-I est aussi connue sous le nom de NOS neu-
ronale et NOS-III sous celui de NOS endothéliale.
La NOS-I1, inductible, correspond a Uisoforme « ma-
crophagique ».
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culaire (NOSHII), produisent rapide-
ment de faibles quantités de NO en
réponse a une augmentation de la
concentration de calcium intracellu-
laire. Cette libération de NO précisé-
ment réglée est responsable de
certains phénomeénes de neurotrans-
mission et du tonus vasculaire basal.
Les NOS de type II dont I’expression
est réglée au niveau transcriptionnel
par les cytokines et les endotoxines
libérent des quantités de NO beau-
coup plus importantes et pendant
des durées beaucoup plus longues
(jours). Les mécanismes de régula-
tion de l'activité de NOS-II sont trés
différents de ceux impliqués pour les
NOS dites «constitutives». Les NOS
de type II ont été décrites dans un
grand nombre de cellules, telles que
les macrophages, les hépatocytes, les
astrocytes, les cellules musculaires
lisses et les chondrocytes. Dans ce sys-
teme inductible, NO revét un carac-
tére cytotoxique, en tuant des cel-
lules cibles environnantes, via la
perturbation de leur métabolisme
(synthése d’ADN, respiration, per-
oxydation membranaire...). Malheu-
reusement NO s’attaque aussi bien
aux bactéries étrangeres qu’aux cel-
lules saines avoisinant la source de
NO, d’ou sa nature trés ambivalente,
a la fois molécule efficace de défense
contre les infections et responsable
de certains désordres (m/s n°12,
vol. 11, p. 1743) [3-5].

Au cours des cinq dernieres années,
de nombreux travaux ont permis de
caractériser les différentes formes de
NOS ainsi que le role du NO dans le
systéme nerveux central [6]. Si la plu-
part des études ont été effectuées
dans le cerveau, la présence et le role
du NO dans la rétine, ébauche termi-
nale du systéme nerveux central,
commencent a se dévoiler et les trois
isoformes ont pu étre identifiées
(figure 1), par différentes techniques
(NADPH-diaphorase, immunohisto-
chimie, dosages enzymatiques, détec-
tion des messagers).

Mise en évidence

et réole potentiel

des différentes isoformes
de la NOS dans Ia rétine

NOS constitutives (NOS-I, NOS-III)

Une activité enzymatique de type
NOS a pu étre démontrée dans des

extraits bruts de rétine et dans des
segments externes isolés de photo-
récepteurs [7]. Les propriétés enzy-
matiques de cette enzyme et sa dépen-
dance vis-a-vis du complexe
calcium/calmoduline sont identiques
a celles de la NOS présente dans le
cerveau. Des études antérieures utili-
sant la technique de coloration a
I’aide de la NADPH-diaphorase, qui
reflete la présence d’une activité
NOS, montraient un marquage dans
la rétine de mammifére. Plus récem-
ment, des études par immuno-
histochimie ont permis de localiser la
NOS-I dans certaines cellules ama-
crines, dans des cellules horizontales
et dans les photorécepteurs de diffé-
rentes especes [8-10], alors que la
localisation de NOS-II par immuno-
histochimie n’a jamais été entreprise.
Notons toutefois que le marquage
obtenu par la NADPH-diaphorase
dans les vaisseaux rétiniens et choroi-
diens pourrait correspondre a l'isofor-
me III présente dans les cellules endo-
théliales. Concernant les autres
cellules non neuronales de la rétine,
la NOS-T a pu étre mise en évidence
par immunohistochimie dans les cel-
lules gliales de Muller [11]. Les rares
études de biologie moléculaire confir-
ment que la rétine humaine exprime
bien ’ARNm de NOS-I [12].

Le NO présent dans la rétine pourrait
servir de neurotransmetteur dans la
transmission synaptique rétinienne.
En effet, plusieurs études montrent
que des donneurs de NO sont
capables de modifier le couplage élec-
trique entre les cellules horizontales
[13], d’activer des courants ioniques
indirectement par une augmentation
de GMPc dans les cellules bipolaires
et dans les cellules ganglionnaires [14,
15] (figure 2). De plus NO est capable
de moduler la transduction visuelle,
puisqu'un donneur de NO de type
nitrosocystéine est capable de modu-
ler la conductance de certains canaux
ioniques des photorécepteurs [16].
Des études électrophysiologiques sur
des segments externes de photorécep-
teurs isolés montrent que la présence
de NO modifie la dépolarisation subie
par ces segments dans ’obscurité et
altére leur réponse a la lumiére [17].
Enfin, le role vasodilatateur du NO
produit aussi bien par I’endothélium
vasculaire en réponse a diverses stimu-
lations (acétylcholine, histamine...)
que par certaines terminaisons ner-
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Figure 1. Coupe schématique des différentes cellules formant la rétine de
mammifére avec la localisation des différentes isoformes de NOS. La NOS-/
a été mise en évidence par immunohistochimie dans certaines cellules ama-
crines, dans les cellules gliales de Miiller, dans des cellules horizontales et
dans les photorécepteurs de différentes espéces. La NOS-II est produite par
les cellules de I'épithélium pigmentaire, les cellules gliales de Miiller et dans
la paroi des vaisseaux ou elle a été recemment mise en évidence dans les
cellules endothéliales vasculaires et dans les péricytes in vitro aprés stimula-
tion par les cytokines et le LPS. Les cytokines et les facteurs de croissance
jouent un réle clé dans la régulation de sa synthése. NOS-Ill semble n’étre
présente que dans la paroi des vaisseaux.
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veuses est actuellement bien établi
dans I'artere ophthalmique et dans les
artérioles rétiniennes [18, 19]. Cette
production de NO, controlant le
tonus artériolaire, a pu étre directe-
ment mesurée a la surface de la rétine
en utilisant une micro-€électrode sen-
sible au NO insérée dans I'ceil de
mini-porc [20].

NOS inductible (NOS-II)

Dans la rétine, les cellules épithé-
liales pigmentées et les cellules
gliales de Muller de différentes
espéces (bovine, murine, humaine)
synthétisent in vitro la NOS-II, lors-
qu’elles sont stimulées par le lipopo-
lysaccharide (LPS) et I'interféron Yy
(IFNy) [21-24]. Chez le rat et le
beeuf, ’ARNm de NOS-II et I’activité
enzymatique sont induits de facon
synergique par la coopération du
LPS, de I'IFNy et du tumor necrosis fac-
tor a (TNFa), alors que, chez '’hom-
me, c’est la costimulation par IFNy et
I'interleukine 1B (IL-1$) qui est
indispensable (Tableau I).

Les cytokines et les facteurs de crois-
sance sont des éléments clés dans la
régulation de l'induction de NOS-I
[2]. Dans le but de comprendre leur
potentiel stimulateur ou inhibiteur, le
role de certains de ces facteurs, pré-
sents dans la rétine, sur la production
de NO dans les cellules épithéliales
pigmentées et les cellules gliales de
Muller a été recherché. Les résultats
résumés dans le Tableau I montrent
que les fibroblast growth factors (FGF) et
le transforming growth factor B (TGFPB)
ont des effets opposés sur la régula-
tion de la production de NO par ces
cellules. Concernant le mécanisme
moléculaire mis en jeu, les mesures
d’ARNm de NOS-II montrent que le
FGF inhibe l'induction de la NOS
dans les cellules épithéliales pigmen-
tées de beeuf au niveau transcription-
nel [25] alors que le TGFP3 augmente
I'accumulation du messager. Dans les
cellules épithéliales pigmentées du rat
et de I’'homme, 'effet inhibiteur du
TGFp semble dii en partie 3 une dimi-
nution de 'ARNm de NOS-II. Ces
résultats suggerent que la régulation
de la NOS dans chaque type de cel-
lules pourrait dépendre des signaux
de transduction activés par les cyto-
kines et de leur éventuelle régulation
croisée avec ceux des facteurs de
croissance.
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Figure 2. Mécanisme d’action potentiel du NO dans la rétine neurale. Le NO
produit par les cellules amacrines, a la suite de I’activation du NOS par les
neurotransmetteurs, pourrait diffuser et activer la guanylyl cyclase présente
dans les cellules neuronales voisines, cellules bipolaires et ganglionnaires.
Le GMPc ainsi produit pourrait moduler les mouvements ioniques dans ces
cellules via son interaction directe ou indirecte (protéine kinase dépendante

du GMPc) avec les canaux et ainsi moduler la transmission de I'influx.

Tableau |

EFFETS DIFFERENTIELS DES CYTOKINES ET DES FACTEURS
DE CROISSANCE SUR L'INDUCTION DE NOS-Il DANS LA RETINE

Type cellulaire Cellules de Miiller

Cellules épithéliales pigmentées

Espéces Rat Souris/Rat Boeuf Homme

Inducteurs LPS/IFNy ou LPS/IFNy/TNFa LPS/IFNy IL1B/IFNy
LPS/IFNy/TNFa

FGF1/FGF2 - Potentialisation Inhibition Potentialisation

TGFpB Inhibition Inhibition Potentialisation Inhibition

Les effets d’une forte production de
NO résultant de I’induction de
NOS-II dans la rétine sont peu docu-
mentés. Un effet bénéfique, via ces
propriétés antivirales, microbicides
et antitumorales, semble probable.
Cependant, il est possible qu'une
forte libération de NO puisse pertur-
ber les processus de neurotransmis-
sion évoqués précédemment. Des
expériences in vilro effectuées au
laboratoire montrent que I’ajout
d’un donneur de NO a des cellules
épithéliales pigmentées diminue la
capacité de ces cellules de phagocy-

ter les segments externes des photo-
récepteurs [26]; cette inhibition
n’est observée que si la production
de NO a lieu durant le processus de
phagocytose. Ce phénomene de
phagocytose étant indispensable au
bon fonctionnement de la rétine, on
peut penser que si cette inhibition
avait lieu in vivo de facon chronique,
elle pourrait entrainer ’accumula-
tion de débris de segments externes
entre les photorécepteurs et 1’épi-
théliales pigmentées, et conduire a
une dégénérescence de ces photoré-
cepteurs.
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Expression possible
de la NOS inductible
(NOS-II)

dans les différentes
affections de la rétine

NO et rétinites

Des études d’immunohistochimie
réalisées au laboratoire ont révélé
que la NOS de type II est produite
dans les rétines de patients atteints
de rétinite a cytomégalovirus (CMV)
au cours du SIDA, alors qu’elle ne
I’est pas dans les rétines de sujets
sains [27]. Les expériences de
double marquage en immunohisto-
chimie ont permis de localiser la
NOS-I dans les cellules gliales (cel-
lules de Muller et astrocytes) de la
rétine, préalablement infectées par le
CMV. L’IFNy, dont les concentra-
tions sont tres €élevées dans I'ceil des
patients séropositifs atteints de rétini-
te a CMV, pourrait étre un candidat
pour l'induction de la NOS-II dans
cette affection. Le role bénéfique
(antiviral) ou néfaste (dégradation
tissulaire) du NO au cours des réti-
nites a CMV reste a établir.

Plus récemment, I'induction de NOS-
IT dans la rétine et la production
consécutive de nitrite (métabolite
final stable du NO) dans le vitré ont
pu étre mises en évidence au cours
d’une maladie inflammatoire muri-
ne, 'uvéite induite par endotoxine,
qui représente un bon modele
d’inflammation oculaire (uvéite)
chez ’homme [28]. Par ailleurs,
I'injection intrapéritonéale d’inhibi-
teur de NOS a ces animaux prévient
la production de NO dans I'ceil et
diminue fortement la sévérité de la
maladie [28], démontrant I'implica-
tion du NO dans le développement
de cette maladie et laissant entrevoir
d’importantes possibilités théra-
peutiques. L’utilisation plus locale
(collyre, iontophorese) d’inhibiteurs
sélectifs de la NOS-II tels que 1'ami-
noguanidine est actuellement entre-
prise dans ce modele d’uvéite induite
par endotoxine chez le rat.

NO et dégénérescence rétinienne
photo-induite

Depuis longtemps, il a été proposé
que la production de radicaux libres
oxygénés (RLO) par la lumiére pou-
vait en partie rendre compte de la

dégénérescence des photorécepteurs
induite par une forte illumination
[29]. Au cours de I’'illumination,
I’épaisseur de la couche des noyaux
des photorécepteurs diminue de
facon progressive avec 1'éclairement
pour atteindre une épaisseur minima-
le apres cinq jours d’illumination.
Chez les animaux traités, tous les
deux jours, par un inhibiteur de la
NOS par voie intrapéritonéale, une
protection significative a été observée
tout au long de la rétine [30]. L’ana-
lyse de I’expression des ARNm de la
NOSHI par RT-PCR montre que cette
isoforme est induite au cours de
I’éclairement dans des extraits de réti-
ne neurale et du complexe épithé-
lium pigmentaire/choroide et que
I'intensité du message semble propor-
tionnelle aux dommages induits par
la lumiere. Le mode d’action de NO
dans ce processus de dégénérescence
reste a déterminer (augmentation
accrue du GMP cyclique, nitrosylation
de certaines protéines de la transduc-
tion visuelle, inhibition de la phago-
cytose des photorécepteurs par les
cellules épithéliales pigmentées).
Dans les phénomeénes d’ischémie
cérébrale I'implication du NO est
bien établie, méme si son role exact
(protecteur ou destructeur) com-
mence a peine a étre compris [31].
En revanche, la participation de NO
dans les ischémies rétiniennes est
encore peu étudiée [32, 33], mais on
peut penser que les résultats seront
tres proches de ceux obtenus dans le
cerveau.

Il convient également de noter
qu'une dysrégulation de la produc-
tion de NO par les NOS-I et III, dites
constitutives, pourrait entrainer un
dysfonctionnement, voire une dégé-
nérescence de la rétine, par exemple
par Iintermédiaire d’une mauvaise
régulation du débit sanguin dans la
rétine. Aucun résultat dans ce sens
n’a encore été rapporté dans la litté-
rature, méme si, dans le segment
antérieur de I’ceil, I’absence de NOS-
IIT dans les fibres musculaires du tra-
beculum pourrait rendre compte
d’une augmentation de la pression
intra-oculaire chez les patients
atteints de glaucome [34] et entrai-
ner ainsi a long terme une dégéné-
rescence de la rétine.

En résumé, la rétine est un modele
particulierement intéressant dans

lequel les trois isoformes de la NOS m—
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ont pu étre identifiées. Un point
important serait aujourd’hui d’essayer
d’attribuer un ou des roles précis a
chacune des trois isoformes et d’étu-
dier la possibilité de régler spécifique-
ment leur synthése ou leur activité
grace a des inhibiteurs spécifiques.
Dans ce contexte, une étude appro-
fondie de la physiologie et des affec-
tions de la rétine serait intéressante
dans les modeles d’invalidation des
geénes de chacune des trois isoformes
de la NOS. Par ailleurs, la compré-
hension de la chimie du NO et I'étu-
de in vivo du métabolisme du NO
dans I'ceil s’aveérent totalement indis-
pensables, puisque la toxicité de NO
semble dépendre non seulement de
l'origine de sa synthése (forme induc-
tible ou constitutive) mais également
de sa forme chimique (NO radical,
NO* ou NO"), qui est elle-méme fonc-
tion de I’environnement redox dans
lequel NO est synthétisé [35]. Dans
ce contexte, Nous avons pu montrer
que I'injection intra-oculaire aigué de
donneurs de NO n’induit pas de réac-
tion inflammatoire ou toxique au
niveau de la rétine, suggérant que le
NO a lui seul n’est pas capable
d’induire des lésions tissulaires dans
Peeil. Ainsi les effets toxiques du NO
observés dans les différentes maladies
(uvéite, photodégénérescence...)
pourraient étre dus a la formation de
peroxynitrite, via I'interaction du NO
avec les radicaux libres oxygénés [36,
371, qui peuvent étre produits dans
ces maladies oculaires ®

Summary

Nitric oxide in the retina: a double
face mediator

The free radical nitric oxide (NO)
is synthetized from L-arginine by
an enzyme termed NO synthase
(NOS). Three isoforms of NOS,
coded by three disctint genes, have
been identified, NOS-I and NOS-
III, termed constitutive isoforms
and NOS-I, generally termed as
inducible isoform. The three iso-
forms are expressed in the retina
and the specific role for each of
them begin to be understood. The
small quantities generate by iso-
forms I and III in a regulated man-
ner, is involved in neurotransmis-
sion between some amacrine cells
and bipolar or ganglion cells, and
in the regulation of retinal blood
flow. In contrast, NOS-II is expres-
sed in retinal pigmented epithelial
and Muiller glial cells, during some
pathological status or after in vitro
stimulation by cytokines. The large
amounts of NO, released by NOS-
IL, can act as a cytostatic and cyto-
toxic molecule against invading
agents but also against healthy
cells. In this context the enhanced
formation of NO could disrupt the
functional retinal integrity, could
lead to retinal inflammation and
then could participate to retinal
degeneration.
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