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PREAMBULE 
Le contexte local est très favorable à l’étude des pathologies du système nerveux central (SNC), grâce à 

l’interaction étroite entre les Hospices Civils de Lyon et les laboratoires de recherche en neurosciences, en 

particulier le Centre de Recherche en Neurosciences de Lyon (CRNL).   

Depuis de nombreuses années, notre équipe de recherche s’intéresse aux pathologies auto-immunes 

démyélinisantes du SNC, qui touchent des jeunes adultes et sont à l’origine de graves handicaps physiques 

associés à un impact très négatif sur la qualité de vie des patients. Parmi ce spectre de maladies, nous 

avons développé une expertise sur la Neuromyélite Optique (NMO) de Devic, une pathologie associée à la 

présence d’auto-anticorps pathogènes dirigés contre le canal hydrique astrocytaire aquaporine 4 (AQP4), 

aujourd’hui définie comme une astrocytopathie auto-immune.  

La mise en place d’une cohorte de patients NMO avec le projet NOMADMUS, coordonné au sein des 

Hospices Civils de Lyon par le Dr Romain Marignier, nous a permis de développer une approche de 

recherche translationnelle par l’accès à des prélèvements de patients (plasmaphérèses, liquide céphalo 

rachidien, sérum) parfaitement caractérisés. Cela a facilité le développement de modèle d’études in vivo 

et in vitro originaux, basés sur des prélèvements de patients, permettant l’étude des mécanismes 

physiopathologiques de la NMO.  

Mes travaux de thèse ont permis de développer un nouvel axe de recherche au sein de l’équipe par l’étude 

les connexines gliales, les interactions intercellulaires et leur implication dans la physiopathogenèse de la 

NMO. J’ai aussi développé de nouvelles méthodologies (culture myélinisante, techniques d’analyse 

fonctionnelle des connexines) pour l’étude du rôle des connexines dans la démyélinisation et la 

transmission synaptique.  

Après un rappel bibliographique sur l’astrocyte et l’oligodendrocyte, les relations neurone-glie, la 

présentation des connexines et de leurs fonctions dans le SNC, ainsi que la définition de la 

neuroinflammation et l’auto-immunité caractérisant la NMO, nous présenterons les questions clés qui 

nous ont conduit à réaliser ce travail, portant sur le rôle des connexines gliales dans les mécanismes 

physiopathologiques de la NMO.  

 

 



 

2 
 

 

 

 

INTRODUCTION ET RAPPELS 

BIBLIOGRAPHIQUES 
  



Rappels bibliographiques 

3 
 

I. Les astrocytes et les oligodendrocytes 
Les cellules gliales ont pour objectif de contrôler l’homéostasie du système nerveux central (SNC) et de 

fournir aux neurones les conditions optimales pour fonctionner. Ces cellules, dont le nombre dépasse 

largement celui des neurones au sein du SNC, ont longtemps été considérées comme une simple « glue » 

pour maintenir l’intégrité physique du tissu nerveux. De nombreuses études ont permis de montrer leur 

diversité, leur hétérogénéité et de révéler leurs nombreuses fonctions en contexte physiologique et les 

placent comme cibles thérapeutiques privilégiées en contexte pathologique (Figure 1). 

 Figure 1 : Les cellules gliales au sein du tissu 

nerveux du SNC. Le parenchyme cérébral est 

composé d’un réseau de neurones formant des 

synapses et de cellules gliales. Les astrocytes (en 

bleu) contactent à la fois les cellules endothéliales 

(en rouge) des micro-vaisseaux et les neurones (en 

violet) ainsi que les oligodendrocytes (en vert) qui 

forment la gaine de myéline autour des axones des 

neurones. Les cellules microgliales (en jaune), sont 

également en contact avec les neurones et les 

astrocytes. Toutes ces cellules participent au 

maintien de l’intégrité et au fonctionnement du 

SNC. Schéma adapté de Kiray et al. 2016. 

  

A. L’astrocyte : une cellule au centre des fonctions du système 
nerveux central 

i) Son origine et ses caractéristiques  

Astrocyte : L’astrocyte est une cellule gliale très abondante et présente dans tout le système nerveux 

central. La découverte des astrocytes a commencé par la définition des cellules gliales regroupées sous le 

terme neuroglie, inventé par Virchow (1826, 1827). Les premières cellules gliales, décrites en 1851, sont 

les cellules de Müller présentes dans la rétine. Puis les cellules astrogliales du parenchyme cérébral ont 
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été décrites mais ont porté des noms différents avant que le nom d’astrocyte ne soit proposé par Michael 

von Lenhossék en 1895. Ce terme a été popularisé par Santiago Ramon y Cajal qui a développé une 

technique de marquage spécifique de la protéine du cytosquelette « glial fibrillary acidic protein » (GFAP) 

au sein des astrocytes. Au fur et à mesure des années, les divers rôles des astrocytes ont été identifiés, 

grâce à des études physiologiques développées à partir des années 1950, puis avec la mise en place de 

cultures gliales dans les années 1980 par Jean de Villis (Verkhratsky and Nedergaard, 2018). 

Gliogenèse : Durant le développement, la neurogénèse a lieu avant la gliogénèse, et dans ces processus, 

les cellules souches neurales (CSN) donnent naissance aux cellules de la glie radiale qui non seulement 

permettent la migration des cellules mais peuvent se différencier et générer des neurones et des cellules 

gliales, à l’exception des cellules microgliales dont l’origine est mésenchymateuse. Si les mécanismes 

permettant le développement des neurones et des oligodendrocytes ont été largement étudiés, ceux des 

astrocytes ne sont pas encore complètement élucidés, du fait de difficultés technologiques pour étudier 

l’astrocytogénèse sans affecter la neurogénèse (Chaboub and Deneen, 2013).  

Deux grands mécanismes permettant la différenciation des CSN en astrocyte ont été identifiés pendant le 

développement et correspondent à : i) des modifications épigénétique permettant l’expression et de 

gènes astrocytaires ii)  l’activation de voies de signalisation de cytokines par le biais de l’activation du 

système JAK-STAT3 (pour gp130-Janus kinase – signal transducteur et activateur de la transcription 3) 

(Namihira and Nakashima, 2013; Yang et al., 2013) (Figure 2). Cela aboutit à la différenciation en astrocyte 

avec l’expression de gènes spécifiques de l’astrocytes comme celui de la GFAP. Fait intéressant, seule la 

moitié des astrocytes proviennent de cette phase embryonnaire de gliogénèse. L’autre moitié des 

astrocytes provient d’une vague postnatale de transformation cellules de la glie radiale et de la division 

symétrique d’astrocytes différenciés qui conservent des capacités prolifératives. Une autre source 

d’astrocyte, plus locale au sein du cerveau antérieur ventral, proviendrait de la différenciation de cellules 

NG2 pour « neuro/glial antigen 2 » (Verkhratsky and Nedergaard, 2018).  
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Figure 2 : Etapes de gliogénèse astrocytaire. Les neurones et cellules gliales dérivent des cellules 

neuroépithéliales de la zone sous ventriculaire qui donnent naissance aux cellules de la glie radiale. La 

différenciation astrocytaire se traduit par deux évènements majeurs : i) l’activation de gènes astrocytaires 

par des modifications épigénétiques puis ii) l’activation, par des cytokines, de la voie JAK/STAT3 qui permet 

la différenciation en astrocyte. Figure adaptée de Namihira and Nakashima, 2013. 

Marqueurs astrocytaires : Les astrocytes sont identifiés par de nombreux marqueurs, l’un des premier 

identifiés étant la GFAP, un filament intermédiaire du cytosquelette de l’astrocyte, exprimé durant 

différents stades de maturation de l’astrocyte (Raponi et al., 2007; Sofroniew and Vinters, 2010). 

L’augmentation de son expression est généralement associée à une forme réactive des astrocytes 

(Wilhelmsson, 2004; Sofroniew, 2009; Pekny and Pekna, 2014). De plus, il existe différentes formes de 

GFAP (isoformes et épissages alternatifs :  qui peuvent être exprimées dans différents 

astrocytes. L’expression de la GFAP n’est donc ni requise ni suffisante pour identifier les astrocytes 

différenciés et matures (Khakh and Sofroniew, 2015). C’est également le cas de la vimentine, un autre 

filament intermédiaire exprimé chez les astrocytes réactifs (Wilhelmsson, 2004; Pekny and Pekna, 2014). 

La protéine S100 (Raponi et al., 2007, p 100) est un autre marqueur astrocytaire mais son expression 

n’est pas limitée à l’astrocyte dans le SNC.  
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Les transporteur au glutamate (EAAT : transporteur aux acides aminés excitateurs) de type 1 et 2, aussi 

connus sous les noms de GLT1 (pour « glutamate transporter type 1 ») et GLAST (pour « glutamate 

aspartate transporter ») respectivement chez les rongeurs (Williams et al., 2005; Verkhratsky and 

Nedergaard, 2018), ainsi que la glutamine synthétase (Norenberg and Martinez-Hernandez, 1979; Rose et 

al., 2013) sont fortement exprimés par les astrocytes et sont impliqués dans la régulation du glutamate. 

L’aquaporine-4 (AQP4) est surement le marqueur astrocytaire le plus connu : ce canal hydrique est 

exprimé par un grand nombre d’astrocyte et son expression est enrichie au niveau des pieds astrocytaires 

(Nicchia et al., 2005; Nagelhus and Ottersen, 2013a). Enfin les connexines (Cx) 43 et 30 sont également 

fortement exprimées par l’astrocyte (Dermietzel et al., 1991; Abrams and Rash, 2009; Vicario et al., 2017). 

Plus récemment, un autre marqueur astrocytaire a été identifié, il s’agit de l’aldehyde dehydrogenase 

(Aldh1l1) qui est largement exprimée dans le SNC adulte (John Lin et al., 2017).  

Hétérogénéité astrocytaire : Chez les mammifères, il existe une grande hétérogénéité de phénotype 

astrocytaire et leur classification fait encore l’objet de débats (Kimelberg, 2004). Cependant deux types 

principaux d’astrocyte ont tout d’abord été distingués grâce à leurs caractéristiques morphologiques et à 

leur localisation. Le premier grand type est l’ astrocyte protoplasmique, présent dans la substance grise 

du SNC, et caractérisé par un corps cellulaire de petite taille et une morphologie très complexe avec de 

nombreux branchements et prolongements dont les plus périphériques contactent les synapses (Bushong 

et al., 2002; Halassa et al., 2007b), les vaisseaux et participent à la glie limitans au niveau de la surface de 

la pie mère. Les astrocytes protoplasmiques ne contactent pas uniquement les neurones mais se 

contactent les uns les autres et occupent des territoires qui ne se recouvrent pas (Bushong et al., 2002; 

Nedergaard et al., 2003).  

Le second grand type est l’astrocyte fibreux, qui est lui présent dans la substance blanche et caractérisé 

par des prolongements de très grande taille (jusque 100μm) orientés dans le même sens que les axones 

(Lundgaard et al., 2014). Les prolongements des astrocytes fibreux sont moins nombreux mais participent 

aussi à la glie limitans et contactent les vaisseaux. D’autres prolongements dit péri-nodaux contactent les 

axones des neurones myélinisés au niveau des nœuds de Ranvier.  

Nous savons maintenant qu’il existe une très grande hétérogénéité de phénotype astrocytaires ayant des 

spécificités différentes selon les régions du SNC, ce qui en fait une cellule extrêmement plastique et 

adaptative (Bachoo et al., 2004; Hewett, 2009). La complexité de morphologie est également variable 

selon les espèces, en effet, les astrocytes humains sont plus larges et plus complexes que ceux des 

rongeurs (Oberheim et al., 2009, 2012). 
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ii) Ses fonctions physiologiques 

Cette hétérogénéité de phénotypes astrocytaires est à associer aux multiples fonctions de l’astrocyte en 

condition physiologique, qui peuvent être modifiées en condition pathologique. Ces grandes fonctions 

physiologiques ont été largement étudiées et sont résumées dans les prochains paragraphes.  

Maintien de l’homéostasie du SNC 
Un rôle majeur de l’astrocyte est de maintenir l’homéostasie du SNC. La régulation homéostatique exercée 

par les astrocytes est à la fois moléculaire, cellulaire, métabolique, spécifique d’un organe ou systémique 

(Verkhratsky and Nedergaard, 2018). Elle dépend de la localisation tissulaire de l’astrocyte et de ses 

interactions avec les autres astrocytes ainsi qu’avec les neurones, les oligodendrocytes ou les cellules de 

barrière.  

Homéostasie hydrique: Un des principaux marqueurs de l’astrocyte est l’aquaporine-4 (AQP4), un canal 

hydrique très fortement concentré au niveau des pieds astrocytaires au niveau de la glie limitans et proche 

des vaisseaux sanguins. L’AQP4 est également exprimé par l’épendymocyte bordant les ventricules 

cérébraux en contact avec le liquide céphalo-rachidien (Figure 3A). Il existe deux isoformes principales de 

l’AQP4, une longue et l’autre plus courte, appelées respectivement M1 et M23 du fait des méthionines 

présentes à l’extrémité N-terminale (Figure 3B). Un monomère d’AQP4 a un poids moléculaire d’environ 

30 kilo dalton (kDa). Ces deux isoformes, M1 et M23, s’assemblent pour former des hétérotétramères. 

L’AQP4 est exprimée à la membrane dans des domaines appelés « orthogonal array of particles » (OAPs) 

(Verkman et al., 2011).  

Certaines études par microscopie électronique sur cellules cryofracturées (technique connue sous le nom 

de « freeze fracture electron microscopy ») ont montré que la transfection de plasmides codant l’isoforme 

M1 conduit à une expression dispersée de l’AQP4 alors que l’isoforme M23 permet l’assemblage sous 

forme d’OAPs de grande taille (Crane et al., 2008; Verkman et al., 2011) (Figure 3C). Cela a été confirmé 

dans des cultures astrocytaires où la présence de l’isoforme M1 ne forme pas ou réduit la taille des OAPs 

(Furman et al., 2003) (Figure 3D). D’autres méthodologies telles que le « single particle tracking » ont 

permis de suivre la diffusion de l’AQP4 et de démontrer que les tétramères d’AQP4 sont relativement 

mobiles alors que l’AQP4 sous forme d’OAPs reste relativement immobiles. Comme supposé par les 

précédentes observations, l’isoforme M1 a une diffusion rapide alors que l’isoforme M23 reste immobile 

(Crane et al., 2008).  
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Cependant la fonction de ces OAPs est encore discutée, les canaux d’AQP4 étant normalement 

constitutivement ouverts, la concentration d’un grand nombre de canaux ne semble pas nécessaire pour 

réaliser les fonctions de l’AQP4.  

Figure 3 : Localisation de l’AQP4 dans le SNC et sa structure membranaire A) L’AQP4 est exprimée par les 

astrocytes et les épendymocytes préférentiellement au niveau des interfaces du SNC. Au niveau de la 

surface sous piale, la glie limitans, formée de replis membranaire de l’astrocyte très denses, exprime 

fortement l’AQP4 (a). L’AQP4 est aussi exprimée par les astrocytes au niveau des pieds astrocytaires qui 

participent, avec les péricytes, à la formation de la barrière hématoencéphalique en entourant les cellules 

endothéliales (b). L’AQP4 est également exprimée au niveau des glie limitans interne, située juste en 

dessous de l’épendyme bordant les ventricules cérébraux, les épendymocytes exprimant aussi l’AQP4 à 

leur membrane basolatérale (c) (Figure adaptée de Verkmann et al. 2011) B) Séquence protéique de 

l’AQP4. Les deux sites d’inhibition de la traduction, les méthionines (Met) 1 et 23, sont situés à l’extrémité 

N-terminale. L’AQP4 possède huit domaines transmembranaires (M1-M8), trois boucles extracellulaires 

et un domaine PDZ à l’extrémité C-terminale (schéma issu de Papadopoulos and Verkmann, 2012). C) 

image de cellules par microscopie à cryofracture de la lignée COS-7 transfectées avec les isoformes M1 ou 

M23 et montrant la formation d’OAPs uniquement en présence de l’isoforme M23 D) Image de 

microscopie à fluorescence par réflexion totale interne de l’expression des isoformes M1 et M23 de l’AQP4 

dans une culture primaire d’astrocytes. (C-D : issues de Crane et al., 2008)   
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L’AQP4 a deux principales fonctions : l’élimination des molécules présentes dans le milieu interstitiel 

cérébral ainsi que le contrôle du volume extracellulaire (Nagelhus and Ottersen, 2013b).  En effet, 

pendant la formation d’œdèmes l’augmentation de l’expression d’AQP4 est corrélée avec l’augmentation 

du coefficient de diffusion apparent et le volume des ventricules cérébraux (Tourdias et al., 2009). Cette 

augmentation d’AQP4 perdure durant la résolution de l’œdème avec diminution du coefficient de diffusion 

apparent et formation d’une cicatrice gliale (Tourdias et al., 2011). De plus, chez des animaux n’exprimant 

pas l’AQP4 (AQP4-/-), l’élimination de molécules et protéines solubles est diminuée : par exemple, la 

clairance du mannitol est fortement diminuée chez les animaux AQP4-/- (Iliff et al., 2012). Par ailleurs, chez 

les souris AQP4-/-, le volume extracellulaire est augmenté et le cerveau contient plus d’eau que chez les 

animaux exprimant l’AQP4. Les auteurs suggèrent que l’AQP4, en générant un flux hydrique permet le 

transport des molécules et protéines solubles (ou solutés) depuis l’espace interstitiel vers les espaces 

périvasculaires afin d’être éliminés (Figure 4). De nouvelles fonctions de l’AQP4 ont récemment été 

révélées et dépassent largement les fonctions de canal hydrique (Boite 1). 

Figure 4 : Voie hypothétique de régulation du volume de liquide interstitiel et de la clairance des solutés 

par des flux hydriques sous-tendus par AQP4. Les auteurs ont proposé, avec une étude de la diffusion 

d’un traceur fluorescent, réalisée en microscopie à 2-photon, que l’AQP4 permet la mise en place d’un flux 

hydrique depuis l’espace périvasculaire artériel vers l’espace périvasculaire veineux. Cela permettrait 

d’éliminer les solutés interstitiels, transportés par le flux hydrique. En effet, les animaux AQP4-/- présentent 

une accumulation du traceur au sein du parenchyme dans le milieu interstitiel. (Figure adaptée de Iliff et 

al., 2012) 
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Homéostasie ionique et « potassium spatial buffering » : Les astrocytes expriment de nombreux canaux 

ioniques leur permettant de réguler les concentrations ioniques du tissu nerveux. Le contrôle des 

concentrations interstitielles de potassium est crucial pour maintenir l’excitabilité neuronale. Lors de 

l’activité neuronale, les concentrations extracellulaires de potassium [K+]e augmentent localement au 

niveau des nœuds de Ranvier et des synapses actives. Cette augmentation [K+]e peut être délétère pour le 

maintien de l’excitabilité neuronale et doit donc être régulée. La redistribution du potassium est effectuée 

par l’astrocyte par un mécanisme appelé « spatial buffering ». Dans un premier temps, les pompes Na+/ 

K+/ATPase sont activées par l’augmentation de [K+]e et de sodium intracellulaire [Na+]i et permettent de 

récupérer l’excès de K+ extracellulaire (Hertz and Chen, 2016). Les canaux Kir (pour « inward rectifier 

potassium channel » ) et les pompes NKCC (pour Na+-K+-2Cl- cotransporteur) sont également impliqués 

Boite 1 : L’AQP4, de nouvelles fonctions au-delà de l’homéostasie hydrique 

Un rôle inattendu de l’AQP4 a été suggéré dans la migration des astrocytes, avec l’expression 

polarisée de l’AQP4 à la membrane guidant la direction de migration et la délétion de l’AQP4 

conduisant à une diminution de la migration des astrocytes (Saadoun, 2005). Par ailleurs, une autre 

étude a montré qu’en diminuant l’expression d’AQP4, avec des petits ARN interférant, les 

astrocytes ont une morphologie très différente, associée à une dépolymérisation des filaments 

d’actine, suggérant un rôle de l’AQP4 dans l’organisation du cytosquelette (Nicchia et al., 2005). 

Récemment, un rôle de l’AQP4 dans l’excitabilité neuronale a été suggéré du fait de son rôle dans 

la régulation de l’homéostasie du potassium. L’analyse d’hippocampes de patients souffrant 

d’épilepsie du lobe temporal médian montrant une forte perte d’AQP4 associée à une perte de 

Kir4.1 (pour « inward rectifier potassium channel »), un canal potassique coexprimé avec l’AQP4 au 

pied astrocytaire (Eid et al., 2005; Heuser et al., 2012). Cette perte d’AQP4 et de Kir4.1 au niveau 

du pied astrocytaire pourrait être responsable d’une rupture de l’homéostasie potassique 

participant ainsi à une modification de l’excitabilité neuronale. Cependant, d’autres études sont 

nécessaires pour savoir si cette observation chez le patient découle de sa pathologie ou si elle en 

est à l’origine. Enfin l’implication de l’AQP4 dans la plasticité synaptique a été démontrée. En effet 

l’expression d’AQP4 est très importante au niveau des prolongements astrocytaires à proximité 

des synapses. De plus, chez les animaux AQP4 -/- les mécanismes de potentialisation et de 

dépression à long terme sont impactés et sont associés à des troubles mnésiques (Skucas et al., 

2011; Li et al., 2012; Fan et al., 2013).  
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dans l’absorption du K+ dans l’astrocyte (Bellot-Saez et al., 2017). Le K+ est ensuite redistribué dans le 

réseau astrocytaire, couplé par des jonctions communicantes (décrites plus tard), et libéré dans le 

compartiment extracellulaire à proximité des vaisseaux sanguins (Seifert et al., 2018). Les canaux Kir4.1 

sont par ailleurs responsables de la forte conductance au K+ des astrocytes leur conférant leur très faible 

résistance membranaire (<5M

l’AQP4 fortement exprimée au niveau des pieds astrocytaires et permet de réguler les volumes 

extracellulaires. D’autres canaux potassiques sont également impliqués dans la conductance passive au K+ 

et sont les canaux à deux domaines de pores (K2P) qui sont ouverts lorsque la membrane est à son 

potentiel de repos, tout comme les canaux Kir. Il existe également d’autres types de canaux sélectifs au K+ 

exprimés par l’astrocyte, sensibles au calcium et voltage-dépendants, qui participent dans une moindre 

mesure à la conductance au K+ des astrocytes.  

Les astrocytes participent également à la régulation des concentrations d’autres ions. C’est le cas du Chlore 

qui est libéré par les astrocytes en cas de forte activité de neurones inhibiteurs, où la stimulation des 

récepteurs GABA provoque l’entrée d’ions Cl-, pour maintenir une concentration extracellulaire 

physiologique de Cl-. C’est également le cas du calcium dont la concentration extracellulaire [Ca2+]e 

diminue au niveau de la synapse du fait de l’entrée de Ca2+ dans le neurone post-synaptique.  La détection 

d’une baisse de [Ca2+]e peut provoquer une libération d’adénosine triphosphate (ATP) par l’astrocyte mais 

également la libération de Ca2+ depuis le réticulum endoplasmique qui pourra être libéré dans le milieu 

extracellulaire via des pompes au Ca2+ ou des échangeurs Na+/ Ca2+ (Verkhratsky and Nedergaard, 2018). 

Le Ca2+ est crucial dans les communications intercellulaires par le biais de la propagation de vagues 

calciques entre les astrocytes (Boîte 2).  

Par ailleurs, les astrocytes peuvent réguler le pH du milieu interstitiel en faisant entrer ou sortir des 

protons par le biais d’échangeurs Na+/H+, de transporteurs au bicarbonate, de transporteurs à l’acide 

monocarboxylique et d’ATPase proton de type vacuolaire (Obara et al., 2008). 
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Boite 2 : La communication astrocytaire via les vagues calciques.  

Les canaux ioniques, exprimés par l’astrocyte, sont responsables de courants entrants évoqués, 

modifiant le potentiel de membrane mais qui, contrairement aux neurones, n’aboutissent pas à la 

formation de potentiels d’action. Cependant les astrocytes présentent une certaine forme 

d’excitabilité identifiée par la présence de d’une signalisation calcique entre astrocytes qui leur 

permet de communiquer entre eux et avec les neurones (Sofroniew and Vinters, 2010). Cette 

signalisation calcique correspond soit à une augmentation transitoire, soit à des oscillations, de 

concentration intracytoplasmique de calcium [Ca2+]i qui peuvent être déclenchées par certains 

neurotransmetteurs comme le glutamate, ou par des purines comme l’ATP. Une vague calcique 

est une augmentation locale de la [Ca2+]i suivie d’une succession d’évènements similaires se 

propageant comme une vague entre les cellules voisines. L’augmentation de [Ca2+]i est initiée par 

une activation de récepteurs aux protéines G : ils activent la phospholipase C permettant ainsi la 

production d’inositol trophosphate (IP3) qui va permettre la libération de Ca2+ depuis le réticulum 

endoplasmique  (Ben Achour and Pascual, 2012). Puis cette augmentation de [Ca2+]i est propagée 

par deux voies différentes : la première implique la communication via les jonctions 

communicantes (décrites ultérieurement) et le passage direct du Ca2+ et de l’IP3 d’un astrocyte à 

l’autre en mobilisant les messagers secondaires déjà présents ; la seconde implique la génération 

« de novo » de messagers secondaires entre les cellules voisines par activation de récepteurs 

membranaires via la diffusion d’agonistes dans le milieu extracellulaire. Ces deux voies coopèrent 

pour la propagation des vagues calciques d’un astrocyte à l’autre et permettent une 

communication à distance entre astrocytes et leur coordination (Scemes and Giaume, 2006) 

(Figure 5). Ce mécanisme est simplifié car la présence d’oscillations calciques peut aussi être 

observée à l’échelle subcellulaire, au sein des prolongements astrocytaires, et faire intervenir 

d’autres mécanismes ne dépendant pas de l’IP3 (Bazargani and Attwell, 2016). Ainsi la complexité 

des mécanismes à l’origine des vagues calciques n’est pas encore entièrement élucidée. 
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Figure 5 : Schéma simplifié de la communication astrocytaire via les vagues calciques. L’activité 

synaptique et la présence de neurotransmetteurs ou purines, comme le glutamate ou l’ATP, provoque une 

activation de récepteurs couplés aux protéines G activant la phospholipase C à l’origine de la production 

d’IP3 qui provoque une augmentation du Ca2+ libéré depuis le réticulum endoplasmique. Le Ca2+ peut 

également directement être augmenté par l’entrée de Ca2+ via des récepteurs ionotropiques ou des 

échangeurs. Cette augmentation de Ca2+ peut être directement propagée aux astrocytes voisins à travers 

les jonctions communicantes ou via libération de gliotransmetteurs comme l’ATP activant les récepteurs 

métabotropiques de la cellules voisine provoquant, par le même mécanisme dépendant de l’IP3, une 

augmentation de Ca2+ intracellulaire. Cette augmentation de Ca2+ serait responsable de la libération de 

gliotransmetteurs via les hémicanaux ou par voie vésiculaire.  

Homéostasie des espèces réactives de l’oxygène : Enfin les astrocytes sont responsables de l’homéostasie 

des espèces réactives de l’oxygène (ROS pour « reactive oxygen species ») : produites par le métabolisme 

des neurones, elles peuvent générer des dommages aux cellules. Le système antioxydant du SNC repose 

principalement sur le glutathion et l’acide ascorbique. Les astrocytes contiennent plus de glutathion que 

les neurones (Dringen, 2000) et la synthèse du glutathion par les neurones dépend de l’astrocyte qui lui 

fournit la cystéine. Le glutathion intervient dans la détoxication et l’élimination des ROS et agit comme un 

donneur d’électron pour la péroxydase du glutathion qui réduit les ROS comme le peroxyde d’hydrogène 

donnant de l’eau. Un seul astrocyte est ainsi capable de protéger jusqu’à 20 neurones. L’astrocyte est aussi 

une source majeure d’acide ascorbique (Covarrubias-Pinto et al., 2015), forme réduite de la vitamine C, 

qui est le substrat de l’ascorbate peroxydase, lui permettant de neutraliser le peroxyde d’hydrogène.  
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Connexines et syncytium neuroglial : Les mouvements d’ions et de petites molécules entre les astrocytes 

et les autres cellules du SNC sont assurées par la présence de connexines. Elles permettent l’échange 

rapide de molécules et les communications intercellulaires : elles participent ainsi à toutes les régulations 

homéostasiques précédemment citées. Le rôle des connexines dans la régulation de l’homéostasie sera 

décrit en détail dans la section « connexines : support du réseau neuroglial ».  

Maintien de l’intégrité des interfaces 

L’astrocyte à l’interface sang-cerveau 

La barrière hémato-encéphalique (BHE) permet la protection du parenchyme cérébral contre l’entrée de 

composants potentiellement toxiques ou dangereux (médicaments, pathogènes, cellules immunes…). 

Cette barrière est composée i) des cellules endothéliales du capillaire sanguin qui forment des jonctions 

serrées (Ballabh et al., 2004) et qui sont entourées par une lame basale, ii) de péricytes périvasculaires et 

iii) des pieds astrocytaires. Le rôle de l’astrocyte à la barrière hémato-encéphalique reste débattu mais de 

nombreuses études ont montré que l’astrocyte participe à l’établissement de cette barrière et à sa 

régulation (Abbott et al., 2006) (Figure 6). Il a notamment été montré que la libération de certains facteurs 

tels que le facteur de croissance transformant beta (TGF- ), le facteur de croissance fibroblastique (FGF-

2), le facteur de croissance neurotrophique dérivant des cellules gliales (GDNF), peuvent induire des 

propriétés de barrière in vitro (Lee et al., 2003). A l’inverse d’autres agents pouvant être libérés par 

l’astrocyte sont susceptibles de modifier les propriétés de barrière, c’est notamment le cas des purines 

(comme l’ATP) (Braet et al., 2004; Simard and Nedergaard, 2004; Leybaert, 2005), des interleukines (IL) 

comme IL-1 - -6 (Gaillard et al., 2003; Didier et al., 2004) et de cytokines/chimiokines comme le 

facteur de nécrose tumorale alpha (TNF- (Deli et al., 1995).  
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Figure 6 : Rôle de l’astrocyte à la barrière hématoencéphalique : Les pieds astrocytaires entourant les 

vaisseaux participent à la régulation des propriétés de barrière par la production de facteurs de 

croissances, de purines ou de cytokines participent soit à l’induction de la barrière soit à sa modulation en 

contexte physiologique ou pathologique (Schéma adapté de Abbott et al. 2006). 

B. L’oligodendrocyte : cellule myélinisante du SNC 

La myélinisation est un processus permettant de former une gaine de myéline autour des axones des 

neurones, interrompue au niveau des nœuds de Ranvier. Elle est réalisée par la cellule de Schwann dans 

le système nerveux périphérique (SNP) et par l’oligodendrocyte dans le SNC (Bercury and Macklin, 2015). 

La myéline permet d’isoler l’axone et ainsi d’augmenter la vitesse de propagation des signaux électriques 

(potentiels d’action) d’un neurone à l’autre, dans le SNC, ou d’une cellule nerveuse à un organe effecteur 

comme un muscle, dans le SNP. Une cellule de Schwann ne myélinise qu’un seul axone alors qu’un 

oligodendrocyte myélinise de nombreux axones à la fois. Nous concentrerons ce chapitre sur 

l’oligodendrocyte, cellule impactée dans les pathologies démyélinisantes du SNC.  

i) Description, origine et différenciation 

L’oligodendrocyte dérive, comme l’astrocyte, des cellules souches neurales qui donnent naissance aux 

cellules précurseur d’oligodendrocyte (OPC) en fin de gestation (Bercury and Macklin, 2015). Durant le 

développement les oligodendrocytes migrent le long de la vascularisation cérébrale par le biais du signal 

Wnt (« wingless integrated ») et du récepteur à la chémokine CxCR4 permettant l’interaction entre l’OPC 

et la cellule endothéliale (Hughes and Appel, 2016). L’OPC est identifié par l’expression de NG2 et du 
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« platelet-derived growth factor receptor apha » (PDGFR ). Récemment, il a été montré que NG2 régule 

la polarité et la migration de ces précurseurs oligodendrocytaires (Hughes and Appel, 2016). Ces cellules, 

qui ont conservé leurs capacités de prolifération, se divisent puis se différencient, passant par un stade 

pré-oligodendrocyte puis pré-myélinisant, pour devenir des oligodendrocytes matures et enfin des 

oligodendrocytes myélinisants.  

Au cours de sa différenciation, l’oligodendrocyte exprime différents marqueurs : par exemple les 

oligodendrocyte immatures pré-myélinisants expriment la 2',3'-Cyclic-nucleotide 3'-phosphodiesterase 

(CNPase) et les oligodendrocytes myélinisant expriment la protéine de myéline basique (MBP) (Barateiro 

and Fernandes, 2014; Traiffort et al., 2016) (Figure 7). Tout comme pour l’astrocyte, la maturation des 

oligodendrocytes et la myélinisation a lieu en fin de grossesse et s’étend pendant l’enfance. Chez l’homme, 

la myélinisation se met en place entre 28 et 40 semaines de grossesse (Back et al., 2001) avec l’apparition 

d’oligodendrocytes MBP+. Chez le rongeur, les premiers oligodendrocytes MBP+ dans le cerveau 

apparaissent à 7 jours après la naissance et leur nombre augmente jusqu’à 14 jours, avec un taux de 

myélinisation équivalent à celui d’un enfant arrivé à terme (Bjelke and Seiger, 1989). Ainsi, la myélinisation 

est un processus qui a lieu tout au long de la vie et elle peut être induite en contexte physiologique et 

pathologique. En effet dans le SNC, la présence d’OPCs conservant leurs capacités de prolifération et de 

migration, forment de nouveaux oligodendrocytes en condition physiologique ou pathologique après une 

atteinte démyélinisante. 
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Figure 7 : Différents stades de différenciation des oligodendrocytes et leurs marqueurs spécifiques. Les 

oligodendrocytes proviennent des cellules souches neurales qui donnent naissance aux précurseurs 

d’oligodendrocytes (OPC) puis au cours de la maturation l’OPC se transforme en préoligodendrocyte puis 

en oligodendrocyte immature et enfin en oligodendrocyte mature myélinisant. Au cours de la maturation 

les oligodendrocytes n’expriment pas les mêmes marqueurs et acquièrent une plus grande complexité 

morphologique. CNPase : 2’,3’-cyclic nucleotide 3’-phosphodiesterase ; DM20 : isoforme plus courte de 

PLP ; FABP : fatty-acid-binding protein ; GalC : galactocerebroside C ; GPR17 : Uracil nucleotide/cysteinyl 

leukotriene receptor ; MAG : myelin associated glycoprotein; MBP : myelin basic protein; MOG: myelin 

oligodendrocyte glycoprotein ; MRF : myelin gene regulatory factor; NG2 : Neural/glial antigen 2 ; Olig: 

facteur de transcription oligodendrocytaire ; PDGF-R : platelet-derived growth factor receptor;  PLP: 

proteolipid protein; PSA-NCAM: polysialic acid-neural cell adhesion molecule; Sox : SRY-related HMG-box ; 

zfp: zinc finger proteins. Schéma adapté de Barateiro and Fernandes, 2014. 
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ii) Signaux régulant la myélinisation 

Les oligodendrocytes sont capables de se différencier en absence d’axone et myéliniser des fibres 

synthétiques (Lee et al., 2012a; Klingseisen and Lyons, 2018). Cependant, en présence de neurones, les 

oligodendrocytes ne myélinisent que les axones et non les dendrites, et ce même en culture cellulaire, ce 

qui suppose que les oligodendrocytes reçoivent des signaux afin d’initier la myélinisation (Lubetzki et al., 

1993). Aussi, tous les axones ne sont pas myélinisés ce qui démontre que, malgré une certaine forme de 

programmation de l’oligodendrocyte à la myélinisation, celle-ci est régulée par des signaux externes. Ces 

signaux peuvent provenir de l’axone directement mais pas uniquement. Au sein du SNP, l’expression de 

neuréguline-1 est suffisante pour donner le signal à la cellule de Schwann de myéliniser un axone, 

cependant dans le SNC les signaux sont multiples (Almeida, 2018). Dans le SNC, les axones et les 

oligodendrocytes expriment des molécules d’adhésion et des récepteurs acteurs de l’interaction cellulaire 

et régulant la formation d’une gaine de myéline. Certaines interactions seront attractives et d’autres 

répulsives, conditionnant le choix des axones à myéliniser. 

Des études récentes ont montré l’implication de l’activité neuronale dans la prolifération des OPC, leur 

différenciation en oligodendrocyte et leur survie, et enfin le déclenchement de la myélinisation (de Faria 

et al., 2019). En effet, le nombre d’OPC en division est drastiquement réduit quand l’activité électrique 

axonale est bloquée (Barres and Raff, 1999) et la survie de ces cellules est également affectée (Gary et al., 

2012). L’utilisation d’approches telles que l’optogénétique a également permis de montrer qu’une 

stimulation de l’activité neuronale augmente le nombre d’OPCs en division et ne modifie pas la 

prolifération d’autres cellules gliales (Gibson et al., 2014). Une augmentation du nombre 

d’oligodendrocytes différenciés a également été observée.  

Par ailleurs, les oligodendrocytes forment des connections de type synaptiques avec les neurones et 

expriment des récepteurs aux neurotransmetteur, tels qu’au GABA et au glutamate, qui peuvent 

influencer la prolifération et la survie des OPCs (de Faria et al., 2019). L’activité axonale induit également 

la libération de facteurs de croissance qui stimulent la survie des oligodendrocytes. Enfin, l’augmentation 

de l’activité neuronale provoque la libération d’ATP qui, convertie en adénosine, inhibe la prolifération des 

OPCs et stimule leur différenciation (Stevens et al., 2002; Simons and Trajkovic, 2006). Toutes ces 

observations indiquent que de nombreux signaux axonaux peuvent réguler la myélinisation, conférant une 

forme de plasticité à la myéline au sein du SNC adulte (Figure 8). Cette plasticité de la myéline est d’ailleurs 

impliquée dans les fonctions cognitives (McKenzie et al., 2014). Enfin, en condition pathologique, la 
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démyélinisation est suivie d’une remyélinisation qui peut être influencée par l’activité neuronale (Gautier 

et al., 2015). 

 

Figure 8 : Signaux de différenciation des oligodendrocytes et de myélinisation dans le SNC. A) Les 

neurones et/ou les astrocytes libèrent des facteurs de croissance comme le PDGF, le FGF-2, l’IGF-1, le NT-

3 ou le CNTF qui régulent la prolifération, la différenciation et la survie des oligodendrocytes. Les 

interactions entre récepteurs membranaires et ligand exprimés par l’axone ou l’oligodendrocyte régulent 

également la maturation oligodendrocytaire (Notch-1/Jagged1 : inhibiteur et récepteur 

ErbB/neuréguline : activateur). L’activité neuronale induit la diminution de l’expression de la protéine 

d’adhésion N-CAM et la production d’adénosine par le neurone et de LIF par l’astrocyte favorisant la 

myélinisation B) Des signaux d’attraction ou de répulsion à la membrane des axones déterminent quels 

axones doivent être myélinisés probablement via une cinétique de signalisation dépendant de l’éphrine. 

C) La différenciation de la lignée oligodendrocytaire dépend de l’activité neuronale via la libération de 

neurotransmetteurs et de facteurs de croissance qui participent à la myélinisation au cours du 

développement et dans le SNC mature. Schémas adaptés de Simons and Trajkovic,2006 ; Almeida, 2018 ; 

de Faria et al. 2019  
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iii) L’oligodendrocyte : un support trophique de l’axone 

En plus de leur rôle de myélinisation, les oligodendrocytes sont essentiels pour le fonctionnement et la 

survie de l’axone et ce indépendamment de la présence d’une gaine de myéline (Nave, 2010). En effet, les 

oligodendrocytes sécrètent des facteurs tels que « insulin-like growth factor » (IGF-1), « brain derived 

neurotrophic factor » (BDNF) ou la neurotrophine 3 (NT-3) qui augmentent la survie et l’activité neuronale 

(Wilkins et al., 2001; Dai et al., 2003). Les neurones, et plus particulièrement leur axone, consomment de 

grandes quantités d’ATP du fait de la forte activité de pompes telles que la Na+/K+/ATPase : ils doivent 

donc être réapprovisionnés en métabolites tels que le pyruvate ou le lactate pour le fonctionnement 

mitochondrial au sein de l’axone (Nave, 2010). Les oligodendrocytes, ainsi que les astrocytes, sont une 

source de métabolites énergétiques pour les neurones. Les oligodendrocytes forment un compartiment 

cytosolique le long de l’axone, l’espace périaxonal, essentiel pour l’échange de métabolites (Simons and 

Nave, 2016). Les oligodendrocytes expriment des transporteurs au glucose de type 1 (GLUT1) et des 

transporteurs aux monocarboxylates de type 1 et 2 (MCT1 et MCT2), permettant le transport du glucose, 

sa transformation en lactate dans l’oligodendrocyte, et sa redistribution à l’axone (Figure 9). Les 

oligodendrocytes peuvent également obtenir ces métabolites énergétiques via les astrocytes grâce à leur 

couplage par des jonctions communicantes (Figure 9).  

Schéma issu de Simons and Nave, 2016 

Figure 9 : Les astrocytes et les 

oligodendrocytes apportent un soutien 

trophique à l’axone. Les métabolites 

énergétiques tels que le glucose sont 

prélevés dans le sang par les astrocytes et 

les oligodendrocytes par les 

transporteurs au glucose GLUT1. Puis ce 

glucose est transformé en lactate et est 

transporté à travers la gaine de myéline 

puis dans l’axone via des transporteurs 

aux monocarboxylates MCT1 et MCT2. 

Les échanges de métabolites entre 

astrocytes et oligodendrocytes sont 

assurés par les jonctions communicantes.   
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C. Les relations neurone-glie et glio-gliales 

i) Le neurone : unité fonctionnelle du SNC 

Nous allons faire un court rappel sur le fonctionnement basique des neurones dont les fonctions sont très 

finement régulées, notamment par les cellules gliales. 

Les neurones sont les cellules excitables du SNC, recevant et transmettant informations qui sous-tendent 

toutes les grandes fonctions cérébrales (mémoire, prise de décision, émotions, apprentissages etc.). Ils 

sont en effet capables de déclencher et propager des potentiels d’action (PA). La propagation du PA se fait 

soit de proche en proche, dans les axones des neurones non myélinisés, soit de manière saltatoire, dans 

les axones myélinisés. Ce signal électrique doit ensuite être transformé en signal chimique afin d’être 

transmis à un autre neurone. Cette conversion est opérée au travers de synapses composées d’un élément 

pré-synaptique, la terminaison axonale et de l’élément post-synaptique, qui est généralement une épine 

dendritique, mais peut aussi être la dendrite ou le corps cellulaire du neurone post-synaptique. L’arrivée 

du PA à la terminaison axonale déclenche une série de mécanismes aboutissant à la libération de 

neurotransmetteurs par le neurone pré-synaptique dans la fente synaptique. La synapse la mieux décrite 

est la synapse excitatrice glutamatergique.  

Le glutamate, principal neurotransmetteur excitateur du SNC, se fixe à des récepteurs ionotropiques -

amino-3-hydroxy-5-méthylisoazol-4-propionate (AMPA) et N-methyl-D-aspartate (NMDA) ou à des 

récepteurs métabotropiques (mGluR), couplés à des protéines G, situés à la membrane du neurone post-

synaptique. Les récepteurs AMPA et NMDA sont responsables d’une entrée d’ions qui provoque une 

dépolarisation de la membrane du neurone post-synaptique : le potentiel post-synaptique excitateur 

(PPSE). La sommation spatiale et temporelle de nombreuses activités synaptiques va permettre au 

neurone post-synaptique, à son tour, d’initier un PA au niveau du segment initial, si l’amplitude de la 

dépolarisation est supraliminaire.  

Cependant, les récepteurs AMPA et NMDA ont des modes de fonctionnement et des rôles différents. Tout 

d’abord, les récepteurs AMPA sont activés par le glutamate seul laissant entrer des ions Na+, et permettent 

ainsi une forte dépolarisation de courte durée de la membrane post-synaptique. Les récepteurs NMDA, 

quant à eux, possèdent deux sites d’activation, l’un pour le glutamate (agoniste), et l’autre pour la glycine 

ou la D-Sérine (co-agonistes) et ils ne sont activés que lorsque ces deux sites sont occupés (Furukawa et 

al., 2005). De plus, un ion Mg2+ bloque le canal : il ne peut être délogé qu’en présence d’une dépolarisation 
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de la membrane du neurone post-synaptique. Ainsi les récepteurs NMDA sont des détecteurs de 

coïncidences, et une fois ouverts, laissent entrer des ions Ca2+ provoquant une dépolarisation plus lente 

et plus longue que celle des récepteurs AMPA. Cette entrée de Ca2+ va également participer à la plasticité 

synaptique par un mécanisme de potentialisation à long terme (LTP), en induisant la synthèse et le trafic 

de récepteurs AMPA au niveau de la synapse. L’augmentation de densité en récepteur AMPA post-

synaptique potentialise l’effet du glutamate à la synapse en augmente l’amplitude du PPSE (Schwartz, 

2001; Siddoway et al., 2011).  

Le glutamate peut aussi avoir un effet excitotoxique s’il active des récepteurs en dehors de la fente 

synaptique ou s’il y reste trop longtemps. C’est pourquoi il est recapturé et éliminé par le neurone pré-

synaptique et surtout par l’astrocyte présent à la synapse.  

Ainsi la régulation de la transmission synaptique est cruciale pour le bon fonctionnement neuronal et 

des réseaux neuronaux qui sous-tendent les grandes fonctions cérébrales et sera discutée dans le 

chapitre « l’astrocyte et la synapse tripartite »  

ii) L’astrocyte une source de métabolites énergétiques pour le neurone  

L’astrocyte fait partie de l’unité neuro-glio-vasculaire (NGV), qui lui permet de contacter à la fois les 

vaisseaux sanguins et les neurones, au niveau du corps cellulaire, des dendrites ou de leur axone comme 

au niveau des nœuds de Ranvier des neurones myélinisés. Les astrocytes peuvent ainsi prélever le glucose 

depuis les vaisseaux sanguins, le transformer en lactate, via le cycle de Krebs, et le redistribuer aux 

neurones. De plus, les astrocytes sont les seules cellules capables de stocker et transformer du glycogène 

dans le SNC. L’accumulation de glycogène a lieu principalement dans les zones à forte densité synaptique. 

Ce glycogène peut être transformé en lactate : il est alors utilisé pour palier une hypoglycémie ou bien en 

cas de forte activité neuronale. Enfin, l’astrocyte possède des transporteurs au glucose : le principal, 

GLUT1/SLC2A1, est exprimé au niveau des pieds astrocytaires, permettant une entrée de glucose 

(Morgello et al., 1995). Le lactate, peut également être prélevé ou libéré par les astrocytes via des 

transporteurs des monocarboxylates. L’expression de ces deux types de transporteurs peut être modifiée 

en condition pathologique et notamment dans les lésions de patients atteints de sclérose en plaques (SEP) 

(Nijland et al., 2014). Les astrocytes peuvent aussi réguler le débit sanguin en induisant une 

vasoconstriction ou une vasodilatation en réponse à une modification d’activité synaptique (Koehler et al., 

2009). Cette modulation de flux sanguin est régulée par la libération, au niveau des pieds astrocytaires 
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entourant les vaisseaux, de prostaglandines, d’oxyde nitrique, d’acide arachidonique (Iadecola and 

Nedergaard, 2007), d’ATP (Kim et al., 2015) ou de potassium (Filosa et al., 2006) (Figure 10).  

Ainsi, les astrocytes sont capables de détecter une augmentation d’activité neuronale et de fournir 

immédiatement l’apport énergétique essentiel au fonctionnement des neurones de manière spécifique 

et locale.  

iii) L’astrocyte : un membre de la synapse tripartite. 

Les astrocytes régulent également la présence de neurotransmetteurs dans les synapses. En effet le pied 

astrocytaire, au niveau de la synapse tripartite, exprime fortement les transporteurs au glutamate (GLAST 

et GLT1) (Sattler and Rothstein, 2006), au GABA (Xin and Bonci, 2018) et à la glycine (López-Corcuera et 

al., 2017), permettant de réguler la présence de neurotransmetteurs à la synapse. Du fait de son effet 

excitotoxique, il est essentiel de contrôler la concentration de glutamate. Celui-ci est recapturé par 

l’astrocyte et transformé en glutamine via l’action de la glutamine synthétase (Norenberg and Martinez-

Hernandez, 1979).  

L’astrocyte peut également libérer des molécules actives à la synapse, appelées gliotransmetteurs, tels 

que le glutamate, les purines (ATP et adénosine), le GABA et la D-Sérine. La gliotransmission correspond 

à la libération de gliotransmetteurs faisant suite à la détection d’une modification d’activité synaptique : 

par la baisse de concentration extracellulaire de Ca2+ ou via l’activation de récepteurs métabotropiques à 

la membrane de l’astrocyte (Ben Achour et al., 2010; Ben Achour and Pascual, 2012) provoquant une 

augmentation de la concentration intracellulaire de Ca2+ dans l’astrocyte (Nedergaard et al., 2003; Halassa 

et al., 2007a; Perea et al., 2009).  

L’astrocyte joue un rôle prédominant dans la transmission synaptique : on considère qu’il peut interagir 

avec 1x105 à 2x106 synapses à la fois (Oberheim et al., 2009). Les cellules gliales et neurones entretiennent 

des « conversations croisées » qui permettent des interactions bidirectionnelles. Les astrocytes sont 

capables de détecter la libération de neurotransmetteurs dans tous les types de synapses, excitatrices ou 

inhibitrices. Par exemple, l’activité synaptique glutamatergique provoque la libération de glutamate, de D-

Sérine, d’ATP ou d’adénosine par l’astrocyte. Ces molécules activent des récepteurs pré- ou post-

synaptiques, contrôlant ainsi le seuil de transmission synaptique mais participant aussi à la plasticité 

synaptique (Figure 10). Ainsi, un gliotransmetteur peut avoir plusieurs mécanismes d’action en fonction 

du type de synapse et du (des) récepteur(s) qu’il active (Araque et al., 2014). Par ailleurs, les astrocytes 
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peuvent libérer des facteurs de croissance et des cytokines (telles que le TNF- ) capable de modifier à long 

terme l’activité synaptique par des mécanismes de potentialisation ou de dépression à long terme 

(Stellwagen and Malenka, 2006).  

Enfin, les astrocytes peuvent réguler la formation et l’élimination de synapses. En effet les astrocytes 

sécrètent des facteurs qui induisent la formation de synapse fonctionnelles entre neurones et augmentent 

la taille des neurites (Buosi et al., 2018). Ce processus a été mis en évidence pendant le développement 

mais pourrait également être impliqué chez l’adulte, lors d’apprentissages, de changements 

environnementaux ou dans des contextes pathologiques (Xin and Bonci, 2018). Ce processus est 

également soutenu par les cellules microgliales qui ont une forte activité phagocytaire (Boite n°3).  

Boite n° 3 : Les cellules microgliales, des architectes des circuits neuronaux 

Les cellules microgliales jouent un rôle très important pour la mise en place et la régulation des 

connections synaptiques, notamment durant le développement et dans les premières semaines 

post-natales. Le « synaptic pruning » est un processus développemental au cours duquel un certain 

nombre de synapses sont éliminées alors que les synapses conservées sont renforcées (Schafer and 

Stevens, 2013). La microglie est particulièrement impliquée dans ce processus grâce à son activité 

phagocytaire. En effet elles forment de nombreux prolongements contactant les synapses et 

« engloutissent » les éléments synaptiques devant être éliminés (Paolicelli et al., 2011). Les 

éléments du complément C1q et C3 seraient également impliqués en « marquant » les synapses 

indésirable qui sont destinées à être phagocytées (Schafer et al., 2012; Bialas and Stevens, 2013). 

Ainsi les microglies sont essentielles à l’affinage des circuits neuronaux durant le développement et 

en condition physiologique. Dans le SNC adulte, les microglies seraient également impliquées dans 

le renforcement ou l’élimination de synapses, comme au cours d’apprentissages nécessitant un 

réarrangement des connections synaptiques. Les microglies  « surveillent » un très grand nombre 

de synapses grâce à leurs très nombreux prolongements et adaptent leur motilité à l’activité 

neuronale (Wu et al., 2015; Hristovska and Pascual, 2016). Elles peuvent également interagir avec 

les neurones via des interactions avec entre le récepteur CX3CL1 neuronal et CX3CR1 microglial. 

Elles sont également susceptibles de libérer de molécules actives à la synapse telles que l’ATP ou 

des cytokines proinflammatoires (IL-1  et TNF-a) qui modulent la force des synapses (Wu et al., 

2015; Hristovska and Pascual, 2016).  
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iv)L’astrocyte : un partenaire de la myélinisation 

Le rôle de l’astrocyte dans la myélinisation a été d’abord proposé par Müller en 1904 qui associait la 

démyélinisation, observée dans la sclérose en plaques, à une dysfonction astrocytaire. Cela a été validé 

par l’observation d’une surexpression de la GFAP, indiquant la présence d’astrocytes réactifs, dans les 

lésions actives chroniques en comparaison avec la substance blanche d’apparence normale (Webster et 

al., 1985).  Le rôle de l’astrocyte dans la myélinisation a alors été étudié.  

Dans un premier temps les études sur la myélinisation se sont concentré sur la différenciation des 

oligodendrocytes, cellule myélinisante du SNC, en l’absence d’axones à myéliniser (Barnett and Linington, 

2013). Cela a ainsi permis de montrer que la prolifération et la survie des oligodendrocytes dépend de 

facteurs tels que le PDGF-  et le FGF-2 qui peuvent être produits par l’astrocyte (Moore et al., 2011). Ces 

deux facteurs seraient impliqués dans la remyélinisation en permettant la prolifération et le recrutement 

d’OPC, cependant ils ne sont pas suffisants pour induire la myélinisation et auraient même des effets 

délétères sur les oligodendrocytes matures. L’implication des astrocytes dans la myélinisation a aussi été 

suggérée par l’association entre une mutation de la GFAP et la maladie d’Alexander caractérisée par une 

dégénérescence neuronale et une démyélinisation (Brenner et al 2001, Li et al. 2002). 

Cependant, la myélinisation est un processus complexe qui implique aussi l’activité électrique des 

neurones, la présence d’une matrice extracellulaire et la signalisation entre l’axone et les cellules gliales. 

Ainsi des cocultures ont été développées, associant oligodendrocytes et neurones puis en ajoutant les 

astrocytes et les cellules microgliales afin de mimer le processus de myélinisation en condition 

physiologique (Sorensen et al., 2008). Dans ces modèles de culture dite « myélinisante », il est possible 

d’induire une démyélinisation pour ensuite étudier la remyélinisation : celle-ci étant meilleure en présence 

d’astrocytes (Nash et al., 2011). Également, l’activité neuronale, en stimulant la libération du facteur LIF 

(pour « leukemia inhibitory factor ») par les astrocytes, favorise la myélinisation (Ishibashi et al., 2006) 

(Figure 8). Par ailleurs, il est possible de contrôler le phénotype des astrocytes présents dans ces cultures 

et de le modifier. Cela a permis d’identifier les facteurs pro-myélinisants ou inhibant la myélinisation, 

produits par les astrocytes (tableau 1) 
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Facteurs promyélinisants Facteurs inhibant la myélinisation 
-sécrétase TGF-  

TIMP-1 IL-1  
CNTF & LIF (famille de l’IL-6) BMP2/4 
IGF-1 Ténascine C 
BDNF Hyaluronine / CD44 
Neuréguline 1 PDGF-  / FGF-2 
Collagène fibrillaire et laminine CXCL10, CXCL12, CXCL1 
Neurotrophine-3 CTGF 
GDNF TROY 
NGF Lingo-1 

 

Tableau 1 : Facteurs produits par les astrocytes modulant la myélinisation. BMP: bone morphogenic 

protein, CNTF: ciliary neurotrophic factor, CTGF: connective tissue growth factor, FGF: fibroblast growth 

factor, GDNF: glial cell-derived neurotrophic factor, LIF: leukemia inhibitory factor, IL: interleukine, NGF: 

nerve growth factor, PDGF: platelet-derived growth factor, TGF: transforming growth factor, TIMP: tissue 

inhibitor of metalloproteinase. Tableau issu de Barnett and Linington, 2013. 

v) L’astrocyte au nœud de Ranvier 

La gaine de myéline est interrompue au niveau des nœuds de Ranvier (NR) qui sont caractérisés par une 

très forte concentration en canaux sodiques, permettant la conduction saltatoire du potentiel d’action. 

Ces structures sont formées par l’interaction de molécules d’adhésion appartenant à l’axone et à la cellule 

myélinisante formant des complexes d’adhésion. La présence de prolongements astrocytaires contactant 

les NR souligne leur rôle potentiel dans la régulation du métabolisme, des concentrations ioniques 

extracellulaires et la production de substance régulant les fonctions du nœud de Ranvier (Waxman, 1986). 

En effet la spécialisation moléculaire des prolongements astrocytaires au niveau des NR a été démontrée 

avec l’expression de la glycoprotéine J1 qui est impliquée dans les interactions entre astrocytes et 

neurones et participerait à la formation et au maintien des NR (Ffrench-Constant et al., 1986).  

Plus récemment, une étude a montré la présence des prolongements astrocytaires dans plus de 95% des 

NR avec ou non présence de cellules gliales NG2 (Serwanski et al., 2017). Ces prolongements astrocytaires 

pourraient jouer un rôle dans la régulation du K+ extracellulaire libéré pendant l’activité neuronale 

(Kimelberg, 2010).   

Enfin, il a été très récemment démontré que l’astrocyte peut moduler la vitesse de conduction des 

potentiels d’action en modifiant la structure des NR. En effet, les astrocytes périnodaux sont capables de 
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libérer, par exocytose, une molécule inhibant l’action de la thrombine qui est responsable du clivage de la 

neurofascine 155 (NFasc155). La NFasc155, une molécule d’adhésion exprimée au paranoeud, est 

essentielle à l’ancrage des boucles de myéline paranodales et ainsi au maintien de la structure du NR. Ainsi 

les auteurs ont pu démontrer qu’en inhibant l’exocytose astrocytaire la structure du NR est altérée : avec 

un détachement de boucles paranodales, une augmentation de la taille des NR et une diminution de 

l’épaisseur de la gaine de myéline. Ces modifications sont associées à une augmentation de la latence de 

réponse neuronale, due à une diminution de la vitesse de conduction des PA. Par ailleurs, la présence des 

prolongements astrocytaires aux NR suggère également qu’ils pourraient être une source locale de 

métabolites énergétiques via le couplage neurovasculaire (Dutta et al., 2018).  

L’étendue des fonctions de l’astrocyte au NR reste mal connue mais il semblerait que l’astrocyte joue 

un rôle prépondérant dans le fonctionnement neuronal en régulant la structure des NR et la conduction 

saltatoire des potentiels d’action.    
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Ainsi nous commençons seulement à éclaircir l’étendue des fonctions des astrocytes dans le SNC qui 

mettent en jeu leurs interactions avec les autres cellules gliales, les neurones et les interfaces (Figure 10). 

Une altération du phénotype et des fonctions de l’astrocyte peut ainsi s’avérer délétère pour le 

fonctionnement du SNC et participer dans de nombreuses pathologies.  

 

Figure 10 : Schéma récapitulatif des fonctions de l’astrocyte dans le SNC. L’astrocyte interagit avec les 

cellules gliales et les neurones, pour maintenir et réguler : le réseau neuroglial, la myélinisation, l’activité 

synaptique, la structure du nœud de Ranvier, la barrière hématoencéphalique. Toutes ces interactions se 

font par le biais de l’échange, la libération ou la récupération de molécules et d’ions entre les cellules ou 

avec le milieu extracellulaire.  
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D. La dysfonction astrocytaire et son implication en pathologie 

i) L’astrogliose réactive  

Les cellules gliales, et plus spécialement les astrocytes, sont très plastiques et s’adaptent lorsque le SNC 

est soumis à des conditions non physiologiques. L’astrogliose réactive est un mécanisme défensif par 

lequel les astrocytes modifient leur phénotype afin de s’adapter à un contexte particulier. Ce terme 

d’astrogliose réactive ou d’astrocyte réactif regroupe toutes les formes de réactions de l’astrocyte en cas 

d’atteinte touchant le SNC telles que le trauma, l’ischémie cérébrale, la neuroinflammation ou la 

dégénérescence neuronale (Pekny and Pekna, 2014). Elle peut être qualifiée de constitutive, graduée et 

évolutive. L’hétérogénéité des astrocytes réactifs rend la définition du concept difficile et il reste encore 

de nombreux aspects à élucider pour comprendre leur implication dans les pathologies affectant le SNC. 

De la même façon il est encore difficile d’identifier la part bénéfique et néfaste des astrocytes réactifs. En 

effet, au cours d’une même atteinte du SNC, la réactivité astrocytaire peut être dans un premier temps 

bénéfique pour limiter les dégâts aux neurones, puis devenir néfaste, si elle persiste. De la même façon, 

les caractéristiques de la réactivité astrocytaire sont très différentes entre les différentes atteintes 

précédemment citées. Les astrocytes qualifiés de réactifs sont caractérisés par une modification de leur 

transcription génique, de leur morphologie et de leur fonction. 

L’analyse du profile d’expression génique d’astrocytes réactifs a été largement étudiée. L’expression de 

nombreux gènes peut ainsi être modulée positivement ou négativement et dépend du contexte dans 

lequel l’astrocyte réactif est produit (Anderson et al., 2014). Deux gènes principaux sont induits chez des 

astrocytes réactifs en condition ischémique ou neuroinflammatoire : Lcn2 (pour « lipocalin-2 ») et 

Serpina3n (Zamanian et al., 2012). Cette étude montre également que les profils géniques des astrocytes 

réactifs sont très différents selon la condition d’induction : ischémie ou neuroinflammation, cependant, 

une partie des gènes induits est commune aux deux. Comparés aux astrocytes sains ou en condition 

ischémique, les astrocytes réactifs en condition neuroinflammatoire (+ lipopolysaccharide) expriment, par 

exemple, spécifiquement des gènes impliqués dans la présentation de l’antigène et ceux de la cascade du 

complément.  

Au niveau morphologique, l’astrocyte réactif présente une hypertrophie graduelle : il est possible de 

distinguer trois stades d’astrogliose : légère, modérée à sévère (Figure 11B). Un marqueur connu de 

réactivité astrocytaire est l’augmentation de l’expression de la GFAP (Eng and Ghirnikar, 1994) qui est alors 

exprimée par un grand nombre d’astrocytes. Les astrocytes réactifs expriment aussi la vimentine 
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(Wilhelmsson, 2004). Les domaines occupés par les astrocytes ne se recouvrent pas en condition 

physiologique et sont préservés quand l’astrogliose est légère à modérée. En revanche, en cas 

d’astrogliose sévère, une prolifération astrocytaire donne lieu à la formation d’une cicatrice gliale et les 

prolongements astrocytaires se superposent (Sofroniew, 2009; Ceyzériat et al., 2016). Cette cicatrice gliale 

est formée d’astrocytes et d’autres cellules gliales, comme les cellules NG2, et forme une barrière contre 

les agents potentiellement nocifs pour les neurones. Elle persiste généralement longtemps, et ce même 

après disparition de l’atteinte qui l’avait initialement déclenchée, empêchant certains remaniements 

neuronaux.  

L’activation astrocytaire dénote de la réponse d’un astrocyte en condition physiologique ou pathologique 

et peut être déclenchée par de nombreuses molécules libérées par toutes les cellules du SNC (Sofroniew, 

2009). Certaines cytokines telles que l’IL-6, LIF, CNTF, TNF- , interféron gamma (IFN- ), IL-1 , IL-10, TGF-

1, et FGF-2 peuvent notamment être citées (John et al., 2003). D’autres facteurs tels que des agents 

bactériens, comme le lipopolysaccharide (LPS) (Farina et al., 2007) ou certaines molécules de signalisation : 

les neurotransmetteurs, tel que le glutamate (Cornell-Bell et al., 1990), ou des purines, comme l’ATP 

(Neary et al., 2003), peuvent également être impliqués (Figure 11B). Ces déclencheurs n’auront pas tous 

les mêmes effets sur l’activation astrocytaire et pourront modifier les fonctions de l’astrocyte de manière 

différente, voire opposée.  

Aussi il est difficile de distinguer l’activation astrocytaire de la réactivité astrocytaire en contexte 

pathologique car elles sont toutes deux synonymes de modification des fonctions astrocytaires.  

ii) La dysfonction astrocytaire comme mécanisme de physiopathogenèse 

La dysfonction astrocytaire, ou astrocytopathie, est associée à de nombreuses pathologies du SNC et se 

caractérise souvent par une perte de fonctions bénéfiques et un gain de fonctions nocives (Sofroniew, 

2009; Verkhratsky et al., 2016).  Du fait de l’étendue des fonctions physiologiques supportées par 

l’astrocyte, la dysfonction astrocytaire est au centre, ou même parfois à l’origine des mécanismes de 

certaines pathologies. Dans l’accident vasculaire cérébral (AVC), la sclérose latérale amyotrophique ou 

l’épilepsie, la dégradation ou la perte de certaines fonctions astrocytaires participe à la dysfonction 

neuronale et à celle d’autres cellules gliales (Seifert et al., 2006).  

Parmi les pertes de fonction caractéristiques de l’astrocytopathie, la régulation fonctionnelle de 

l’homéostasie, essentiellement supportée par l’astrocyte, peut être fortement altérée par une 
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modification de l’expression et de la fonction (augmentation ou diminution) de l’AQP4, des connexines 

(Retamal et al., 2007a), ou de transporteurs comme ceux au glutamate (Hinson et al., 2008; Murugan et 

al., 2013). Une altération de l’expression de la glutamine synthétase astrocytaire a été rapportée dans des 

pathologies telles que l’hypoxie, la schizophrénie, l’épilepsie ou des maladies neurodégénératives comme 

Alzheimer et Parkinson (Rose et al., 2013). Par ailleurs, l’astrocyte peut avoir une morphologie atrophiée 

associée à une complexité plus faible : il est ainsi moins à même d’exercer ses fonctions à la synapse et 

aux interfaces (Sofroniew and Vinters, 2010; Verkhratsky et al., 2016).  

Les astrocytes dysfonctionnels peuvent également développer des fonctions anormales ou augmenter 

certaines fonctions qui auront alors des effets négatifs sur le fonctionnement neuronal. Par exemple, une 

production plus importante de cytokines proinflammatoires (Brambilla et al., 2009) ou d’espèces réactives 

de l’oxygène (Hamby et al., 2006) ou encore la libération de glutamate excitotoxique (Orellana et al., 2011) 

participant à la physiopathogenèse de certaines atteintes du SNC. 

Le degré de réactivité astrocytaire est variable et participe à sa pathogénicité. Ainsi, la présence d’un 

astrocyte très réactif comme au sein de la cicatrice gliale va empêcher la réparation tissulaire en inhibant 

la repousse axonale (Bush et al., 1999) et la remyélinisation (Wang et al., 2011) par la production de 

protéoglycanes dans la matrice extracellulaire (Silver and Miller, 2004). Il a notamment été montré que, 

dans des modèles où les filaments intermédiaires, la vimentine et la GFAP, ne sont pas exprimés, les 

astrocytes réactifs présente une hypertrophie modérée et la réparation tissulaire est meilleure 

(Wilhelmsson, 2004). De même, les astrocytes fortement réactifs sécrètent des cytokines et chimiokines 

proinflammatoires comme le TNF- , l’INF-  ou CXCL10 aux effets néfastes sur les oligodendrocytes et la 

myéline, empêchant la remyélinisation (Figure 11B). En revanche, les astrocytes peu réactifs sécrètent des 

facteurs comme LIF, FGF-2, CNTF ou des cytokines comme l’IL-6 qui ont des effets bénéfiques sur la survie 

neuronale et oligodendrocytaire, ainsi que sur la prolifération, la maturation et la différenciation des 

précurseurs oligodendrocytaires, participant ainsi à la remyélinisation (Figure 11B). Les astrocytes peu 

réactifs favorisent aussi la repousse axonale .  
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Figure 11 (légende ci contre) 
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Figure 11 : Mécanisme de réactivité astrocytaire et ses conséquences sur le SNC. A) L’astrocyte exprime 

de nombreux récepteurs aux cytokines, facteurs de croissances, neurotransmetteurs, purines ainsi qu’aux 

agents pathogènes (1). L’activation de ces divers récepteurs conduit à l’activation de voies de signalisation 

comme celles du facteur nucléaire kappa B (NF B), des kinases « mitogen-activated protein » (MAPK), du 

« signal transducer and activator of transcription 3 » (STAT3) ou de la calcineurine (CN) (2). Cela conduit, 

directement ou indirectement, à la modification de la transcription de certains gènes comme ceux de la 

GFAP et de la vimentine ainsi que ceux de certaines cytokines ou d’espèces réactives de l’oxygène (ROS) 

et à une synthèse protéique (3) qui aboutissent à un gain ou une perte de certaines fonctions de l’astrocyte 

(4). B) La réactivité astrocytaire est graduelle et peut être faible, modérée ou forte conduisant à la 

libération de différents facteurs de croissances, cytokines et chimiokines dont les effets peuvent être 

bénéiques (survie neuronale, stimulation de la neurogénèse et de la remyélinisation) ou délétères 

(démyélinisation, inhibition de la remyélinisation). Schémas adaptés de Kiray et al., 2016 et de Ben Haim 

et al., 2015. 

Toutes les grandes fonctions de l’astrocyte dépendent de l’établissement d’un réseau neuroglial 

permettant une bonne communication intercellulaire. Ce réseau dépend essentiellement de la présence 

de connexines gliales, dont l’expression et la fonction sont très précisément régulées, en condition 

physiologique et peuvent être sujettes à des altérations en contexte pathologique. Nous allons décrire 

la structure, le fonctionnement et les rôles des connexines gliales en nous concentrant sur leur 

implication dans le fonctionnement du SNC. Nous abordons également brièvement les pannexines 

(Boite 5). 
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II. Les connexines, support du réseau neuroglial 

A. Définition des connexines  

De nombreux types cellulaires peuvent établir des jonctions communicantes, essentielles aux 

communications intercellulaires. Celles-ci sont formées de protéines appelées connexines et font partie 

d’une famille multigénique dont une vingtaine d’isoformes ont été identifiées chez les mammifères : 21 

connexines ont été identifiées chez l’homme et 20 chez la souris (Sohl, 2004). Ce sont des molécules 

transmembranaires composées de quatre domaines transmembranaires (M1 à M4), de deux boucles 

extracellulaires (E1 et E2), d’une boucle intracytoplasmique (C) ainsi que de deux extrémités C-terminale 

et N-terminale intracytoplasmiques (Figure 12A) (Simon and Goodenough, 1998). Les deux boucles 

extracellulaires sont très conservées parmi les différents membres de la famille des connexines alors que 

la boucle intracytoplasmique et l’extrémité C-terminale présentent une grande diversité de séquence. La 

nomenclature des connexines est basée sur leur masse moléculaire allant de 26 à 60 kDa. 

i) Fonctions hémicanal et jonction communicante  

L’assemblage des connexines à la membrane conduit à la formation d’hexamères, appelés connexons qui 

sont homotypiques ou hétérotypiques selon qu’ils sont formés d’un seul ou plusieurs types de connexine. 

Ces connexons sont organisés en hémicanaux ou en jonctions communicantes, permettant le passage de 

petites molécules de taille inférieure à 1kDa (Figure 12B et C). Ces deux organisations permettent des 

échanges paracellulaires (fonction hémicanal) ou intercellulaires (fonction jonction communicante).  

Ainsi, les jonctions communicantes (aussi appelées « gap junctions ») se caractérisent par un espace 

intercellulaire très réduit entre les membranes de deux cellules couplées par les connexines. Elles sont 

composées du rassemblement d’un grand nombre de connexons : ils s’assemblent via des interactions non 

covalentes aux connexons d’une cellule voisine, formant ainsi des plaques de jonction communicantes 

visibles par microscopie électronique ou à cryofracture (Figure 12D et E). Il existe des jonctions 

communicantes homotypiques ou hétérotypiques, selon que les connexons des deux cellules sont 

composés du même type de connexines ou de types différents (Figure 12C) (Bai and Wang, 2014). Par 

exemple une jonction communicante homotypique sera composée de connexons de Cx43 dans les deux 

cellules et une jonction hétérotypique sera composée de connexons de Cx43 dans une cellule et de 

connexons de Cx47 dans l’autre cellule.  
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Figure 12 (légende ci-contre) 
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Figure 12 : Structure, expression et régulation des connexines. A) Structure d’une molécule de connexine 

insérée dans la membrane cellulaire : une connexine est composée de 4 segments transmembranaires M1 

à M4, de 2 boucles extracellulaires E1 et E2, d’une boucle intracytoplasmique C, et d’extrémités N- et C-

terminales. B) Six monomères de connexines s’assemblent pour former un hexamère appelé connexon qui 

peut être ouvert ou fermé. C) Les jonctions communicantes sont formées de la juxtaposition de deux 

connexons appartenant à deux cellules voisines : les jonctions communicantes peuvent être homo- ou 

hétérotypique si les connexons sont identiques ou différents et homomérique ou hétéromérique si les 

molécules de connexines composant les connexons sont identiques ou différentes. D) Structure d’une 

jonction communicante entre des cellules hépatiques de bœuf par microscopie électronique à cryo 

fracturation (illustration de Shivers et McVicar de 1995). E) Structure d’une jonction communicante entre 

cellules transfectées par une technique de « freeze fracture replica immunolabeling (FRIL) où la Cx43 est 

ici marquée par technique d’immunogold au sein des plaques de jonction communicante (image issue de 

Johnson et al. 2012). F) Schéma récapitulatif du cycle de vie d’une connexine : Les ARN messagers sont 

d’abord traduits en protéines au sein du réticulum endoplasmique (RE) où elles adoptent leur 

conformation tridimensionnelle (1). En cas de mauvaise conformation les connexines sont dégradées par 

le protéasome (1bis). Les connexons sont assemblés au sein du RE ou de l’appareil de Golgi (2, 2bis). Puis 

sont adressés à la membrane plasmique (4) où ils forment des hémicanaux (5). Les hémicanaux s’apposent 

aux connexons d’une cellule voisine (6) et s’agrègent au sein des et pour former les plaques de jonction 

communicante (7). Les jonctions communicantes sont endocytées sous forme de jonctions annulaires (8) 

et seront soit dégradées par dans le lysosome en passant par des endosomes (11-12) ou des 

autophagosomes (9bis à 11bis) ou sont dégradées dans le protéasome (9ter). Les connexines peuvent 

également être recyclées à la membrane depuis les endosomes précoces (10). Figure adaptée 

de précédentes études (Shivers and McVicar, 1995; Sohl, 2004; Evans et al., 2006; Johnson et al., 2012; 

Nielsen et al., 2012; Falk et al., 2014) 
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La composition en connexines des hémicanaux et des jonctions communicantes influence leur 

perméabilité. Leur ouverture permet l’échange rapide molécules et d’ions de taille inférieure à 1kDa. La 

formation de jonction communicante dépend du type de connexine exprimé. Toutes les connexines ne 

sont pas compatibles, seules certaines sont capables de former des jonctions communicantes : cela 

dépend essentiellement de la composition de leurs domaines intra-, extra-cytoplasmiques et l’extrémité 

C-terminale (Bruzzone et al., 1994). Les connexines sont essentiellement connues pour former des 

jonctions communicantes qui permettent un couplage entre les cytoplasmes de deux cellules et la 

transmission rapide d’informations par le biais de l’échange de molécules et d’ions décrits dans le prochain 

paragraphe « perméabilité et ouverture des connexines ».  

Plus récemment, un intérêt grandissant a été porté aux hémicanaux, longtemps considérés comme non 

fonctionnels, mais dont l’ouverture peut être modulée en condition physiologique ou pathologique. Ces 

hémicanaux peuvent, en effet, coordonner fonctionnellement différents types cellulaires par le biais de la 

libération de molécules de signalisation fournies aux cellules environnantes, sans couplage par des 

jonctions communicantes. Le rôle des connexines dans les fonctions du SNC sera abordé dans le 

paragraphe « rôle des connexines dans le fonctionnement du SNC » et comprend à la fois les fonctions 

hémicanal et jonction communicante mais pourrait aussi faire intervenir des fonctions indépendantes du 

canal. Des techniques d’analyse permettent d’étudier les fonctions hémicanal et jonction communicante 

et sont résumées dans la Boite 4.  

 

Boite 4 : techniques d’étude des fonctions des connexines 

L’étude des connexines met, la plupart du temps, en œuvre l’utilisation de traceurs fluorescents 

perméables aux connexines. L’activité jonction communicante peut être étudiée par des protocoles 

de « dye coupling » avec les traceurs biocytine ou « lucifer yellow » dans une pipette d’injection 

intracellulaire et la mesure du nombre de cellules couplées ; et de « scrap loading dye transfer » 

correspondant à la déchirure de la membrane cellulaire et l’analyse du transfert intercellulaire du 

« lucifer yellow » mis dans la solution extracellulaire. L’activité hémicanal est plus généralement 

étudiée par des techniques de « dye uptake » ou capture de traceurs comme le bromure d’éthidium 

par des cellules en culture ou sur tranche de cerveau. Certaines techniques d’enregistrement 

électrophysiologique peuvent également être utilisées et permettent d’enregistrer les courants 

ioniques macroscopiques ou unitaires (Giaume et al., 2012) 
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ii) Fonctions indépendantes du canal  

Cependant les fonctions des connexines vont bien au-delà de leurs fonctions hémicanal et jonction 

communicante. Les connexines peuvent exercer leurs effets en tant que protéine elle-même (sans fonction 

canal) ou via ses interactions avec d’autres protéines membranaires ou du cytosquelette.  

Des études basées sur des cellules tumorales ont notamment démontré un effet antitumoral des 

connexines ne dépendant pas de la fonctionnalité des canaux (Zhou and Jiang, 2014). C’est également le 

cas pour l’implication des connexines dans la différenciation des cellules de la lentille qui dépend de 

l’expression de la Cx45.6, plus spécifiquement de sa partie C-terminale, et non de sa fonctionnalité en tant 

que canal (Jiang and Gu, 2005). Les connexines sont également susceptibles d’interagir avec les éléments 

du cytosquelette. En effet, la Cx43 possède un domaine d’interaction avec l’ - et la -tubuline : 

l’interaction des Cx avec les microtubules participerait à leur transport à la membrane. La Cx43 peut 

également interagir avec l’actine ou la drebrin (pour « developmentally regulated brain protein ») 

stabilisant son expression à la membrane (Dbouk et al., 2009).  

De plus, un lien fonctionnel entre certaines connexines et d’autres protéines membranaires a été mis en 

évidence, notamment dans les cellules de la lentille. Une colocalisation des Cx45,6 et Cx56 avec 

l’aquaporine-0, et leur interaction par l’extrémité C-terminale, ne modifie pas la fonction de la Cx45,6 mais 

semble jouer un rôle dans la différenciation des cellules de la lentille (Chanson et al., 2007).  

Par ailleurs, une relation fonctionnelle entre les Cx35/Cx36 et les récepteurs ionotropiques au glutamate 

NMDA a été identifiée : ces deux protéines sont exprimées dans les densités post synaptiques avec une 

grande proximité (Chanson et al., 2007). Enfin, une co-régulation de l’expression de l’AQP4 et de la Cx43 

est observée dans des cultures primaires d’astrocytes murins (Nicchia et al., 2005). En effet, le « knock-

down » de l’expression d’AQP4 par des ARN interférant diminue l’expression de la Cx43 et à une 

diminution du couplage intercellulaire. Ce couplage fonctionnel pourrait être expliqué par le rôle 

synergique des connexines et des aquaporines dans la régulation des mouvements d’eau et d’ions, 

essentiels à l’homéostasie du SNC. 
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B. Perméabilité et ouverture des connexines  

La perméabilité et l’ouverture des canaux peut être modulée en contexte physiologique et pathologique. 

En tant que molécules membranaires, les connexines peuvent être régulées par des facteurs 

extracellulaires et intracellulaires. La modulation de leur expression et de leur ouverture peut modifier la 

perméabilité membranaire.  

i) Perméabilité et sélectivité des connexines 

La perméabilité et la sélectivité des différents types de connexines a été largement étudiée. De 

nombreuses études ont décrypté les mécanismes modulant la sélectivité et de perméabilité des 

connexines. Ainsi, la perméabilité et la sélectivité des connexines repose essentiellement sur la taille et la 

charge des molécules et ions (Nicholson et al., 2000). Les connexines sont plus perméables aux cations 

qu’aux anions, mais le ratio de perméabilité ou de conductance cation/anion dépend du type de connexine 

exprimé. Par exemple le ratio de conductance cation/ anion est de 1,3 pour la Cx43 alors qu’il est de 4,5 

pour la Cx40 (Harris and Locke, 2009). De même, le diamètre du pore est différent selon les connexines : 

la Cx43 a un pore plus large que celui de la Cx40 ou de la Cx26 (Harris, 2007).  

Les connexines permettent le passage de nombreuses molécules et d’ions résumés ci-dessous :  

- Des précurseurs ou des molécules de signalisation comme le NAD+ (pour « nicotinamide adénine 

dinucléotide »), les purines comme l’adénosine, l’Adénosine monophosphate cyclique (AMPc), 

l’adénosine diphosphate (ADP) ou l’ATP, l’IP3. 

- Des métabolites comme le glucose, le glutathion, l’acide ascorbique  

- Des nucléotides et microARN (Harris, 2007; Kanaporis et al., 2008; Katakowski et al., 2010) 

- Des ions tels que le Ca2+ et le K+ 

- De neurotransmetteurs / gliotransmetteurs comme le glutamate, la D-sérine ou l’ATP (Abudara et 

al., 2018) 

- Certaines molécules synthétiques telles que le lucifer yellow, le bromure d’éthidium, la calcéine, 

le iodo-propidium ou le 2-NDBG (pour « 2-[N-(7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl) amino]-2-deoxy-

D-glucose » un analogue fluorescent du D-glucose). 

La régulation du passage peut également faire intervenir des interactions de ces molécules avec le pore 

du canal lui-même. 
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ii) Contrôle de l’ouverture 

L’ouverture des connexines est très régulée par le pH, le voltage ou encore leurs phosphorylations (Eghbali 

et al., 1990; Barrio et al., 1991) : les connexons sont à l’état ouverts ou fermés (Figure 12B). Il a également 

pu être montré que les différents domaines des connexines participent à la régulation de l’ouverture des 

canaux. Notamment, l’ouverture régulée par le voltage (polarisation membranaire) implique une large 

partie de la molécule du domaine N-terminal jusqu’à la boucle M2. Alors que la régulation en fonction du 

pH implique la boucle CL et le domaine C-terminal. Par ailleurs, la compatibilité hétérotypique est régulée 

par la boucle extracellulaire E2. Enfin, l’extrémité C-terminale régule l’ouverture du canal via la 

phosphorylation d’acide aminés : sérine, thréonine et tyrosines (White & Bruzzone, 1996) et seront 

décrites plus en détail dans le chapitre « mécanismes de régulation ».  

Les concentrations de Ca2+ extra- et intra-cellulaires sont également très impliquées dans la régulation de 

l’ouvertures des connexines. Notamment, l’ouverture des hémicanaux est déclenchée par une baisse du 

Ca2+ extracellulaire (Giaume et al., 2013). Cela fait intervenir un processus appelé « loop gating » du fait 

de l’interaction des boucles extracellulaires, sites de fixation au Ca2+. Ces sites sont spécifique au Ca2+ car 

d’autres cations bivalents, comme le Mg2+, n’ont pas le même effet (Nielsen et al., 2012). Le Ca2+ 

intracellulaire serait également important car une augmentation de sa concentration inférieure à 500nM 

augmenterait l’ouverture des connexines alors qu’une augmentation de la concentration de Ca2+ 

intracellulaire a l’effet inverse (De Vuyst et al., 2009; De Bock et al., 2012). Les cations monovalents comme 

le K+ peuvent également réguler l’ouverture des jonctions communicantes (Roux et al., 2011).  

C. Synthèse et trafic intracellulaire des connexines 

Les gènes codants pour les connexines ont presque tous la même structure et sont composés de deux 

exons séparés par un intron de taille variable. Les promoteurs sont souvent tissu spécifique et peuvent 

donc influencer la transcription (Dbouk et al., 2009). Certains facteurs de transcription ubiquitaires 

peuvent réguler l’expression des connexines tels que Sp1, la protéine activatrice AP-1 (composée des 

facteurs Jun et Fos) ou l’AMPc (Oyamada et al., 2005). D’autres facteurs de transcription, spécifiques d’un 

type cellulaire, sont également susceptibles de réguler l’expression des connexines c’est notamment le cas 

de Mist1 (Rukstalis, 2003), SOX10 (Bondurand, 2001) et du CNTF (Ozog et al., 2004). Les transcrits sont 

traduits en séquences polypeptidiques par les ribosomes du réticulum endoplasmique et la traduction se 

termine avec le repliement ayant lieu dans la lumière du réticulum endoplasmique et donnant la structure 

tridimensionnelle de la connexine (Figure 12F). Si la structure de la protéine ainsi traduite n’est pas 
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conforme elle est dégradée par le protéasome. Les monomères de connexine sont ensuite oligomérisés 

en hexamères : les connexons. Cette oligomérisation peut avoir lieu à la fois dans le réticulum 

endoplasmique ou dans l’appareil de Golgi (Evans et al., 2006; Koval, 2006; Nielsen et al., 2012). Les 

connexons sont ensuite stockés dans l’appareil de Golgi (trans) avant d’être adressés à la membrane. Les 

connexons exprimés à la membrane et non apposés à d’autres connexons forment les hémicanaux. Puis 

l’accrétion de nombreux connexons qui s’apposent aux connexons d’une cellule voisine forme les plaques 

de jonction communicantes (Lauf et al., 2002).  

Les connexines sont des protéines membranaire à la durée de vie particulièrement courte évaluée à 1 à 

5h (Su and Lau, 2014) et variable selon le type cellulaire. Des mécanismes d’endocytose et de dégradation 

se mettent en place, permettant un renouvellement rapide des connexines. L’endocytose des connexines, 

et plus particulièrement des jonctions communicantes, se fait par le centre de la plaque donnant naissance 

à des jonctions annulaires (aussi appelés connexosomes). Ces jonctions annulaires sont formées des 

connexons juxtaposés (n’appartenant pas à la même cellule) qui sont endocytés ensemble pour ensuite 

être dégradés (Falk et al., 2009). Le devenir de ces jonctions annulaires n’est pas encore totalement 

élucidé, cependant trois voies principales sont actuellement proposées, et sont plus largement décrites 

pour la Cx43. Il s’agit des voies endosomales/lysomale, phago/lysosomales et protéasomales. Deux 

mécansimes sont susceptibles d’induire l’endocytose de Cx43 i) l’ubiquitination par des ligase d’ubiquitine 

et ii) la phosphorylation par des kinases. Ces deux modifications post-traductionnelles conduisent à 

l’endocytose au sein de vésicules de clathrine. Puis, les connexines endocytées sont dirigées soit vers le 

lysosome/ endosome soit vers l’autophagosome qui fusionne ensuite avec le lysosome (Figure 12F). Les 

connexines ubiquitinées des jonctions annulaires endocytées sont adressées dans la voie endosomale et 

sont reconnues par les composants du complexe ESCRT (pour « endosomal sorting complex required for 

transport ») qui adressent les protéines ubiquitinées vers les endosomes tardifs. Ceux fusionneront avec 

le lysosome, empêchant leur recyclage à la membrane (Su and Lau, 2014). Les connexines n’ayant pas été 

ubiquitinées, mais co-endocytées dans les jonctions annulaires, seront recyclées à la membrane.  

D. L’expression tissulaire des connexines  

i) Les connexines en périphérie  
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Étant donné leur rôle essentiel dans les communications intercellulaires, les connexines sont exprimées 

par la quasi-totalité des cellules de l’organisme chez les mammifères.  

Des mutations dominantes des connexines sont notamment responsables de maladies de peau, comme le 

keratoderme, et d’une perte auditive ou d’une surdité. C’est notamment le cas de mutations du gène 

codant pour la Cx26 dont l’expression est très élevée dans les cellules de l’oreille interne et dans 

l’épiderme (Kelsell et al., 2001).  

L’utérus est aussi l’un des tissus dans lequel le rôle des connexines est bien connu car le myomètre exprime 

la Cx43, essentielle à la synchronisation des cellules, et permet de coordonner la contraction utérine 

durant l’accouchement. Il a également été montré que les connexines participent dans la lactation : 

l’expression de Cx43 et Cx26 dans les différents types cellules de la glande mammaires permettent une 

réorganisation du tissu de la glande mammaire et la contraction des cellules musculaires lisses permettant 

l’éjection du lait (Kidder and Winterhager, 2015). Les connexines sont également essentielles au bon 

fonctionnement du cœur. En effet, le myocarde exprimant essentiellement la Cx43, il a été montré qu’une 

délétion totale de la Cx43, dans un modèle murin, conduit à la mort de l’animal à la naissance (Lambiase 

and Tinker, 2015).  

Dans le système nerveux périphérique (SNP), les cellules de Schwann expriment la Cx32 principalement 

au niveau du para-nœud, où la myéline n’est pas compacte, ainsi que dans les incisures de Schmidt-

Lanterman. Les cellules de Schwann expriment également Cx29 dans les couches profondes de la myéline, 

proche de l’axone, ainsi que dans les incisures de Schmidt-Lanterman. Du fait de leurs localisations, leurs 

rôles diffèrent : la Cx32 forme de voies réfléchies intracellulaires entre les différentes couches de myéline, 

permettant ainsi une communication depuis l’axone vers le cytoplasme des cellules de Schwann (Nagy et 

al., 2004).  

ii) Les connexines du système nerveux central  

L’expression des connexines est particulièrement élevée au sein du système nerveux central (Figure 13, 

Tableau 2). Leur identification et leur spécificité dans un type cellulaire donné a été déterminée grâce à 

l’utilisation de techniques d’imagerie : microscopie confocale, microscopie électronique couplée à un 

immunomarquage des connexines avec des anticorps couplés à des métaux (tel que l’or, technique 

appelée « immunogold »). Ces diverses techniques montrent la présence de connexines et jonctions 

communicantes entre différents types cellulaires du SNC (Nagy et al., 2004).  
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Au sein du SNC, les astrocytes sont les cellules les plus fortement couplées par des jonctions 

communicantes qui est 10 à 40 fois supérieur aux autres cellules du SNC. Les Cx43, Cx30 et Cx26 ont été 

identifiées dans les astrocytes matures exprimant la GFAP et l’AQP4. Ces connexines forment également 

des hémicanaux à la membrane des astrocytes (Giaume et al., 2013). En ce qui concerne leur distribution 

dans le SNC, la Cx43 et la Cx30 sont toutes deux exprimées dans la substance grise alors que seule la Cx43 

est exprimée dans la substance blanche. La Cx26 est, quant à elle, retrouvée dans quelques régions sous 

corticales mais à un très faible niveau d’expression (Li et al., 2014). Les astrocytes forment entre eux des 

jonctions communicantes (plus de 4000 par astrocyte) dont la grande majorité est de type homotypique. 

Les Cx30 et Cx26 sont également exprimées au sein des jonctions communicantes entre astrocytes (Rash 

et al., 2001).  

L’oligodendrocyte exprime trois types de connexines, les Cx47, Cx32 et Cx29 (Rash et al., 2001; Li et al., 

2014). Ces connexines ne sont pas exprimées de la même façon dans toutes les régions du SNC ni au même 

niveau de la cellule. La Cx29 est retrouvée à la membrane interne de fines gaines de myéline alors que la 

Cx32 est située au niveau de la membrane externe de larges gaines de myéline et entre les différentes 

couches de myéline au niveau des paranœuds. La Cx47, principale connexine oligodendrocytaire, est 

principalement exprimée dans le corps cellulaire et dans quelques prolongements. Les oligodendrocytes 

forment des jonctions communicantes de type homotypiques. 

Etant donné que les astrocytes et les oligodendrocytes expriment des connexines de type différent, les 

jonctions communicantes entre astrocyte et oligodendrocyte sont hétérotypiques. La Cx47 

oligodendrocytaire forme des jonctions communicantes avec laCx43 ou la Cx30 mais pas avec la Cx26 

astrocytaires. La Cx32 oligodendrocytaire forme des jonctions communicantes avec la Cx30 ou la Cx26 

mais pas avec la Cx43 astrocytaires. Ainsi, le couplage astrocyte-oligodendrocyte reposerait 

principalement sur des jonctions communicantes Cx43/Cx47 et Cx30/Cx32 (Abrams and Rash, 2009). De 

plus des jonctions communicantes dites « réfléchies » ou « autologues » sont formées au sein d’une même 

cellule ou entre différentes couches de myéline. Il a été démontré que la Cx32 forme des hémicanaux, la 

présence d’hémicanaux de Cx29 et Cx47 reste cependant hypothétique (Giaume et al., 2013).  

L’étude du couplage intercellulaire dans des modèles de KO des connexines astrocytaires et 

oligodendrocytaires a montré la participation des différentes connexines dans le couplage intercellulaire. 

Notamment le KO de la Cx47 diminue de 78% le couplage entre oligodendrocytes alors que les KO Cx29 

ou Cx32 ne le modifient pas ou peu. De plus, le double KO de la Cx47 et de la Cx32 conduit à l’abolition du 

couplage entre oligodendrocytes (Maglione et al., 2010).  La délétion de Cx43 conduit à une baisse de 50% 
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du couplage astrocytaire (Theis et al., 2003) et le KO de la Cx30 à une baisse de 22% du couplage 

astrocytaire (Gosejacob et al., 2011). Le KO de la Cx43 dans l’astrocyte combiné au KO global de la Cx30 

conduisait à une perte totale de couplage entre les astrocytes et à une très importante diminution du 

couplage entre astrocytes et oligodendrocytes et entre oligodendrocytes (Wallraff, 2006; Maglione et al., 

2010) 

Les cellules microgliales expriment les Cx32 et Cx36 à l’état de repos et n’expriment la Cx43 et la Cx29 

qu’à l’état activé. L’expression des Cx32 et Cx36 est également augmentée chez les microglies 

activées. Mais aussi, les cellules microgliales activées sont couplées par des jonctions communicantes de 

Cx43 (Gajardo-Gómez et al., 2016).  

Les neurones expriment de nombreuses connexines. Les Cx35 et Cx34.7 ont été les premières clonées, et 

sont identifiées dans les cellules bipolaires et les fibres nerveuses. Les neurones du SNC expriment 

principalement les Cx36, Cx45 et dans une moindre mesure la Cx50 (Vicario et al., 2017). Les ARN 

messagers codant pour les Cx36, Cx37, Cx40, Cx43 ainsi que l’expression protéique des Cx40, Cx43 et Cx45 

ont été détectées dans les motoneurones de la moelle épinière, mais ceux-ci ne présentent pas de 

couplage intercellulaire. Aussi l’expression des Cx26, Cx32 et Cx43 a été démontrée par immunocytochimie 

par certaines équipes mais n’a pas été retrouvée par d’autres (Abrams and Rash, 2009). Les neurones 

forment entre eux des jonctions communicantes, composées de Cx36 et Cx45 (Rash et al., 2001; Abrams 

and Rash, 2009). Cependant, le couplage entre cellules gliales et neurones reste encore à démontrer  

(Abrams and Rash, 2009). 

Dans les vaisseaux, les cellules endothéliales expriment principalement les Cx37, Cx40 et Cx43 (Zhao et 

al., 2018). Les Cx37 et Cx40 sont fortement exprimées dans les artères et artérioles alors que la Cx43 est 

plus exprimée dans des régions associées à des flux sanguins turbulents.  Les Cx40 et Cx43 sont capables 

de former des jonctions communicantes et sont associées à des protéines des jonctions dans les complexes 

jonctionnels entre cellules endothéliales.  

Les neurones et les cellules gliales expriment également des pannexines (Boite 5, Figure 13 et Figure 14) 

qui participent également aux communications intercellulaires.  
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Figure 13 : Expression des connexines et pannexines et la formation de jonctions communicantes entre 

cellules du SNC. Les connexines sont largement exprimées par toutes les cellules gliales, les neurones, les 

précurseurs ainsi que les cellules endothéliales. Les astrocytes expriment les Cx43, Cx30 et Cx26 dans une 

moindre mesure. Les oligodendrocytes expriment les Cx47, Cx32 et Cx29 et leur expression est différente 

au niveau du corps cellulaire, de la myéline ou de l’espace périaxonal. Les cellules microgliales expriment 

les Cx32 et Cx36 à l’état quiescent, mais aussi les Cx43 et Cx29 à l’état activé. Les neurones expriment 

principalement les Cx36 et Cx45. Les cellules endothéliales expriment les Cx43, Cx40 et Cx37 et leur 

expression varie selon le type de vaisseau. Les astrocytes, oligodendrocytes et cellules microgliales 

expriment la pannexine 1 et les neurones expriment les pannexines 1 et 2. Schéma modifié de Swayne and 

Bennett, 2015 
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Type cellulaire Astrocyte Oligodendrocyte Neurone Microglie Cellule endothéliale 

Type de 
connexine 

Cx43 

Cx30 

Cx26 

Cx47 

Cx32 

Cx29 

Cx36 

Cx45 

Cx50 

Cx40* 

Cx43* 

Cx32 

Cx36 

Cx43° 

Cx29° 

Cx43 

Cx40 

Cx37 

Tableau 2 : Expression des principales connexines dans cellules du SNC. * : expression démontrée dans 

les motoneurones de la moelle épinière. ° : expression par les microglies à l’état activé. 

 

 

 

Boite 5 : Les pannexines : un cousin des connexines 

Les pannexines sont les équivalents chez les mammifères des innexines exprimées chez les invertébrés. 

Elles s’assemblent sous forme hexamérique, comme les connexines, ou octamérique et forment des 

canaux à la membrane appelés pannexons qui ont des propriétés similaires aux hémicanaux de 

connexine (Figure 14). Il existe trois membres de la famille des pannexines : les pannixines 1 à 3. La 

pannexine 1 est la plus largement exprimée dans le SNC dans les neurones et les cellules microgliales 

mais aussi par les astrocytes et oligodendrocytes. La pannexine 2 est exprimée uniquement par les 

neurones (Abudara et al. 2018 ; Swayne and Benett, 2015). A l’inverse des hémicanaux, composés de 

connexines, les pannexons sont fonctionnels au potentiel membranaire de repos. Par ailleurs, les 

pannexons ne sont pas régulés par la concentration extracellulaire en calcium et peuvent être ouverts 

en conditions physiologiques alors que les hémicanaux nécessitent une diminution de la [Ca2+] 

extracellulaire pour être fonctionnels.  
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Figure 14 : Structure des pannexines. A) Les pannexines sont des molécules transmembranaires 

composées d’extrémités N- et C-terminales intracellulaires, de 4 segments transmembranaires (M1 à M4) 

de deux boucles extracellulaies (E1 et E2) et d’une boucle intracellulaire (IL). B) La pannexine 1 s’assemble 

sous forme hexamérique et la pannexine 2 sous forme octamérique pour former un canal à la membrane 

(pannexon) responsable de l’échange de petites molécules de taille inférieure à 1,6kDa. Schéma issu de 

Swayne and Benett, 2015. 

En conclusion, au sein du SNC, les cellules gliales sont très fortement couplées par les connexines et 

forment un réseau neuroglial. Ainsi, des mécanismes de régulation, de l’expression et de la fonction des 

connexines sont mis en place afin de maintenir la fonctionnalité du réseau neuroglial. 

E. Mécanismes de régulation 

La régulation de l’expression et de la fonction des connexines est très complexe et implique de nombreux 

mécanismes divers comme la régulation de la transcription, les modifications post-traductionnelles ou 

encore certains facteurs extra et intracellulaires. Tous ces mécanismes peuvent intervenir à la fois sur 

l’expression, la présence à la membrane et l’ouverture des connexines. Elles ont fait l’objet de nombreuses 

études que nous allons résumer dans ce chapitre. 

i) Les modifications post-traductionnelles  

Les modifications post-traductionnelles sont courantes et ont pour but de moduler la fonction d’une 

protéine, les connexines n’y font pas exception. Elles peuvent en effet être phosphorylées, glycosylées, 

nitrosylées, ubiquitinées. Les effets de ces différentes modifications post-traductionnelles sont divers et 

résumés ci-dessous.  
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Phosphorylation 
La phosphorylation est peut-être la modification post-traductionnelle des connexines la plus courante et 

la plus étudiée. Elle consiste en l’ajout d’un groupement phosphate sur un site de phosphorylation qui 

peut être une Serine (S), Thréonine (T) ou une Tyrosine (Y) au niveau de l’extrémité C-terminale, par le 

biais d’une kinase. Cela conduit à une modification du caractère hydrophobique, de la charge et de la 

structure de la protéine pouvant impacter sa fonction. L’étude de la phosphorylation des connexines a 

permis de montrer son implication dans l’oligomérisation, le trafic cellulaire, l’insertion à la membrane 

(avec ou sans agrégation dans les jonctions communicantes), les fonctions (hémicanal et jonction 

communicante) et l’internalisation des connexines. La phosphorylation peut avoir lieu à différentes étapes 

du cycle de vie de la connexine : durant sa synthèse au sein du réticulum endoplasmique et de l’appareil 

de Golgi, pendant son transport ou une fois insérée à la membrane. C’est également le cas de la 

déphosphorylation impliquant des phosphatases.  

Concernant la Cx43, la plus largement exprimée chez les mammifères, 21 sites de phosphorylation ont été 

identifiés : dont deux tyrosines impliquant la protéine kinase Src et 19 sérines impliquant les protéines 

kinases C (PKC), A (PKA) et G (PKG), la « calcium/calmoduline-dependent kinase II » (CAMKII), la caséine 

kinase 1 (CK1) et la « mitogen-activated protein kinase » (MAPK) (Axelsen et al., 2013) (Figure 15A). Dans 

le cerveau les phosphorylations des Sérines 325, 328, 330, 365 et 368 ont été identifiées (Márquez-Rosado 

et al., 2012) et ont des effets différents sur l’expression et la fonction de la Cx43. En effet, en général la 

phosphorylation par CK1 induit une augmentation de l’activité jonction communicante alors que la 

phosphorylation par la PKC induit une diminution de l’activité jonction communicante (Johnstone et al., 

2012). En effet, la phosphorylation de la sérine 365 conduit permet la phosphorylation des sérines 325, 

328 et/ou 330 qui permettent une augmentation de l’activité jonction communicante alors que la 

phosphorylation de la sérine 368 par la PKC conduit à une diminution de l’agrégation et de l’activité des 

jonctions communicantes (Solan and Lampe, 2005, 2009) (Figure 15B et C) 
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Figure 15 (légende ci-contre) 
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Figure 15 : Sites de phosphorylation de la Cx43 et effets sur sa fonction. A) La Cx43 peut être 

phosphorylée sur 21 sites dont 5 principaux ont été identifiés dans le cerveau. Les sérines 325, 328 et 338 

sont phosphorylées par la CK1 et leur phosphorylation est associée à une augmentation du couplage par 

les jonctions communicantes (JC). Les sérines 365 et 368 sont principalement phosphorylées par la PKC 

bien que la sérine 365 puisse être phosphorylée par la PKA dans une moindre mesure. La phosphorylation 

de la sérine 365 conduit à une modification de la conformation de l’extrémité C-terminale favorisant la 

phosphorylation d’autres résidus et celle de la sérine 368 à une diminution de l’activité jonction 

communicante. Schéma adapté de Axelsen et al., 2013 et complété avec les informations de Marquès-

Rosado et al., 2012 et Johnstone et al. 2012. B) La phosphorylation de Cx43 par la PKA conduit à la 

phosphorylation par la CK1 et à une augmentation de l’agrégation au sein des plaques de jonction 

communicantes. En revanche la phosphorylation par la PKC conduit à une diminution d’agrégation et une 

diminution du couplage par jonctions communicantes. C) En condition physiologique (CON) la 

phosphorylation de la sérine 365 conduit à la phosphorylation des sérines 325, 328 et/ou 330 qui 

permettent l’assemblage en jonctions communicantes et l’ouverture des canaux (schéma adapté de Solan 

and Lampe, 2005). La stimulation de la PKC par le 12-O-Tétradécanoylphorbol-13-acétate (TPA) induit une 

phosphorylation de la sérine 368 qui conduit à d’autres phosphorylations qui aboutissent à une fermeture 

des canaux et à leur endocytose sous forme de jonction annulaire ou sous forme unitaire (schéma adapté 

de Solan and Lampe, 2009). 

Pour les autres connexines, les sites de phosphorylation ont été identifiés mais leur rôle reste méconnu. 

C’est notamment le cas de la Cx26 qui a une extrémité C-terminale très courte et dont les sites de 

phosphorylation ont été identifiés au niveau de l’extrémité N-terminale, de la boucle intra-cytoplasmique 

et la boucle extra-cytoplasmique E2. Tout comme la Cx26, la Cx32 possède des sites de phosphorylation 

au niveau de l’extrémité N-terminale ainsi qu’à l’extrémité C-terminale mais leurs effets n’ont pas été 

identifiés.  

Ubiquitination 
L’ubiquitination consiste en l’ajout d’une ou plusieurs molécules d’ubiquitine, un polypeptide de 76 acides 

aminés, à une protéine cible au niveau d’un ou plusieurs résidus de lysines (Johnstone et al., 2012). 

L’ubiquitination d’une protéine est généralement associée au trafic cellulaire et plus particulièrement 

l’adressage au protéasome. L’ubiquitination fait intervenir divers enzymes dont l’E1 enzyme d’activation 

de l’ubiquitine, l’E2 enzyme de conjugaison de l’ubiquitine et l’E3 la ligase d’ubiquitine. Une seule 

ubiquitine ou une chaîne d’ubiquitine peuvent être ajoutées à une protéine. Deux résidus de lysine 
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peuvent être ubiquitinés chez les connexines, les lysines 9 et 303, et leur ubiquitination peut être 

déclenchée à différentes étapes du cycle de vie d’une connexine. Dès sa synthèse, en cas de mauvais 

repliement, la protéine est ubiquitinée et adressée au protéasome pour dégradation. Une fois intégrée à 

la membrane, et dans des plaques de jonction communicante, l’ubiquitination provoque son endocytose 

et sa dégradation par le lysosome (Axelsen et al., 2013). La phosphorylation favorisant l’interaction des 

connexines avec la ligase d’ubiquitine Nedd4 (Leykauf 2006), l’ubiquitination associée à la 

phosophorylation est un signal conduit à l’adressage des connexines dans le protéasome ou le lysosome 

pour y être dégradées (Falk et al., 2014). 

SUMOylation  
La SUMOylation est une modification post-traductionnelle moins connue qui consiste en l’ajout de « small 

ubiquitin-like modifiers », (SUMO) faisant partie d’une famille de protéine « ubiquitin-like » qui sont 

capables de se lier à une lysine. La SUMOylation est un processus très proche de l’ubiquitination mais dont 

les effets sont très différents car ils n’induisent pas forcément une dégradation de la protéine cible dans 

le protéasome. Il a notamment été montré qu’elle participait à de nombreux processus tels que la 

transcription, la traduction ou encore le trafic cellulaire de protéines (Flotho and Melchior, 2013). Deux 

sites de SUMOylation ont été identifiés chez la Cx43 : les lysines 144 et 237, au niveau de la boucle 

intracellulaire et de l’extrémité C-terminale respectivement. Le remplacement de ces lysines par des 

arginines conduit à une réduction de l’expression de la Cx43 ainsi qu’à une augmentation de la présence 

de cette protéine dans la fraction soluble suggérant une réduction de la formation de jonctions 

communicantes (Kjenseth et al., 2012). Cependant les mécanismes restent méconnus et l’identification du 

compartiment dans lequel a lieu la SUMOylation pourrait permettre de comprendre comment celle-ci 

affecte le trafic intracellulaire de la Cx43.  

Nitrosylation  
La S-nitrosylation est une modification post-traductionnelle mettant en jeu l’oxyde nitrique (NO) qui peut 

se lier à la fonction thiol d’une cystéine réactive et produire un S-nitrosothiol. L’effet du NO sur les 

hémicanaux et les jonctions communicantes a d’abord été étudié dans le système vasculaire et a permis 

de montrer que le NO diminue le couplage des jonctions composées de Cx37 dans les cellules endothéliales 

microvasculaires (McKinnon et al., 2009). Dans les cellules de la jonction myoendothéliale, l’expression de 

Cx43 est augmentée et celle-ci est constitutivement nitrosylée au niveau de la cystéine 271 : la dé-

nitrosylation diminue le couplage à la jonction myoendothéliale (Straub et al., 2011). Enfin la S-

nitrosylation a aussi un effet sur les hémicanaux astrocytaires composés de Cx43 : l’inhibition métabolique 
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des astrocytes corticaux provoque à la fois une déphosphorylation de la Cx43 mais aussi une S-

nitrosylation, conduisant à une augmentation de l’ouverture des hémicanaux (Retamal et al., 2006).  

Glycosylation 
La Glycosylation est une modification post-traductionnelle ayant lieu dans le réticulum endoplasmique ou 

l’appareil de Golgi et qui consiste en l’ajout d’un glucide à un une protéine qui sera alors dite glycosylée. Il 

existe deux types de glycosylation : i) la N-glycosylation qui consiste à l’ajout d’un sucre sur une asparagine 

et la ii) O-glycosylation qui consiste en l’ajout d’un sucre sur une sérine ou une thréonine. La glycosylation 

peut affecter la structure tridimensionnelle, le trafic intracellulaire, la stabilité d’une protéine ainsi que ses 

interactions avec ses partenaires. Seule la glycosylation de la Cx43 a été démontrée et son inhibition induit 

une augmentation de son expression membranaire. Elle provoque également la phosphorylation de la 

Cx43 et une augmentation de son ouverture via la voie de l’AMP cyclique (Wang and Rose, 1995; Wang et 

al., 1995). 

Méthylation et acétylation  
L’épigénétique consiste en la modification de la transcription de certains gènes et notamment par le biais 

de méthylation de l’ADN ou par l’acétylation des protéines d’histones. Cependant ces modifications 

peuvent directement affecter d’autres protéines comme les connexines. En effet six sites de méthylation 

ont été détectés par spectrométrie de masse sur la Cx26. Un de ces sites est l’arginine 75, qui par mutation 

donne lieu à des canaux non fonctionnels (Axelsen et al., 2013).  

ii) Facteurs extrinsèques régulant les fonctions des connexines dans le SNC 

En plus de facteurs intrinsèques, de nombreux facteurs présents dans l’environnement sont susceptibles 

de modifier l’expression et les fonctions hémicanal et jonction communicante des connexines dans le SNC. 

Ces facteurs peuvent provenir des cellules environnantes ou de cellules infiltrantes et peuvent à la fois 

être impliqués en condition physiologique (facteurs de croissance, cytokines anti-inflammatoires) ou 

pathologique (neuroinflammation, hypoxie ischémie …). 

Cytokines et facteurs de croissance 
Les cytokines et les facteurs de croissances peuvent moduler l’expression et la fonction des connexines. 

Dans le SNC, l’activité des connexines est modulée par les cytokines proinflammatoires telles que l’IL-1  

et le TNF-  qui, combinées, réduisent drastiquement l’activité jonction communicante mais augmentent 

l’activité hémicanal (Hinkerohe et al., 2005; Même et al., 2006; Retamal et al., 2007a; Froger et al., 2009, 
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2010; Orellana et al., 2013). De la même façon l’IL-6, le TNF-  et le TGF- 3 et l’IFN-

le couplage intercellulaire via les jonctions communicantes et ce plus efficacement si elles sont combinées 

(Reuss and Unsicker, 1998; Même et al., 2006; Guo et al., 2007; Retamal et al., 2007a; Haghikia et al., 2008; 

Froger et al., 2009). Ces effets peuvent être bloqués par la présence de cytokines anti-inflammatoires 

telles que le TGF- -  (Robe et al., 2000; Hinkerohe et al., 2005). 

Par ailleurs, les facteurs de croissances sont également capables de réguler les fonctions des connexines. 

Le FGF-2, qui participe à la différenciation et la survie des cellules gliales et des neurones, diminue le 

couplage intercellulaire (Reuss and Unsicker, 1998; Reuss et al., 2000). Le FGF-1 augmente l’activité 

hémicanal alors que le FGF-2 et l’EGF (pour « epidermal growth factor ») la diminuent (Morita et al., 2007; 

Garre et al., 2010).  

Purines et neurotransmetteurs 
L’ATP extracellulaire peut activer des récepteurs purinergiques métabotropiques (P2Y) ou ionotropiques 

(P2X) qui ont la capacité de moduler les communications intercellulaires entre neurones et cellules gliales. 

Ainsi il a été montré qu’en se fixant à des récepteurs métabotropiques, l’ATP réduit l’activité jonction 

communicante entre astrocytes (Enkvist and McCarthy, 1992; Même et al., 2004). Cet effet peut être 

bloqué par des antagonistes des récepteurs P2Y mais pas P2X. De plus l’ATP augmente l’activité hémicanal 

par l’activation des récepteurs P2Y et P2X (Baroja-Mazo et al., 2013). La libération d’ATP pourrait aussi 

provenir d’une augmentation de l’activité de la pannexine-1 (Orellana et al., 2011). Une autre purine, 

l’AMPc, modifie l’expression des connexines en augmentant la formation de jonction communicantes soit 

par une augmentation de l’expression soit par une redistribution membranaire (Oyamada et al., 2005).   

La dopamine, un neurotransmetteur modulant les synapses excitatrices dans de nombreuses régions 

cérébrales, est également capable de diminuer le couplage cellulaire entre neurones comme entre les 

cellules horizontales de la rétine (Piccolino et al., 1984). La réduction du couplage entre neurones par le 

GABA, principal neurotransmetteur inhibiteur du SNC, a été démontrée dans la région hypothalamique 

(Park et al., 2011). Enfin, l’effet du glutamate, principal neurotransmetteur excitateur du SNC, sur les 

fonctions des connexines a été largement étudié. Le glutamate, ou les agonistes des récepteurs au 

glutamate, augmentent les activités hémicanal et jonctions communicantes dans les neurones et les 

astrocytes (Kristian Enkvist and McCarthy, 1994; Blomstrand et al., 1999; Rouach et al., 2000; Takahashi et 

al., 2010). Aussi, le glutamate pourrait participer à la libération d’ATP (De Vuyst et al., 2009) par les 
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hémicanaux : ce mécanisme serait impliqué dans la propagation de vagues calciques entre astrocytes. 

(Torres et al., 2012).  

Stress oxydant 
Les radicaux libres comme les espèces réactives de l’oxygène, peuvent aussi altérer les fonctions des 

connexines. Par exemple, le peroxyde d’hydrogène augmente l’activité jonction communicante entre 

astrocytes (Rouach et al., 2004) alors que l’oxyde nitrique la diminue  (Ball et al., 2011). Mais aussi l’acide 

arachidonique et l’oxyde nitrique augmentent l’activité hémicanal de la Cx43 (De Vuyst et al., 2009). 

En conclusion, de nombreux facteurs extracellulaires et intracellulaires peuvent réguler la fonction des 

connexines dans des contextes physiologiques, de manière région-dépendante, et peuvent être 

dérégulés en contexte pathologique.  

F. Rôles des connexines dans le fonctionnement du SNC 

Les connexines sont impliquées dans de très nombreux processus du SNC car elles sous-tendent le réseau 

neuroglial et les communications entre cellules gliales et neurones, que ce soit durant le développement 

ou à l’âge adulte.  

i) Expression et rôle des connexines durant le développement du SNC 

Durant le développement, les cellules progénitrices, les neuroblastes et les cellules en prolifération sont 

fortement couplées par des connexines (Bruzzone and Dermietzel, 2006). Ainsi, il existe des oscillations 

calciques entre les cellules de la zone sous ventriculaire (ZSV) permettant la coordination et la régulation 

de la prolifération des précurseurs neuraux (Maeda and Tsukihara, 2011).  

Les hémicanaux sont nécessaires à l’initiation de vagues calciques en libérant de l’ATP qui, en activant les 

récepteurs purinergiques (P2Y), permet la propagation de ces vagues calciques entre les cellules de la glie 

radiale et participe à la prolifération de précurseurs neuronaux (Weissman et al., 2004) (Figure 16A).  

Les jonctions communicantes participent à la synchronisation des activités cellulaires entre les cellules 

faisant partie d’un même domaine fonctionnel (Bittman et al., 1997; Swayne and Bennett, 2016). En effet, 

les jonctions communicantes sont une voie privilégiée pour l’échange de petites molécules de signalisation 

tels que l’inositol tri-phosphate (IP3) et la propagation de vagues calciques qui participeraient à la division 

asymétrique et à la différenciation des précurseurs neuronaux (Yuste et al., 1995; Kandler and Katz, 1998; 
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Swayne and Bennett, 2016) (Figure 16B). Les connexines pourraient également avoir une activité 

indépendante de la fonctionnalité du canal comme des propriétés d’adhésion, régulant la migration 

cellulaire (Elias et al., 2007, 2010; Elias and Kriegstein, 2008; Qi et al., 2016).  

Figure 16 : Modèle hypothétique de 

communication intercellulaire durant la 

neurogénèse. A) Dans les phases précoces du 

développement, les hémicanaux de connexines 

initieraient des vagues calciques via la libération 

d’ATP qui en se fixant aux récepteurs purinergiques 

métabotropiques des cellules voisines déclencherait 

la production d’IP3 provoquant la sortie de Ca2+ du 

RE. Puis l’IP3 ou le Ca2+ déclencherait l’ouverture 

des hémicanaux, la libération d’ATP, et ainsi de 

suite. Ce mécanisme serait impliqué dans la 

coordination du cycle cellulaire. B) Plus tardivement 

durant le développement, les hémicanaux et les 

jonctions communicantes participeraient, 

ensemble, à la propagation de vagues calciques au 

sein des cellules précurseur coordonnant leur 

migration et favorisant la division asymétrique. 

Schéma adapté de Bruzzonne and Dermietzel, 2006 

 

L’expression spatio-temporelle des connexines gliales et neuronales évolue au cours du développement 

jusqu’à l’âge adulte (Figure17).  

En effet, une étude de Nadaraj et collaborateurs a montré, chez le rat, que les connexines astrocytaires 

Cx26 et Cx43 sont exprimées dès les stades embryonnaires E12 et que leur expression augmente jusqu’à 

E16 puis diminue à E19 (Nadarajah et al., 1997). Après la naissance, l’expression de la Cx26 augmente 

transitoirement jusqu’à P14 puis diminue alors que l’expression de la Cx43 augmente. Cette balance 

d’expression a été confirmée par d’autres études : expression de la Cx43 et absence de Cx26 aux stades 

P7 à P21 et à l’âge adulte dans le Locus Coeruleus (Van Bockstaele et al., 2004) ; expression embryonnaire 
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aux stades E14 à E18 de la Cx26 et de la Cx43 dans le cortex (Cina et al., 2007). La Cx30, une autre connexine 

astrocytaire, n’est pas exprimée aux stades embryonnaires (Cina et al., 2007). In vitro, l’expression de la 

Cx30 est plus tardive que celle de la Cx43 et nécessite la présence de neurones (Koulakoff et al., 2008; Wan 

et al., 2013). Mais aussi, les Cx43 et Cx30 sont exprimées par les précurseurs impliqués dans la 

neurogénèse adulte (Liebmann et al., 2013; Swayne and Bennett, 2016).  

 Les connexines neuronales, Cx36 et Cx45, sont fortement exprimées dans le cortex aux stades 

embryonnaires E14 à E18 (Cina et al., 2007). L’expression spatio-temporelle de ces connexines suit un 

schéma différent des connexines astrocytaires. La Cx45, comme la Cx26 astrocytaire, est exprimée dans la 

ZSV mais également dans la plaque corticale alors que la Cx36, comme la Cx43 astrocytaire, est fortement 

exprimée dans la ZSV mais moins dans la plaque corticale (Van Bockstaele et al., 2004; Cina et al., 2007; 

Elias et al., 2007). L’expression de la Cx36 devient entièrement neuronale au cours du développement, son 

rôle dans la différenciation neuronale a été démontré in vitro (Hartfield et al., 2011). De plus, son 

expression est stable entre P7 et l’âge adulte (Van Bockstaele et al., 2004). L’expression de la Cx45 est 

dynamique, dans le mésencéphale et la substance noire. Elle est d’abord augmentée entre E16 et E18 puis 

diminuée entre E18 et P0 et enfin stable entre P0 et l’âge adulte (Leung et al., 2002).  Dans la moelle 

épinière, la Cx36 est exprimée par 90% des motoneurones pendant le développement et à l’âge adulte 

alors que l’expression de la Cx45 diminue après la naissance et environ 50% des motoneurones l’expriment 

à l’âge adulte (Chang et al., 1999). 

L’expression des connexines oligodendrocytaires durant le développement évolue en suivant leur stade 

de différenciation et la mise en place de la myélinisation. Notamment, la Cx32 n’est pas exprimée aux 

stades embryonnaires mais son expression augmente après la naissance dès P7 (Nadarajah et al., 1997; 

Van Bockstaele et al., 2004; Cina et al., 2007). Chez les précurseurs oligodendrocytaires, l’expression de la 

Cx47 est très importante alors que les Cx29 et Cx32 ne sont pas ou très peu exprimées. Puis durant la 

différenciation en oligodendrocytes matures puis durant la myélinisation l’expression de la Cx47 diminue 

et l’expression des Cx32 et Cx29 augmente. La formation de jonctions communicantes hétérotypiques ou 

homotypiques débute un peu avant la mise en place de la myélinisation suggérant leur implication dans la 

myélinisation.  
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Figure 17 : Evolution de l’expression des connexines au cours du développement du SNC : des lignées 

astrocytaires (Cx26, Cx43 et Cx30), neuronales (Cx45, Cx36), et oligodendrocytaires (Cx47, Cx32 et Cx29) 

des stades embryonnaires E12-E19, post-natal P0-P14, jusqu’à l’âge adulte. Figure adaptée à partir de Li 

et al. 2014 et complétée avec les informations de Nadaraj et al., 1997 ; Von Bockstaele et al., 2004 ; Cina 

et al., 2007 ; Leung et al., 2002 ; Chang et al., 1999. 

ii) Réseau astrocytaire et réseau neuroglial 

Les connexines jouent un rôle particulièrement important dans les communications cellulaires, inter-

astrocytaires et celles avec les autres cellules gliales et les neurones. Comme évoqué précédemment, les 

astrocytes sont très fortement connectés les uns aux autres via des jonctions communicantes. Les 

astrocytes sont également présents au sein de l’unité neuro-glio-vasculaire, à la synapse, au nœud de 

Ranvier et communiquent également avec les oligodendrocytes. Ainsi, ils sont une voie privilégiée de 
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communication entre tous ces acteurs, connectés dans un réseau neuroglial pour assurer la régulation de 

l’homéostasie du SNC. Une parfaite synchronisation spatio-temporelle entre les différents acteurs est 

requise. Les astrocytes sont organisés sous forme de réseaux dont les secteurs sont bien distincts et ne se 

recouvrent pas (Sofroniew and Vinters, 2010). C’est au sein de ces réseaux que sont propagées des vagues 

calciques, permettant la transmission de signaux à longue distance dans le SNC par une communication 

de large réseaux astrocytaires (Cornell-Bell et al., 1990; Scemes and Giaume, 2006). Comme nous l’avons 

évoqué, les connexines sont impliquées dans la propagation de ces vagues calciques, les inhibiteurs de 

connexines réduisant fortement les augmentation de [Ca2+]i entre cellules voisines (Giaume and Venance, 

1998; Scemes and Giaume, 2006).  

Le réseau neuroglial et homéostasie du potassium : Le réseau neuroglial, établi par les connexines est 

également impliqué dans la régulation des concentrations en K+. En effet, comme expliqué 

précédemment, le K+ libéré durant l’activité neuronale peut être délétère pour le maintien de l’excitabilité 

neuronale et la propagation saltatoire des potentiels d’action le long des axones myélinisés. Le mécanisme 

de K+ «spatial buffering » est ainsi essentiel pour le fonctionnement neuronal (Rash, 2010). Ce mécanisme 

repose sur deux conditions i) les cellules gliales doivent former un réseau par lequel les mouvements de 

K+ doivent pouvoir se propager sur de longues distances, et ii) ces cellules doivent être très perméables au 

K+ pour permettre l’entrée et la sortie de celui-ci à travers la membrane plasmique (Kofuji and Newman, 

2004). Ainsi, le réseau formé par les connexines est une des conditions essentielles à la mise en place de 

ce mécanisme. Il permet ainsi aux astrocytes et aux oligodendrocytes de récupérer l’excès de potassium, 

de le propager dans le réseau et de le libérer dans la circulation sanguine (Figure 17) (Lapato and Tiwari-

Woodruff, 2018). L’implication des connexines dans le K+ «spatial buffering » a été démontrée, notamment 

dans un modèle de délétion des connexines astrocytaires Cx30 et Cx43 dans lequel une accumulation de 

K+ était associée à un plus long délai d’élimination du K+ durant l’activité neuronale. Cela démontre un 

déficit de  K+ «spatial buffering » en l’absence de connexines astrocytaires (Wallraff, 2006). De plus, 

l’association entre les jonctions communicantes astrocytaires et les canaux hydriques d’AQP4 suggèrent 

que les mouvements d’ions et d’eau sont coordonnés et participent à ce mécanisme (Rash, 2010).  

Support métabolique des neurones : Les connexines sont impliquées dans le couplage métabolique entre 

astrocytes, neurones et oligodendrocytes. Comme précédemment évoqué, les astrocytes sont une source 

de métabolites énergétiques pour les neurones. En effet, ils prélèvent le glucose, le stockent sous forme 

de glycogène, mais également distribuent le lactate aux oligodendrocytes et aux neurones. Les jonctions 

communicantes astrocytaires sont perméables aux métabolites énergétiques que sont le lactate et le 
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glucose (Giaume et al., 2010). Le lactate peut donc circuler dans le réseau astrocytaire via les jonctions 

communicantes et être distribué aux neurones via les transporteurs aux monocarboxylates (MCT). Les 

connexines jouent ici un rôle de couplage, en permettant le transport du lactate dans le réseau astrocytaire 

(Figure 17). Elles participent aussi à la propagation de signaux comme les vagues calciques permettant de 

synchroniser une augmentation d’activité neuronale avec l’augmentation du flux sanguin et du 

prélèvement de métabolites énergétiques.  

 

Figure 17: K+ Spatial buffering et réseau neuroglial. Les astrocytes sont responsables de la recapture du 

K+ libéré lors de l’activité neuronale et le redistribuent dans le réseau glial via les jonctions communicantes 

pour l’évacuer via la circulation sanguine. Cela permet de réguler l’excitabilité neuronale. Les astrocytes 

peuvent également jouer un rôle à la synapse via la gliotransmission et la régulation des taux de glutamate 

via les hémicanaux. Les astrocytes sont aussi capables de prélever le glucose et de le distribuer dans le 

réseau neuroglial pour fournir des métabolites énergétiques (glucose et lactate) aux neurones et aux 

oligodendrocytes. Figure adaptée de Lapato and Tiwari-Woodruff, 2018. 
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iii) Les connexines au sein de l’unité neuro-glio-vasculaire 

Comme évoqué précédemment, la barrière hématoencéphalique (BHE) permet la protection du SNC 

d’agents potentiellement pathogènes ou toxiques présents dans la circulation sanguine. Mais la BHE est 

aussi considérée comme un élément de l’unité neuro-glio-vasculaire (NGV) car elle permet la régulation 

de la composition du microenvironnement par le contrôle des échanges moléculaires et ioniques entre le 

sang et le parenchyme. Au sein de l’unité NVG, les connexines sont exprimées à la fois dans les cellules 

endothéliales mais aussi au niveau des pieds astrocytaires bordant les vaisseaux. 

Dans les cellules endothéliales des capillaires, les connexines sont exprimées et ont des activités 

hémicanal ou jonction communicante. Les connexines sont associées aux autres protéines du complexe 

jonctionnels que sont les jonctions adhérentes (cadhérine) et serrées (Occludine et claudine) qui limitent 

la diffusion paracellulaire depuis le sang vers le parenchyme. La famille de protéines « zona occludin 

protein » (ZO1, ZO2 et ZO3) sont également présentes dans le cytoplasme afin d’ancrer les protéines de 

jonction serrées au cytosquelette.  

L’expression des connexines dans les cellules endothéliales varie selon les différentes régions de l’arbre 

vasculaire et comprend trois types de connexines : les Cx40, Cx37 et Cx43 (De Bock et al., 2017; Zhao et 

al., 2018). L’expression de la Cx43 est plus importante dans la microvasculature et l’augmentation de son 

expression est associée avec une hyper perméabilité vasculaire (Zhao et al., 2018). Dans les malformations 

familiales de cavernome cérébral de type III, cette hyperperméabilité a été associée à une dislocation de 

ZO1 des jonctions serrées et à l’augmentation d’activité jonction communicante de la Cx43. La 

fonctionnalité de la BHE peut être rétablie par l’utilisation d’un inhibiteur de jonctions communicantes 

composées de Cx43 (le peptide inhibiteur Gap27) qui rétablit la structure des complexes jonctionnels et 

diminue la taille des plaques de jonction communicante (Johnson et al., 2018).  

Cependant, les connexines peuvent participer aux propriétés de barrière sans qu’une modification de leur 

expression ou de celle des protéines de jonction ne soit observée. En effet, le blocage des connexines dans 

les cellules endothéliales de la BHE porcine, conduit à une augmentation de la perméabilité au mannitol 

et une diminution de la conductance transmembranaire, deux caractéristiques d’une rupture des fonctions 

de barrière. Cependant, aucune modification d’expression ou de localisation ni des connexines ni des 

protéines de jonction n’a été observée après blocage des connexines endothéliales (Nagasawa et al., 

2006).   
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Dans les astrocytes de l’unité neuro-glio-vasculaire, les Cx43 et Cx30 sont majoritairement exprimées et 

enrichies au niveau du pieds astrocytaire. L’étude de leur implication dans la BHE a été réalisée dans un 

modèle de double délétion des connexines Cx43 (délétion uniquement dans les astrocytes) et Cx30 

(délétion globale). Dans ce modèle, les astrocytes présentent une diminution de l’expression d’AQP4 et du 

-dystroglycan (permettant l’ancrage du pieds astrocytaire à la lame basale) associée à un gonflement des 

pieds astrocytaires et une augmentation de la perméabilité de la BHE lors d’une augmentation de pression 

hydrostatique vasculaire ou de stress mécanique (Ezan et al., 2012).  

Par ailleurs, en absence de Cx43 astrocytaire, le cerveau n’est plus en mesure de conserver une quiescence 

immune. Une augmentation de l’infiltration de cellules immunes telles que des lymphocytes B, des 

lymphocytes T (CD4 et CD8), des macrophages ou de neutrophiles résulte de l’activation des cellules 

endothéliales et de la chémoattraction (Boulay et al., 2015). Les cellules microgliales deviennent des 

cellules présentatrices de l’antigène et les cellules infiltrées développent des réponses humorales 

autoimmunes.  

En résumé, le rôle des connexines gliales à la BHE est complexe mais crucial en contexte physiologique 

et pourrait être impliqué dans des contextes pathologiques.  

iv)Connexines, activité synaptique et cognition 

Au fil de la découverte des multiples rôles des cellules gliales, la notion de synapse a évolué et le concept 

de synapse tripartite, incluant la glie, est maintenant soutenue par plusieurs travaux (Perea et al., 2009). 

Les cellules microgliales et les astrocytes libèrent des molécules actives augmentant ou diminuant la force 

d’une synapse (Abudara et al., 2018) (Figure 18). Cette libération de molécules actives, aussi appelée 

gliotransmission, implique plusieurs mécanismes dont la voie vésiculaire, les hémicanaux, composés de 

connexines, ou les pannexons, composés de pannexines (Boite 4, Figure 18A).  

Dans les conditions physiologiques, les hémicanaux et pannexons sont impliqués dans divers processus 

cognitifs comme la mémoire et l’apprentissage (Stehberg et al., 2012; Walrave et al., 2016). En effet, le 

blocage des hémicanaux de Cx43 in vivo, par un peptide inhibiteur spécifique, a permis de montrer leur 

implication dans des phénomènes de consolidation mnésique au cours du conditionnement à la peur. Les 

hémicanaux de Cx43 seraient essentiels pour la gliotransmission car les capacités d’apprentissage des 

animaux sont restaurées lorsque le peptide bloqueur est co-infusé avec des gliotransmetteurs comme le 

glutamate, l’ATP, la D-Sérine ou la glycine (Stehberg et al., 2012). De même, le blocage des hémicanaux de 
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Cx43 in vivo, avec le peptide inhibiteur GAP19, interfère avec la mémoire spatiale à court terme dans une 

tâche de labyrinthe en Y (Walrave et al., 2016).   

L’ouverture des hémicanaux semble ici être impliquée dans la gliotransmission, or les hémicanaux sont 

supposés être non fonctionnels dans les conditions physiologiques (Contreras et al., 2003). Cependant la 

plupart des études sur les mécanismes d’ouverture des hémicanaux ont été réalisées dans des modèles 

d’expression exogènes, au sein de lignées cellulaires, où les taux d’oxygène sont bien supérieurs à ceux 

rencontrés dans les vaisseaux (21% versus 10 à 12%).  De plus, les agents réducteurs et oxydants peuvent 

moduler la phosphorylation de Cx43 et ainsi son ouverture (Retamal et al., 2007b). Il serait alors possible 

que dans les cellules gliales in vivo, du fait de potentiel redox différents, les hémicanaux soient fonctionnels 

et puissent libérer les gliotransmetteurs et moduler l’activité synaptique.  

Parmi ces gliotransmetteurs l’ATP module l’activité synaptique en activant des récepteurs ionotropiques 

(P2X) ou métabotropiques (P2Y) présents sur les membranes des neurones pré- et/ou post-synaptiques 

(Figure 18B). L’activité des hémicanaux de Cx43 est impliquée dans la régulation de la transmission basale 

excitatrice par des mécanismes dépendant de l’ATP (Chever et al., 2014).  La gliotransmission, dépendante 

des hémicanaux de Cx43, permet la libération d’autres gliotransmetteurs tels que la D-sérine (Meunier et 

al., 2017) : un coactivateur  des récepteurs NMDA avec le glutamate. Ainsi, l’inhibition des hémicanaux de 

Cx43 conduit à une diminution de l’amplitude des courants NMDA dans le cortex préfrontal, en bloquant 

la gliotransmission et la libération de D-sérine. Ces études ont mis en évidence un rôle des hémicanaux, 

non seulement dans la transmission synaptique basale, mais aussi dans des mécanismes de plasticité 

synaptique.  

Les connexines sont également impliquées dans les réseaux neuronaux et leur coordination. Dans un 

modèle de délétion des connexines astrocytaires, Cx43 et Cx30, une altération des motifs de bouffées de 

potentiels d’action (bursts) neuronales au sein de l’hippocampe a été observée. Elle est associée à une 

dépolarisation des membranes des neurones pyramidaux, engendrant une activité spontanée durant les 

périodes de burst et est associée à une diminution de la probabilité de coordination des activités 

neuronales (Chever et al., 2016). Cela montre non seulement que les connexines sont impliquées dans la 

synchronisation des activités neuronales mais aussi qu’elles pourraient être des cibles thérapeutiques 

intéressantes dans les maladies caractérisées par une hyper-synchronisation des réseaux neuronaux 

comme au cours des convulsions épileptiques.  
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Enfin, il a été démontré que la connexine astrocytaire Cx30 peut moduler la transmission synaptique en 

induisant des modifications morphologiques chez l’astrocyte (Pannasch et al., 2014). En effet, chez des 

souris déficientes pour la Cx30, une diminution de la transmission synaptique glutamatergique ainsi 

qu’une diminution de la potentialisation à long terme sont observées et sont associées à une 

augmentation de la taille des prolongements astrocytaires pénétrant au sein des synapses. Ainsi, par une 

fonction indépendante de la fonction canal, la Cx30 régule la présence de l’astrocyte à la synapse et 

module la recapture du glutamate.  

 

Figure 18 (légende ci-contre) 
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Figure 18 : Mécanisme d’interactions neurone-glie, gliotransmission et implication des connexines dans 

la synapse tripartite. A) Les cellules gliales et les neurones échangent des neurotransmetteurs et des 

gliotransmetteurs par exocytose dépendant du Ca2+ ou de SNARE, respectivement (1). La libération peut 

également se produire par d’autres mécanismes comme l’ouverture d’hémicanaux ou de pannexons (2). 

L’activation maintenue des récepteurs purinergiques comme P2X pourrait également participer dans la 

libération de gliotransmetteurs (3) et une autre théorie propose que les récepteurs P2X induisent 

l’activation d’une voie non-sélective qui pourrait impliquer les pannexons (4). La libération de 

neurotransmetteurs et gliotransmetteurs peut aussi impliquer les « volume-regulated anion channels » 

(VRAC) (5) et des transporteurs ou co-transporteurs (6). Les cellules gliales et les neurones peuvent 

également communiquer par libération de petites vésicules comme les exosomes contenant des 

messagers cellulaires comme des ARN messagers (7). Les cellules gliales et neurones peuvent aussi être 

directement en contact via la formation de connections tubulaires dépendant de l’actine fibrillaire appelés 

« tunneling nanotubes » permettant d’échanger des messagers (8) ou des contacts membranaires par 

complexes jonctionnels (9) ou encore la présence de jonctions communicantes permettant l’échange 

direct de molécules entre ces deux types cellulaires (10). Schéma adapté de Abudara et al., 2018. B) 

Schéma de l’astrocyte au sein d’une synapse tripartite glutamatergique. L’expression de transporteurs aux 

glutamates permet aux astrocytes de réguler la présence du glutamate libéré dans la fente synaptique. Le 

glutamate peut se fixer aux récepteurs ionotropiques NMDA et AMPA mais aussi métabotropiques mGluR 

et exercer ses fonctions à la synapse mais aussi activer la gliotransmission astrocytaire. Les hémicanaux 

(HC) de Cx43 sont impliqués dans la gliotransmission en libérant des molécules comme l’ATP ou le 

glutamate qui peuvent moduler la fonction synaptique via leurs récepteurs ionotropiques ou 

métabotropiques.  

Les communications entre astrocytes et neurones, notamment par le biais de la gliotransmission 

impliquant les hémicanaux de connexine, sont ainsi cruciales pour réguler la fonction synaptique.  

v) Les connexines et la myélinisation 

De nombreuses études ont montré l’implication des connexines dans la myélinisation et proviennent en 

grande parties de la délétion de gènes, aussi appelés « knock-out » (KO), codant pour des connexines 

gliales (astrocytaire ou oligodendrocytaire) dans des modèles murins (Figure 19).  

Le KO d’une connexine oligodendrocytaire, la Cx47 ou la Cx32, dans un modèle murin est viable, les 

animaux ne présentent pas d’anomalies comportementales et aucune démyélinisation n’est observée.  
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A l’inverse, un double KO des Cx47 et Cx32 conduit à d’importants troubles comportementaux suivis par 

la mort des animaux à 6 semaines après la naissance. Ces souris présentent des anomalies de myéline, 

avec une gaine fine ou absente, des vacuolisation ou la mort d’oligodendrocytes et une perte axonale 

(Nelles et al., 1996; Menichella et al., 2003) (Figure 19b). Mais aussi, le remplacement de la Cx32, par 

croisement des animaux double KO Cx47 et Cx32 avec des animaux exprimant la Cx32 humaine permet de 

contrecarrer ce phénotype hypomyélinisant (Schiza et al., 2015).  

Par ailleurs, un modèle animal reproduisant une mutation du gène  de la Cx32, associée à la pathologie de 

Charcot Marie-Tooth liée au X, a permis de montrer, que bloquer la fonction de la Cx32, sans altérer son 

expression, provoquait une altération de la myélinisation à la fois dans le SNC et le SNP (Sargiannidou et 

al., 2009). De même, une mutation du gène de la Cx47 est associée à la maladie de type Pelizaeus-

Merzbacher, caractérisée par une importante altération de la myélinisation. Cette mutation provoque une 

accumulation de la Cx47 dans le réticulum endoplasmique, prévenant la formation de jonctions 

communicantes, ce qui, en conséquence, induit une perte de fonction de la Cx47 (Orthmann-Murphy et 

al., 2007). Ces études suggèrent que la fonction, au-delà de l’expression, des connexines 

oligodendrocytaires Cx47 et Cx32 est primordiale dans le processus de myélinisation.  

Par ailleurs l’implication des connexines astrocytaires dans la myélinisation a également fait l’objet 

d’études dans des modèles animaux de délétion des Cx43 et Cx30 (KO Cx43 ou KO Cx30). Le KO Cx43 global 

conduisant à un phénotype létal, la délétion de la Cx43 est donc ciblée au sein de l’astrocyte. Un modèle 

de KO Cx43 dans l’astrocyte conduit à l’augmentation de la vitesse de la propagation de la dépression ainsi 

qu’une augmentation de l’activité locomotrice associée à une baisse des performances motrices au test 

du Rotarod® (Frisch et al., 2003; Theis et al., 2003). Cependant les délétions individuelles d’une des 

connexines Cx43 ou Cx30 ne présentent pas d’altération de la myélinisation (Lutz et al., 2009).   

Dans un modèle de double délétion des Cx43 et Cx30 (KO Cx43/Cx30), les animaux présentent des vacuoles 

dans les oligodendrocytes de la substance blanche, des œdèmes au sein de la myéline et la présence 

d’astrocytes réactifs dans l’hippocampe, où des vacuoles sont également présentes (Lutz et al., 2009) 

(Figure 19c). En comparaison aux animaux KO Cx30, les animaux double KO Cx30/Cx43 présentent une 

altération des performances motrices au test du Rotarod® par rapport aux animaux sauvages.  Ces études 

montrent le rôle primordial des connexines astrocytaires dans le processus de myélinisation dont la 

délétion est probablement à l’origine d’un défaut de communications entre cellules gliales. 
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D’autres modèles de délétion combinée d’une connexine astrocytaire et d’une connexine 

oligodendrocytaire ont été étudiés afin de mieux comprendre l’implication du couplage entre astrocyte et 

oligodendrocyte dans la myélinisation. Le double KO Cx47/Cx30 présente des anomalies et myélinisation 

et environ 40% des animaux meurent entre 42 et 90 jours après la naissance (Figure 19e). De plus ces 

animaux présentent de très graves troubles moteurs et au niveau histologique une perte 

d’oligodendrocyte, une réactivité astrocytaire, une mauvaise myélinisation associée la présence de 

vacuoles dans la myéline et une activation microgliale (Tress et al., 2012).  

Le double KO Cx32/Cx43 est également caractérisé par des vacuoles au sein de la myéline et une mort 

prématurée entre 35 et 42 jours après la naissance (Magnotti et al., 2011) (Figure 19d). Ces animaux 

présentent également des crises épileptiques et des troubles moteurs et au niveau histologique, bien que 

la myéline ne soit pas ou peu atteinte, une perte astrocytaire est observée. Dans cette même étude, le 

double KO Cx43/Cx47 est évoqué mais ne présente pas d’altérations de la myéline, de la substance blanche 

ou du comportement (Magnotti et al., 2011). 

 

Figure 19 : modèles de délétion des connexines gliales et leurs effets sur la myéline. dKO = double 

délétion des gènes de deux connexines. Schéma issu de Li et al., 2014. 
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Modèles non-génétiques de démyélinisation impliquant les connexines  
Des altérations des connexines ont également été observées de façon concomitante avec la 

démyélinisation dans des modèles non-génétiques tels qu’un changement osmotique ou la 

neuroinflammation. Dans le premier, un changement osmotique brutal induit une démyélinisation qui est 

secondaire à une diminution d’expression des Cx43 et Cx47 qui précédait la mort astrocytaire (Gankam 

Kengne et al., 2011). Dans un modèle inflammatoire comme l’injection de LPS une dysfonction astrocytaire 

caractérisée par une perte de prolongements astrocytaires, une diminution d’expression d’AQP4 et des 

Cx30 et Cx43 est suivie d’une mort oligodendrocytaire et d’une démyélinisation (Sharma et al., 2010).   

Fonction des connexines dans la myélinisation 
Comme nous l’avons présenté précédemment (Cf paragraphe : Expression et rôle des connexines durant 

le développement du SNC), la différenciation oligodendrocytaire et la myélinisation sont associées à 

l’expression des connexines astrocytaires et oligodendrocytaires. En effet, il a été démontré que le niveau 

d’ARN messager de la Cx47 suit le même profil temporel que celui de la protéine de myéline proteolipid 

protein (PLP) (Menichella et al., 2003). Ainsi, l’apparition des connexines et l’évolution de leur expression 

suggère que la formation de jonctions communicantes entre ces cellules participe à la myélinisation (Li et 

al., 2014).  

Réseau glial et apport énergétique : La notion de réseau panglial ou de réseau glial réfère à la présence 

d’un couplage intercellulaire fonctionnel et plastique qui est sous-tendu par les connexines. Ainsi le réseau 

glial peut participer à la myélinisation par divers mécanismes. Premièrement, les connexines étant 

perméables au glucose et au lactate, elles sont une voie privilégiée pour leur prélèvement et leur transport 

au sein du réseau glial. Ainsi il a été démontré que les précurseurs oligodendrocytaires expriment les Cx47, 

Cx32 et Cx29 et présentent des hémicanaux qui participaient au prélèvement d’un analogue du glucose 

fluorescent et l’activation de ces hémicanaux dépendait d’une augmentation de concentration 

intracellulaire en calcium (Niu et al., 2016). De plus, bloquer les hémicanaux empêche la différenciation 

des OPCs en oligodendrocytes. Par ailleurs, les jonctions communicantes permettent l’échange de glucose 

entre astrocytes et oligodendrocytes différenciés (Niu et al., 2016).  

Ainsi, les astrocytes peuvent prélever le glucose avec leur transporteur au glucose GLUT1 depuis la 

circulation sanguine et le transférer aux oligodendrocytes via les jonctions communicantes. Le glucose 

peut ainsi servir à la glycolyse pour obtenir du pyruvate puis de l’ATP ou à la synthèse d’acides gras et de 

lipides pour la synthèse de la myéline à partir de l’acetyl-CoA (Li et al., 2014). De plus l’oligodendrocyte 
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peut fournir de l’énergie à l’axone en lui transférant du lactate via les jonctions communicantes réfléchies 

entre les différentes couches de myéline composées de Cx32 puis via les transporteurs aux 

monocarboxylates situés à la membrane de l’axone (Lee et al., 2012b).  

Connexines et homéostasie du microenvironnement pour la myélinisation : Comme précédemment 

expliqué, les connexines sont impliquées dans la régulation de l’homéostasie ionique et notamment de 

l’homéostasie du potassium. Or les phénotypes observés chez les double KO Cx43/Cx30 et Cx47/Cx32 sont 

très similaire au phénotype d’animaux KO Kir4.1 (Neusch et al., 2001). Mais également, dans le double KO 

Cx47/Cx32, la présence de vacuoles dans la myéline est corrélée à la stimulation de l’activité neuronale, 

qui provoque la libération de K+ (Menichella et al., 2006). Le mécanisme de régulation du K+ impliquerait 

donc les Cx.  

Le K+ est libéré dans l’espace péri axonal, qui est situé sous la gaine de myéline, Il ne peut donc pas 

directement être prélevé par l’astrocyte et doit traverser les différentes couches de la myéline. Ainsi, le K+ 

pourrait être prélevé par les hémicanaux de Cx29 ou de Cx47, ou par des canaux potassiques, présents sur 

les membranes oligodendrocytaires le long de l’axone puis circulerait à travers les jonctions 

communicantes de Cx32 entre les couches de myéline pour ensuite être redistribué dans le réseau 

astrocytaire (Rash, 2010; Li et al., 2014). Cela impliquerait des jonctions communicantes entre astrocytes 

et oligodendrocytes (Cx43/Cx47 ou Cx30/Cx32) et des jonctions communicantes entre astrocytes (formés 

de canaux de Cx30 et Cx43 hétéro ou homotypiques) permettant de faire circuler le K+ pour l’éliminer plus 

efficacement (Figure 20). Ainsi un défaut de régulation du K+ extracellulaire dû à une altération des 

connexines serait néfaste pour la myélinisation.  
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Figure 20 : Voie d’élimination de potassium libéré par l’activité neuronale au niveau du juxtaparanœud. 

L’entrée de Na+ au niveau du nœud de Ranvier via les canaux voltage dépendants est suivie d’une sortie 

de K+ par les canaux potassiques voltage dépendants situés au niveau du juxtaparanœud. K+ et H2O 

pénètrent dans l’espace périaxonal via des mécanismes encore méconnus mais pouvant impliquer la Cx29. 

Une barrière de diffusion du K+ est présente au niveau des boucles paranodales séparant l’espace 

périaxonal de l’espace extracellulaire (4). Le K+ traverse les différentes lamelles de myéline cytoplasmique 

formant les boucles paranodales via des jonctions communicantes formées de Cx32 (5) jusqu’à la couche 

externe de myéline. A ce niveau les jonctions communicantes hétérotypiques permettent le passage du K+ 

de l’oligodendrocyte vers l’astrocyte (6) puis dans le réseau astrocytaire via des jonctions communicantes 

homotypiques (7). Et enfin le K+ et H2O sont libérés dans la circulation sanguine grâce à la présence de 

canaux Kir4.1 et d’AQP4 (8,9). Schéma adapté de Rash, 2010. 
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G. Connexines, inflammation et pathologies 

Du fait de leur rôle dans de nombreux processus physiologiques du SNC, une modification de l’expression 

ou de la fonction des connexines a été suggérée dans de nombreuses pathologies du SNC. Les connexines 

seraient par exemple altérées dans certaines pathologies neurodégénératives comme la maladie 

d’Alzheimer, la maladie de Parkinson et la sclérose latérale amyotrophique (Mayorquin et al., 2018; Xing 

et al., 2019). L’expression de la Cx43 est augmentée dans les régions corticales présentant des plaques 

d’amyloïde , chez les patients et dans un modèle murin de la maladie d’Alzheimer, où elle est associée à 

une réactivité astrocytaire (Nagy et al., 1996; Mei et al., 2010). Il a été démontré, in vitro, qu’une ouverture 

des hémicanaux de Cx43 est impliquée dans les dommages aux neurones via la libération d’ATP et de 

glutamate par les astrocytes activés en condition ischémique et en présence de milieu conditionné de 

cellules microgliales traitées par de l’amyloïde-  (Orellana et al., 2011). L’augmentation d’expression de la 

Cx43 est également observée chez les patients atteints de la maladie de Parkinson dans la région de la 

substance noire, où une dégénérescence des neurones dopaminergiques est observée (Wang et al., 2013). 

Enfin, dans la sclérose latérale amyotrophique, une surexpression de Cx43 est associée à une 

augmentation des activités hémicanal et jonction communicante ainsi qu’à une augmentation des taux de 

Ca2+ intracellulaire, contribuant à la toxicité envers les motoneurones. Cet toxicité est en effet bloquée en 

présence d’un peptide inhibiteur des hémicanaux de Cx43 (Almad et al., 2016).  

Par ailleurs, dans une maladie neuroinflammatoire démyélinisante, la sclérose en plaques, une altération 

des connexines astrocytaires et oligodendrocytaires est observée. En effet, une étude 

anatomopathologique a montré une diminution de l’expression des connexines oligodendrocytaires Cx32 

et Cx47 au sein des lésions et une diminution de la Cx32 étendue dans la substance grise d’apparence 

normale. L’expression des connexines astrocytaires est également modifiée : la Cx30 est augmentée dans 

les lésions et la Cx43 est augmentée à la fois dans les lésions et dans la substance grise d’apparence 

normale. Ces modifications sont corrélées à l’inflammation et à la durée de la maladie (Markoullis et al., 

2014). Dans une autre étude anatomopathologique, une diminution de l’expression de Cx43 est observée 

dans les lésions avec une perte de jonctions communicantes entre astrocytes et oligodendrocytes 

composées de Cx43 et Cx47. Les auteurs ont également retrouvé une perte de connexines 

oligodendrocytaires Cx32 et Cx47 dans les lésions. La perte de Cx43 est ici associée à une progression plus 

rapide de la maladie (Masaki et al., 2013). 

Ainsi, les connexines sont impliquées dans les processus physiopathologiques de nombreuses atteintes 

du SNC, les positionnant comme d’intéressantes cibles pour la neuroprotection (Vicario et al., 2017). 
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III. Neuroinflammation et autoimmunité  
Le rôle crucial des cellules gliales dans le fonctionnement du SNC en fait des cibles préférentielles 

d’altérations fonctionnelles, impliquées dans la physiopathogenèse des pathologies neuroinflammatoires 

et autoimmune du SNC.   

A. Définition de l’immunité et ses composantes 

L’immunité comprend tous les mécanismes mis en œuvre par un organisme pour éliminer tout élément 

étranger qui est perçu comme une source potentielle de danger. Le système immunitaire (SI) comprend 

deux grandes composantes : innée ou adaptative qui interagissent et coopèrent dans la réponse immune.  

Système immunitaire inné : Le système immunitaire inné est constitué des monocytes/macrophages, des 

polynucléaires, des cellules dendritiques et des « natural killer » (NK) mais aussi de facteurs humoraux tels 

que les cytokines, chimiokines, granzymes et perforines. Les cellules du SI inné expriment des récepteurs 

de reconnaissance des motifs communs aux agents pathogènes (« pattern recognition receptors » – PRR) 

appelés PAMPS pour « pathogen associated molecular patterns ». Elles vont permettre une réponse rapide 

et transitoire qui sera suivie ou non d’une réponse immune adaptative.  

Système immunitaire adaptatif : Le système immunitaire adaptatif est composé de cellules présentatrices 

de l’antigène (CPA) comme les cellules dendritiques, de lymphocytes B (LB) qui une fois différenciés en 

plasmocytes vont produire des anticorps intervenant dans l’immunité adaptative humorale et de 

lymphocytes T (LT) de différents types (helper, cytotoxiques ou régulateurs). Le SI adaptatif est caractérisé 

par la reconnaissance spécifique d’antigènes qui sont présentés par les CPA et par la mise en place d’une 

mémoire immunitaire. 

L’immunité adaptative se met en place lorsque des cellules dendritiques ayant reconnu un élément 

étranger sont activées et migrent dans les organes lymphoïdes secondaires (rate et ganglions) où elles 

vont présenter un antigène (Ag) à leur surface via le complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) et des 

molécules de costimulation et vont libérer des cytokines et chimiokines permettant l’activation de 

lymphocytes T naïfs. Ainsi le LT naïf avec un récepteur T (TCR) spécifique d’un antigène donné sera activé 

via l’interaction de son TCR avec l’Ag présenté sur la cellule dendritique mais aussi la costimulation avec 

l’interaction CD28/B7. Ce LT activé devient un LT effecteur dont le type dépend de son environnement 

cytokinique et qui migre au site inflammatoire. Les lymphocytes B participent aussi à la réponse adaptative 

et sont aussi activés par la reconnaissance d’un Ag présenté par la cellule dendritique ou sous forme 
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soluble au sein des organes lymphoïdes secondaires. Les LB activés prolifèrent, et se différencient en 

plasmocytes produisant les immunoglobulines de type M (IgM) à faible affinité pour l’Ag. Puis la 

coopération des LB avec des LT helper, au sein du centre germinatif, aboutit à la formation de plasmocytes 

produisant des immunoglobulines de type G (IgG) ou anticorps (Ac) qui sont très affins des Ag. Certains 

deviendront des LB mémoires.  

Tolérance et auto-immunité : Afin de maintenir son intégrité, le SI doit à la fois être capable de reconnaitre 

des éléments étrangers mais de tolérer les éléments du soi afin d’éviter toute attaque non désirée des 

cellules du soi. La tolérance immune est un processus mis en place par le SI pour ne pas reconnaitre les 

antigènes du soi. Elle fait intervenir la tolérance centrale qui permet l’élimination par apoptose des LT et 

LB auto-réactifs reconnaissant des antigènes du soi avec une très forte affinité, c’est la sélection négative. 

Les LB auto-réactifs ne sont pas tous éliminés sous ce même mode mais certains subissent une édition de 

leur récepteur spécifique (BCR) pour le rendre moins afin. Cependant la sélection négative ne permet pas 

de supprimer tous les LB et LT auto-réactifs et certains sont retrouvés en périphérie. Il existe donc des 

mécanismes de tolérance périphérique permettant de contrôler les effets potentiellement délétères de 

ces cellules. Parmi ces mécanismes, l’anergie fait suite à une activation partielle entre LT et LB par 

l’interaction de leurs récepteurs et de l’antigène sans costimulation et conduit à des cellules non 

fonctionnelles.  Les lymphocytes T régulateurs participent également à la tolérance en supprimant 

l’activation et la prolifération de certaines cellules immunes comme les LT CD4 et CD8, les LB et le cellules 

NK soit par la libération de cytokines soit par interaction directe. Enfin les LB régulateurs sont également 

impliquées dans les mécanismes de tolérance par des actions régulatrices comme la libération de 

cytokines ou le contact direct avec les cellules du SI inné ou adaptatif.  

B. La neuroinflammation et son implication en contexte 
pathologique 

La vue du SNC comme un organe privilégié, protégé des interactions avec le système immunitaire a évolué 

au cours du temps et le SNC est aujourd’hui considéré comme un site de surveillance immune accrue (Negi 

and Das, 2018). Dans les organes et tissus périphériques, l’inflammation est liée à la reconnaissance d’un 

élément étranger (« non soi ») et potentiellement pathogène par le système immunitaire inné, tels que 

les macrophages, les cellules dendritiques ou les polynucléaires. Suite à une détection d’un élément « non 

soi » par une batterie de récepteurs « toll-like » (TLR) et de composant du complément, ces cellules 
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stimulent une réponse inflammatoire à l’origine du recrutement des lymphocytes du système immunitaire 

adaptatif, spécifiques de l’élément « non soi » (Tohidpour et al., 2017).  

Dans le SNC, la réponse innée repose sur les astrocytes et les cellules microgliales, ainsi que les 

macrophages infiltrés et les péricytes. Par ailleurs, la présence de cellules infiltrées dans le SNC est 

essentiellement limitée au liquide céphalo rachidien (LCR) et à l’espace sous arachnoïdien et permet de 

protéger le parenchyme cérébral. Les cellules immunes présentes dans le SNC sont pour la plupart des 

lymphocytes T et pour le reste des cellules dendritiques, présentatrices d’antigènes, et des macrophages 

(Negi and Das, 2018). La présence de lymphocytes T dans le SNC peut avoir des fonctions de surveillance 

immune, et notamment les lymphocytes T régulateurs (Treg) sont particulièrement importants pour 

limiter l’auto-immunité en limitant l’activation de cellules immunes et induisant la tolérance du soi : la 

fonction de ces cellules peut être altérée dans des maladies auto-immunes telles que la SEP (Pot et al., 

2011; Lowther and Hafler, 2012; Miron, 2017). Ainsi les interactions entre le SNC et le SI existent en 

contexte physiologique mais sont fortement altérées en contexte pathologique. 

i) Neuroinflammation : définition 

Le terme de neuroinflammation correspond à une inflammation du tissu nerveux, cerveau et/ou moelle 

épinière, et regroupe l’activation de cellules immunes résidentes, astrocytes et microglies, qui modifient 

leur phénotype et sécrètent des cytokines mais aussi l’infiltration de cellules immunes périphériques (du 

SI inné ou adaptatif) qui est souvent associée à une perturbation de la BHE. De plus la neuroinflammation 

est d’intensité et de durée variable selon les contextes et peut avoir des effets bénéfiques ou nocifs pour 

le SNC (DiSabato et al., 2016). La neuroinflammation est médiée par un certain nombre de cytokines et 

chémokines proinflammatoires, par des messagers secondaires, tels que l’oxyde nitrique ou les 

prostaglandines, et par les espèces réactives de l’oxygène et de l’azote. Ces facteurs sont produits par les 

cellules gliales activées : astrocytes et microglies, mais aussi par les cellules immunes infiltrées (DiSabato 

et al., 2016; Norden et al., 2016) 

ii) Cellules gliales et neuroinflammation 

Les cellules « immunes » résidentes du SNC, astrocytes et microglies, sont d’abord impliquées dans des 

processus physiologiques, comme par exemple au cours du développement cérébral via le phénomène de 

« synaptic pruning », et dans les fonctions d’apprentissage et de mémoire, où la signalisation entre les 

lymphocytes T et les cellules du SNC est impliquée (Ziv et al., 2006; Derecki et al., 2010; Schafer and 
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Stevens, 2013). Cependant, lors d’une stimulation endogène ou exogène, les astrocytes et cellules 

microgliales sont capables de modifier leur phénotype vers un profil dit « activé ». Selon les stimuli et le 

contexte, ce phénotype activé peut être délétère ou protecteur.  

Les cellules microgliales sont connues pour leur rôle dans l’immunité innée du SNC puisqu’elles sont 

capables de reconnaitre des éléments étrangers, potentiellement pathogènes, et d’agir comme des 

macrophages ce qui leur a valu les terminologies M1 et M2 que nous allons détailler (Kabba et al., 2018). 

En effet, les microglies activées sont de deux types dits M1 ou M2. Le premier type M1, conduit à la 

production de médiateurs de l’inflammation comme les espèces réactives de l’oxygène (ROS) et des 

cytokines/chimiokines proinflammatoires, molécules potentiellement cytotoxiques pour les neurones et 

les autres cellules gliales environnantes (Su et al., 2016; Tang and Le, 2016; Kabba et al., 2018) (Figure 

21B). Le deuxième type M2, serait plus protecteur conduisant à la production de cytokines anti-

inflammatoires et de facteurs de croissance pour stimuler la réparation tissulaire. Les microglies M2 

éliminent aussi les débris cellulaires et les cellules endommagées (Cherry et al., 2014; Tang and Le, 2016) 

(Figure 21C). La balance entre ces deux phénotypes de microglie est souvent altérée en contexte 

pathologique (Figure 21A).   
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Figure 21 : Modification du phénotype microgliale en contexte neuroinflammatoire. A) Durant la phase 

aigüe d’une atteinte du SNC, les microglies à l’état quiescent (jaune) peuvent être activées et adopter un 

phénotype M1 ou M2 en fonction des stimuli présents dans l’environnement. Schéma adapté de Cherry 

et al. 2014. B) Puis avec le maintien de la neuroinflammation au cours du temps, le phénotype M1 

microglial s’auto-entretient avec la libération de cytokines proinflammatoires comme IFN-g, IL-1b, TNF-a 

et la production d’espèces réactives de l’oxygène (ROS), ce phénotype est toxique et inflammatoire. C) Les 

thérapies visant à modérer la neuroinflammation agissent en inversant la balance et en augmentant la 

production de cytokines anti-inflammatoires comme IL-4, IL-10, IL-13 et TGF-B1 stimulant un phénotype 

microglial M2 anti-inflammatoire et neuroprotecteur. Schéma issu de Cherry et al., 2014.   

Les astrocytes sont également susceptibles de modifier leur phénotype en réponse à des stimuli exogènes 

ou endogènes. Les astrocytes participent également à l’immunité innée car ils expriment une batterie de 

récepteurs « Toll-like » (TLR) et de composant du complément, leur permettant de reconnaitre les 

éléments étrangers et d’induire une réponse innée puis adaptative en recrutant, par exemple, des cellules 

immunes périphériques (Farina et al., 2007). De plus, tout comme les cellules microgliales, les astrocytes 

participent à la régulation de la neuroinflammation et réagissent à de nombreux stimuli présents dans le 

milieu. Il a été démontré que des voies de signalisation différentes au sein de l’astrocytes peuvent avoir 

un impact bénéfique ou délétère sur ses fonctions, participant à diverses pathologies neuroinflammatoires 

(Colombo and Farina, 2016) (Figure 22). L’activation de ces voies de signalisation est provoquée par des 

stimuli extracellulaires comme des cytokines ou des chimiokines qui vont, via l’activation de leurs 

récepteurs, induire des voies de signalisation intracellulaires conduisant à l’activation de facteurs de 

transcription comme STAT3 et NF B. L’activation de STAT3, via des cytokines comme le TGF-  ou l’IL-6, 
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conduirait à un phénotype astrocytaire bénéfique favorisant la survie neuronale et préservant la myéline. 

Cependant l’activation de NF B, via des cytokines proinflammatoires comme l’IL-17, conduirait à un 

phénotype astrocytaire délétère, participant dans la mort neuronale et la démyélinisation dans des 

modèles de pathologies neuroinflammatoires.  

Figure 22 : Voies de signalisations astrocytaires et leur rôle dans la neuroinflammation. La présence de 
médiateurs extracellulaires (cytokines, chimiokines, enzymes, ganglioside, sphingolipides…) active des 
récepteurs exprimés par l’astrocyte. Cela induit différentes voies de signalisation intracellulaire qui vont 
soit activer, soit inhiber les facteurs de transcription STAT3 et NF B. L’activation de ces facteurs de 
transcription provoque leur translocation nucléaire, la modification de la transcription de gènes, induisant 
un phénotype astrocytaire : bénéfique (STAT3) ou délétère (NF B). Abréviations: B4GALT6: b-1,4-
galactosyltransferase 6; BDNF: brain-derived neurotrophic factor; CCL: C-C motif chemokine ligand; ER: 
oestrogen receptor; IFN R: interferon gamma receptor; IkK: I B kinase complex; IL17R: interleukin 17 
receptor; JAK: Janus kinase; NFkB: nuclear factor kappa B; S1P1: sphingosine -1-phosphate receptor 1; 
SOCS3:  suppressor of cytokine signaling 3; STAT3: signal transducer and activator of transcription 3; TGF-

R: transforming growth factor  receptor; TRKB-T1: truncated tropomyosin receptor kinase B; VEGF: 
vascular endothelial growth factor. Schéma issu de Colombo and Farina, 2016. 
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Fait intéressant, les cellules microgliales activées peuvent déclencher une réactivité astrocytaire, 

démontrant la collaboration de ces deux types cellulaires dans la neuroinflammation (Liddelow et al., 

2017). En effet, les cellules microgliales induisent un phénotype astrocytaire réactif, nocif via la production 

d’IL-1 , de TNF-  et du composant du complément C1q. Ainsi, ces facteurs sont suffisants pour modifier 

profondément le phénotype astrocytaire, en un phénotype dit A1, qui perd ses fonctions bénéfiques sur 

la survie neuronale et les mécanismes de synaptogénèse et devient toxique pour les neurones et les 

oligodendrocytes. 

iii) Neuroinflammation et pathologie 

La neuroinflammation est impliquée dans de nombreuses pathologies du SNC. Elle peut être déclenchée 

par une infection, une atteinte physique ou mécanique, une ischémie/hypoxie ou encore par des 

médiateurs de l’inflammation produits dans ces contextes (DiSabato et al., 2016). Cette 

neuroinflammation est souvent maintenue dans le temps et devient chronique, malgré la disparition du 

stimulus initial. Cette neuroinflammation chronique est présente dans un certain nombre de pathologies 

neurodégénératives et/ou démyélinisantes du SNC comme les maladies d’Alzheimer et de Parkinson, la 

sclérose latérale amyotrophique et la sclérose en plaques  (Frank-Cannon et al., 2009; Schwartz and 

Deczkowska, 2016). Prenons deux exemples de pathologies pour illustrer la diversité des réponses 

neuroinflammatoires et le rôle des cellules gliales dans la neuroinflammation : 

Dans la maladie d’Alzheimer, les cellules microgliales sont impliquées dans la neuroinflammation et 

sont activées par la présence d’agrégats de peptide amyloïde- . Les microglies activées sécrètent des 

cytokines et chimiokines proinflammatoires maintenant l’activation microgliale et participant dans la 

mort neuronale. La présence d’astrocytes réactifs dans la maladie d’Alzheimer participerait aussi à la 

réponse neuroinflammatoire et à la dégénérescence neuronale via une atrophie des astrocyte et une 

diminution de leurs capacités à dégrader les peptides Amyloïde- (Heppner et al., 2015). De plus, il a 

récemment été démontré que la modulation de la réactivité astrocytaire, par inhibition de la voie JAK-

STAT3, avait des effets bénéfiques et améliorait trois marqueurs pathologiques de la maladie que sont 

: le dépôt d’amyloïde beta, les altérations synaptiques et les troubles mnésiques dans un modèle murin 

de la pathologie (Ceyzériat et al., 2018).  

 

Dans la sclérose en plaques (SEP), l’activation microgliale et l’infiltration de cellules immunes comme 

des lymphocytes T et des macrophages coopèrent dans la mise en place d’une réponse inflammatoire 
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(Schwartz and Deczkowska, 2016). Celle-ci est ensuite maintenue par dysfonctionnement des cellules 

gliales : notamment de l’astrocyte, jouant un rôle majeur dans la sécrétion de cytokines et chimiokines 

proinflammatoires, à l’origine du recrutement de cellules immunes infiltrantes et participant à la 

formation des lésions (Colombo and Farina, 2016).  

En conclusion, la neuroinflammation destructrice ou pathologique est associée à une réactivité des 

cellules gliales avec une forte production de cytokines et chimiokines ainsi qu’une infiltration de cellules 

immunes périphériques associée à une augmentation de la perméabilité de la BHE (Hawkins, 2005; 

DiSabato et al., 2016).  

C. Autoimmunité et pathologies auto-immunes du SNC 

Comme évoqué précédemment, le SI adaptatif est très finement régulé par des mécanismes de tolérance 

des éléments du soi. Ainsi, une rupture d’un ou plusieurs de ces mécanismes de tolérance va conduire à 

la production de LT et/ou de LB auto-réactifs fonctionnels et capables d’attaquer des cellules du soi.  

i) Autoimmunité 

L’auto-immunité est la reconnaissance par le système immunitaire d’éléments du soi (au niveau cellulaire 

ou tissulaire) comme étant étrangers et la mise en place d’une réaction dite auto-immune visant à détruire 

cette menace. Celle-ci met en œuvre une rupture de la tolérance et la production de lymphocytes auto-

réactifs. Les réponses auto-immunes impliquent des réponses humorales et cellulaires qui sont complexes 

et dépendent de facteurs génétiques et environnementaux bien souvent méconnus (Lleo et al., 2010). Par 

ailleurs, les mécanismes conduisant à la présence de lymphocytes auto-réactifs dans le SNC sont très 

étudiés mais aucune conclusion ne peut encore être tirée quant à leur origine ni aux mécanismes leur 

permettant de d’accéder au parenchyme cérébral. Je vais maintenant décrire brièvement quelques-unes 

des pathologies auto-immunes neuroinflammatoires du SNC.  

ii) La sclérose en plaques : le prototype des pathologies auto-immunes du 

SNC 

La sclérose en plaques (SEP) est une maladie inflammatoire chronique démyélinisante du SNC. La SEP suit 

une progression en trois phases : la première est une phase préclinique durant laquelle la maladie est 

déclenchée sous l’influence de facteurs environnementaux et génétiques, la deuxième une phase 

récurrente-rémittente au cours de laquelle des épisodes inflammatoires sont à l’origine de lésions visibles 
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par imagerie par résonance magnétique (IRM) et parfois de symptômes (troubles moteurs, sensoriels ou 

cérébelleux) et enfin une troisième phase dite progressive durant laquelle les troubles neurologiques 

s’aggravent. Certains patients ont une évolution différente et sont directement en phase progressive, la 

forme clinique portant le nom de progressive primaire (Baecher-Allan et al., 2018). La SEP est caractérisée 

par la présence de LT auto-réactifs pénétrant dans le SNC et sont réactivés en reconnaissant leurs Ag 

spécifiques. Ces LT sécrètent des cytokines/chimiokines et recrutent d’autres cellules immunes comme les 

LB ou les macrophages au niveau des lésions (Lassmann, 2005). Ces cellules sont impliquées dans les 

mécanismes de démyélinisation et d’atteinte axonale. La plupart des traitements sont 

immunomodulateurs ou immunosuppresseurs et visent à limiter l’entrée de cellules immunes dans le SNC 

et à réduire le nombre de poussées inflammatoires dans la phase récurrente-rémittente.  

Cependant, la phase progressive de la SEP impliquerait des mécanismes différents : notamment une 

inflammation chronique, avec la sécrétion de cytokines activant les cellules gliales (astrocytes et 

microglies) participant ainsi à une démyélinisation mais aussi à une perte axonale et une mort neuronale. 

Les mécanismes pathologiques impliqués commencent à être élucidés et concerneraient une dysfonction 

mitochondriale, causée soit par mutation de l’ADN mitochondrial  soit par la présence d’espèces réactives 

de l’oxygène ou de l’azote et une excitotoxicité liée à une libération accrue de glutamate (Ciccarelli et al., 

2014; Baecher-Allan et al., 2018). Les modèles animaux  de la SEP consistent en l’immunisation d’animaux 

contre des antigènes de la myéline principalement (MOG, MBP ou PLP) mais aussi des astrocytes (GFAP, 

AQP4, S100 ) ou des neurones (Neurofascine, complexe Contactine-2/Tag-1) (Lindner et al., 2015). Ainsi 

la SEP est une pathologie neuroinflammatoire complexe impliquant à la fois le SI et les cellules résidentes 

du SNC. 

iii) Pathologies à auto-anticorps du SNC  

Un certain nombre de pathologies du SNC sont caractérisées par la présence d’auto-anticorps dirigés 

contre des antigènes présents dans le SNC. C’est le cas du lupus érythémateux systémique (LES), de la 

Neuromyélite-Optique (NMO) mais aussi des encéphalites auto-immunes souvent associées à des 

syndromes paranéoplasiques où les antigènes tumoraux peuvent présenter des similitudes avec ceux du 

SNC et provoquer une réaction auto-immune. Dans le LES, les patients présentent de nombreux auto-

anticorps et certains sont dirigés contre l’ADN. Ces derniers peuvent présenter une réaction croisée avec 

les récepteurs au NMDA exprimés par les neurones ce qui expliquerait la présence de troubles cognitifs et 

d’une dépression, associées à la présence de ces auto-anticorps dans le liquide céphalo-rachidien des 
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patients (Lapteva et al., 2006; Arinuma et al., 2008) . Des modèles animaux ont permis de montrer que la 

présence dans le sang de ces auto-anticorps n’est pas suffisante pour reproduire la maladie. Une rupture 

de barrière permet l’entrée des auto-anticorps dans le SNC et particulièrement au niveau de l’hippocampe 

causant une perte de dendrites et une diminution de la mémoire spatiale (Brimberg et al., 2015). Des auto-

anticorps dirigés contre des antigènes du SNC sont également responsables d’encéphalites auto-immunes. 

Ce syndrome est complexe et peut se manifester par des troubles cognitifs, épileptiques ou même 

musculaires, très souvent associés à la présence, dans le LCR des patients, d’auto-anticorps dirigés contre 

diverses protéines neuronales comme les récepteurs au glutamate AMPA, NMDA ou les protéines 

« leucine-rich glioma inactivated 

-1 » (LGI1) et « contactin-associated protein-like 2 » (CASPR2) (Bost et al., 2016; Lancaster, 2016). De plus, 

les symptômes varient en fonction de la protéine reconnue et de l’épitope ciblé.  

La NMO est, quant à elle, caractérisée par la présence d’auto-anticorps dans le sang et le LCR des patients, 

et sont dirigés contre la protéine astrocytaire AQP4. Cette pathologie sera décrite dans le prochain 

chapitre.  

La présence d’auto-anticorps dans la circulation sanguine n’est pas suffisante pour causer une 

pathologie du SNC. Cependant, par le biais d’une ouverture de la BHE leur donnant accès au SNC, et par 

la reconnaissance de leurs cibles neuronales ou gliales, ces auto-anticorps sont à l’origine de sévères 

perturbations des fonctions neurologiques.   

D. Mécanismes d’action des auto-anticorps 

Comme nous venons de le présenter, un certain nombre de pathologies du SNC est associée à la présence 

d’auto-anticorps dirigés comme des Ag du SNC. Ces auto-anticorps sont aussi très utiles pour le diagnostic 

de ces maladies, et leur pathogénicité a été démontrée grâce à l’utilisation de modèles animaux avec 

transfert passif d’anticorps dans le SNC, mais aussi par l’amélioration des symptômes avec les traitements 

comme les échanges plasmatiques et  les immunoglobulines intraveineuses (Varley et al., 2018).  

La présence d’autoanticorps dans le SNC et dans le LCR peut provenir soit de leur transfert passif depuis 

la circulation sanguine, soit d’une synthèse intrathécale. Dans la plupart des maladies à auto-anticorps du 

SNC, leur présence dans le SNC n’est que transitoire et les auto-anticorps proviennent majoritairement de 

la circulation sanguine (Brimberg et al., 2015) . Pour exercer leur effet délétère, ils doivent traverser la BHE 

ou la barrière sang-LCR, et les mécanismes restent encore méconnus. Une fois dans le SNC, ces auto-
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anticorps peuvent reconnaitre des Ag neuronaux ou non-neuronaux, qu’ils soient extracellulaires, 

intracellulaires ou membranaires. Les mécanismes d’action d’un anticorps sont multiples via la 

reconnaissance d’une protéine membranaire (Figure 23) (Diamond et al., 2009). Un auto-anticorps peut 

donc exercer son effet via : 

- L’action sur la cible en tant qu’agoniste/antagoniste/coagoniste du récepteur si la cible est un 

récepteur ou un canal (Figure 23a-c) 

- La signalisation croisée de l’interaction entre l’anticorps sur sa cible et de récepteurs aux cytokines 

(Figure 23d)  

- L’activation de la cascade du complément (Figure 23e) 

- L’activation des récepteurs Fc (Figure 23f) 

- L’internalisation de la cible (Figure 23g) 

- Aucun effet fonctionnel sur la cible (Figure 23h) 

 

Figure 23 : Mécanismes d’action d’un auto-anticorps dirigé contre une protéine membranaire. a-c) Un 

autoanticorps reconnaissant un récepteur peut agir comme agoniste, antagoniste ou co-agoniste de celui-

ci et provoquer une signalisation intracellulaire d) la signalisation d’un récepteur aux cytokines peut 

interagir avec celle de l’anticorps sur sa cible. e-f) un autoanticorps peut aussi activer la cascade du 

complément ou des récepteurs Fc provoquant la mort de la cellule cible. g) un autoanticorps peut aussi 

provoquer l’internalisation de sa cible avec d’autres protéines membranaires associées. h) l’autoanticorps 

peut aussi n’avoir aucun effet sur sa cible. Schéma issu de Diamond et al., 2009. 
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La signalisation intracellulaire, faisant suite à la liaison de l’anticorps sur sa cible, peut faire intervenir le 

fragment cristallisable (Fc) ou le « fragment antigen-binding » (Fab). Le fragment Fc conduit à l’activation 

du système du complément avec la production de médiateurs, comme C5a, et le recrutement de 

complexes d’attaque, détruisant la cellule cible. De plus, le fragment Fc peut activer des récepteurs Fc 

(FcR) présent sur une cellule cible, comme les cellules microgliales ou les astrocytes, et initier le processus 

de de cytotoxicité à médiation cellulaire dépendant des anticorps (ou « antibody-dependent cell-mediated 

cytotoxicity » – ADCC), conduisant également à la destruction de la cellule cible.  

Mais l’action toxique ou modulatrice d’un anticorps dépend surtout de son fragment de liaison à 

l’antigène, Fab, qui peut soit neutraliser la cible, soit modifier ses fonctions ou altérer les fonctions de la 

cellule cible. En effet, un anticorps ciblant une protéine membranaire (récepteur, canal…) peut induire une 

cascade de signalisation intracellulaire modifiant les fonctions de la cellule cible. Il est ainsi possible que 

l’anticorps agisse sur le récepteur en activant ou bloquant ses fonctions, en conséquence modifiant les 

fonctions cellulaires. Il est également susceptible de modifier les interactions entre la molécule cible et les 

autres molécules membranaires, cytosoliques ou de la matrice extracellulaire. Enfin, l’anticorps peut 

provoquer l’endocytose de la molécule cible, parfois avec d’autres molécules partenaires, et de moduler 

leur expression membranaire (Diamond et al., 2009, 2013).  

Les effets d’un auto-anticorps ou immunoglobuline de type G (IgG) dépendent de son sous-type. En effet, 

il existe quatre types principaux d’IgG : IgG1, IgG, IgG3 et IgG4. Les IgG1, 3 et 4 sont spécifiques des 

protéines alors que les IgG2 reconnaissent préférentiellement des polysaccharides et les IgG4 sont plus 

spécifiques des allergènes (Vidarsson et al., 2014). La capacité des IgG à activer le complément est variable 

et suit l’ordre suivant : IgG3 > IgG1 > IgG2 > IgG4 (Rowley and Whittingham, 2015; Zhang et al., 2015). Leur 

capacité à se fixer à différents FcR est également dépendante de la sous-classe d’IgG. Les IgG1 et IgG3 se 

fixent, par exemple, fortement aux FcRI, FcRIIa et FcRIII alors que les IgG2 et IgG4 ne se fixent pas ou peu 

aux FcR (Vidarsson et al., 2014). Par ailleurs, les proportions de chaque sous-type d’IgG sont très 

dépendantes des pathologies. Par exemple, dans la NMO la détection de chacune de ces sous classes d’IgG 

1, 2, 3 ou 4, par « cell based assay »  et cytométrie en flux est de 97,8% , 37%, 6,5% et 6,5% respectivement 

(Isobe et al., 2012). Alors que dans le lupus erythémateux systémique les IgG1, 2, 3, 4 représentent 

respectivement 64,5% , 28,2%, 2,5% et 3,8% des IgG totales (Zhang et al., 2015). 
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L’action des auto-anticorps est également susceptible de dépendre de l’antigène ciblé et de l’affinité pour 

celui-ci. 

Ainsi les mécanismes d’action des auto-anticorps sont complexes, divers et pathologie-dépendants et 

leur identification est cruciale dans le but d’améliorer les thérapies existantes. Nous allons à présent 

nous intéresser à la pathologie qui fait l’objet d’études au sein de notre équipe : la Neuromyélite 

optique, une pathologie autoimmune, neuroinflammatoire et démyélinisante du SNC, caractérisée par 

la présence d’un autoanticorps pathogène dirigé contre l’astrocyte. 

E. La Neuromyélite Optique 

i) Description, clinique et traitements 

La Neuromyélite Optique (NMO) est une pathologie rare, neuroinflammatoire et autoimmune du SNC. 

Aussi appelée maladie de Devic, elle tient son nom du neurologue lyonnais, Eugène Devic qui l’a décrite 

en 1894 chez des patients atteints de névrite optique et de myélite transverse aigue. La NMO a longtemps 

été considérée comme un sous-type de sclérose en plaques et ce malgré des différences histologiques, 

immunologiques et radiologiques car elles partagent une caractéristique commune, la présence de lésions 

démyélinisantes et inflammatoires du système nerveux central (SNC). Cependant la découverte d’un auto-

anticorps spécifique de la NMO (IgG-NMO), dirigé contre le canal hydrique AQP4 exprimé par l’astrocyte, 

a permis  sa distinction de la SEP (Lennon et al., 2004; Lennon, 2005; Roemer et al., 2007) (Figure 24A).  

La prévalence de la NMO varie de 0,37 à 10 pour 100000 personnes (Mori et al., 2018) et la maladie touche 

plus de femmes que d’hommes, variant de 3 à 9 femmes pour 1 homme, selon les aires géographiques 

(Sahraian et al., 2013; Kim et al., 2017).  La NMO est une maladie évoluant le plus souvent par poussées, 

qui correspondent à la survenue des symptômes, poussées qui sont plus sévères que celles de la SEP. Parmi 

les symptômes observés, les patients présentent souvent des troubles moteurs (paraplégie ou 

tétraplégies), des dysfonctionnements sphinctériens ainsi que des troubles visuels pouvant conduire à une 

cécité, temporaire ou permanente.  

ii) Spectre de la NMO (NMOSD) : 

Les critères pour le diagnostic de la NMO ont évolué et ont donné lieu de 2015 à l’établissement de 

nouveaux critères (Wingerchuk et al., 2006, 2015) qui ont permis de mieux définir le spectre de la NMO, 

appelé NMO « spectrum disorder » (SD). Les critères principaux, établis pour des patients adultes, sont la 
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présence d’au moins un épisode de i) névrite optique, et/ou ii) myélite aigue, et/ou iii) syndrome de l’area 

postrema, et/ou d’un syndrome du tronc cérébral, et/ou v) d’une narcolepsie symptomatique ou d’un 

syndrome diencéphalique aigu avec des lésions diencéphaliques typiques et/ou enfin vi) d’un syndrome 

cérébral avec de lésions cérébrales typiques. Ces critères peuvent être sous-divisés selon la présence ou 

l’absence d’IgG anti-AQP4. En cas de présence d’anti-AQP4 le patient doit respecter au moins un des 

critères principaux, être positifs aux tests de détection des anti-AQP4 (plus spécifiquement aux « cell-

based assay ») et aucun autre diagnostic alternatif ne doit être possible. Pour les patients ne présentant 

pas d’anti-AQP4, ils doivent au moins présenter deux des critères principaux de la NMO et au moins une 

des attaques cliniques doit être caractérisée par une névrite optique, une myélite aigue avec des lésions 

de type myélite transverse longitudinale étendue, ou un syndrome de l’area postrema. Aucun autre 

diagnostique alternatif ne doit pouvoir être proposé. La connaissance du statut sérologique du patient est 

donc primordiale pour établir un diagnostic et inclure un patient donné dans le spectre de la NMO mais 

aussi pour le choix du traitement (Boîte 6). 
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iii) Anatomopathologie et mécanismes  

La NMO est caractérisée par une démyélinisation et une perte axonale touchant à la fois la substance 

blanche et la substance grise (Figure 24C). Une étude anatomopathologique (Lucchinetti, 2002) a permis 

de mieux comprendre les mécanismes cellulaires présents dans les différentes lésions : actives (récentes 

ou anciennes), inactives et présentant une remyélinisation. Ils ont ainsi montré l’infiltration de 

Boîte 6 : Traitements de la NMO  et  nouvelles voies thérapeutiques proposées. 

Actuellement, les traitements disponibles sont une injection intraveineuse (IV) de corticostéroides 

pour traiter les attaques aigues qui sont considérées comme une urgence thérapeutique. Les 

échanges plasmatiques sont proposés en cas d’absence de réponse à la corticothérapie. Afin de 

prévenir les rechutes, des traitements immunomodulateurs ou immunosuppresseur, dont le 

rituximab qui a un effet anti-lymphocyte B, sont proposés (Jacob et al., 2013). D’autres traitements 

comme l’azathioprine ou le mycophénolate mofétil sont également proposés et agissent en bloquant 

la prolifération et la différenciation des lymphocytes (Borisow et al., 2018; Huang et al., 2018; 

Collongues et al., 2019). De nouvelles stratégies thérapeutiques utilisant des anticorps monoclonaux 

sont proposée. C’est le cas de l’Inelizumab un anticorps monoclonal anti-CD19 qui déplète à la fois 

en lymphocytes B mais aussi en plasmocytes (Collongues et al., 2019). Des traitements dirigés contre 

le complément sont aussi proposés, comme l’anticorps monoclonal anti-C5 eculizumab, mais 

l’activation de la cascade du complément intervient dans diverses atteintes du SNC et n’est pas 

spécifique de la NMO ou des anti-AQP4 (Carpanini et al., 2019). Ainsi la plupart des traitements sont 

immunosuppresseurs, anti-inflammatoires et peu spécifiques de la NMO.  De plus, aucun traitement 

dirigé contre l’AQP4 n’est actuellement disponible. Une nouvelle stratégie a émergé avec l’inhibition 

de l’interaction des anti-AQP4 avec l’AQP4 par le biais d’un anticorps monoclonal l’Aquaporumab via 

une compétition entre les anticorps de patients et l’Aquaporumab pour l’AQP4. Celui-ci empêche 

l’activation du complément et la toxicité à médiation cellulaire et prévient la démyélinisation et la 

formation de lésions (Tradtrantip et al., 2012) . Cependant ces observations ont été réalisées sur des 

modèles in vitro et in vivo, elles restent à confirmer dans des études cliniques. Ainsi, de nouvelles 

voies thérapeutiques pourraient être exploitées dans le futur avec le développement de modulateurs 

de l’expression et de la fonction d’AQP4 (Collongues et al., 2019). 
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macrophages et cellules microgliales ainsi que de lymphocytes B et de quelques lymphocytes T CD8+ dans 

les lésions démyélinisantes. Cela était associé à la présence périvasculaire de granulocytes éosinophiles 

dans les lésions actives récentes. Enfin la présence d’Immunoglobulines et de complément autour des 

vaisseaux était également associée à des lésions démyélinisantes actives. Une caractéristique histologique 

de la NMO est la présence d’une démyélinisation, notamment dans le nerf optique, associée à une perte 

d’AQP4 qui n’est pas observée chez les patients SEP (Figure 24B). De plus, la démyélinisation, la perte 

axonale et la présence de cellules microgliales activées et macrophages infiltrés, dans les lésions de la 

moelle épinière, sont associées à une perte d’AQP4, de GFAP et du transporteur au glutamate EAAT2 

(Lucchinetti et al., 2014). La perte d’AQP4 est parfois observée dans des lésions où la myéline et la GFAP 

sont préservées (Figure 24C). 

Cependant, la NMO est une maladie complexe et la présence de six différents types de lésion a été décrite 

(Misu et al., 2013).  

Les lésions de type I présentent un dépôt de complément sur les astrocytes, une infiltration de 

granulocytes, une mort astrocytaire ainsi qu’une démyélinisation et une perte axonale mineure. 

Les lésions de type II présentent les mêmes caractéristiques que celles de type I mais avec la présence 

d’une destruction tissulaire et de la formation de lésions cystiques et nécrotiques.  

Les lésions de type III sont présentes dans les tracts de substance blanche de la moelle épinière et sont 

caractérisées par une démyélinisation et une dégénérescence wallérienne des fibres nerveuses 

associées à une astrogliose réactive. 

Les lésions de type IV sont caractérisées par une perte d’AQP4 autour de la lésion active sans autre 

altérations structurelles (préservation de l’expression d’aquaporine-1, de la myéline et des axones).  

Les lésions de type V ne présentent pas toujours de démyélinisation ou de perte axonale mais sont 

caractérisées par une perte d’AQP4 et des astrocytes gonflés contenant des vacuolisations mais pas 

de dépôt de complément.  

Les lésions de type VI présentent les mêmes altérations que celles de type V mais avec une 

démyélinisation, une mort oligodendrocytaire et une perte axonale modérée.  

Ainsi, plusieurs mécanismes seraient impliqués dans la physiopathogénèse de la NMO et seraient 

responsables de l’hétérogénéité des caractéristiques histologiques des lésions citées ci-dessus.  

Pour conclure, cette étude suggère une atteinte primaire des astrocytes, conduisant à une profonde 

modification de leur fonction, qui précède la démyélinisation et la perte axonale. 
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Figure 24 : Autoanticorps anti-AQP4 et caractéristiques des lésions de la NMO. A) Immunomarquage 
fluorescent des IgG humaines (vert) et de l’AQP4 (rouge) sur cerveau de souris : les autoanticorps de 
patients NMO, appelés IgG-NMO, reconnaissent l’AQP4 exprimée par les astrocytes atour des vaisseaux 
et à la surface du cerveau (glie limitans). La spécificité de cette reconnaissance est vérifiée car il n’y a pas 
de marquage des IgG-NMO chez des animaux n’exprimant pas l’AQP4, et il n’y a pas de marquage des IgG-
Contrôle issues de donneurs sains. B) Le marquage de l’AQP4 et de de la MOG sur des coupes de nerfs 
optique de patients NMO et SEP révèle la présence d’une démyélinisation (avec la présence de débris de 
myéline dans des macrophages identifiés avec des têtes de flèche) associée à une perte d’AQP4 dans la 
lésion uniquement chez les patients NMO, l’AQP4 est préservée dans la substance blanche autour de la 
plaque (marquée à un astérisque). C) Caractérisation histologique d’une lésion étendue de la moelle 
épinière chez un patient NMO présentant : une démyélinisation (1 : coloration au « luxol fast blue »), la 
présence de macrophages infiltrés ou microglies activées (2 : marquage Kimp1), une perte axonale (3 : 
coloration de Bielschowsky) mais aussi une perte de GFAP (4 : marquage GFAP), d’AQP4 (5 : marquage 
AQP4) et du transporteur au glutamate EAAT2 (6 : marquage EAAT2) dans les astrocytes. La perte d’AQP4 
est également retrouvée dans une zone où la myéline et la GFAP sont préservées (têtes de flèches). Figures 
issues de Lennon et al., 2005, Roemer et al., 2007 et Lucchinetti et al., 2014. 
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iv) Auto-anticorps et NMO 

Les anticorps dirigés contre l’AQP4 sont les plus fréquents et les mieux décrits. Plus récemment des auto-

anticorps contre la protéine de myéline MOG (anti-MOG) ou contre la « glucose-regulated protein 78 » 

(GRP78) ont été associés à la NMO.  

Anti-AQP4 
La majorité des patients NMOSD (68-91%) présentent des anticorps anti-AQP4 qui sont hautement 

spécifiques (85-99%) (Lennon et al., 2004; Lennon, 2005; Papadopoulos and Verkman, 2012). Les auto-

anticorps dirigés contre l’AQP4 sont non seulement un outil diagnostique, mais participent aussi dans la 

physiopathologie de la NMO. La pathogénicité de cet auto-anticorps a été démontrée car ils induisent une 

endocytose et une dégradation de l’AQP4 mais aussi sont capables d’activer le complément et causant des 

dommages astrocytaires (Hinson et al., 2007). La présence des astrocytes au niveau des nœuds de Ranvier 

suggère qu’une atteinte de ces prolongements astrocytaires pourrait être à l’origine de la démyélinisation. 

L’internalisation de l’AQP4 dépend de l’isoforme M1 ou M23 de l’AQP4 ciblée par l’anticorps, et une étude 

a montré que l’isoforme M23, présente au sein des « orthogonal array of particules » (OAPs), n’est pas ou 

peu internalisée par les anti-AQP4 (Hinson et al., 2012). Cependant la fixation de l’anti-AQP4 sur les OAPs 

provoque un recrutement du complément, donc une potentielle cytotoxicité dépendante du complément. 

Les auteurs ont également observé une perturbation de l’homéostasie hydrique induite par les anti-AQP4. 

Ainsi, l’anti-AQP4 est capable de profondément modifier la fonction de l’astrocyte ou de provoquer sa 

destruction, caractérisant l’astrocytopathie autoimmune décrite dans la section suivante. Enfin, la 

présence d’anti-AQP4 a un rôle prédictif du risque de rechute ou d’évolution vers une NMO chez les 

patients présentant une myélite transverse aigue extensive ou d’une névrite optique (Weinshenker et al., 

2006; de Seze et al., 2008; Matiello et al., 2008).  

Anti-MOG et anti-GPR78 
D’autres auto-anticorps seraient impliqués dans la NMO. La présence d’anticorps anti-MOG, une protéine 

de myéline, est associée à une démyélinisation du SNC. Tout comme pour l’AQP4, la présence d’anticorps 

anti-MOG dans le sérum ou le LCR des patients (testée par « cell based assay » ) est souvent associée à un 

syndrome appelé « acute disseminated encephalomyelitis » (ADEM) chez les enfants ou chez certains 

patients NMO présentant une névrite optique et une myélite transverse (Ramanathan et al., 2018). L’étude 

sur une cohorte française de 197 patients présentant des anticorps anti-MOG a montré la présence de 

rechute après 2 ou 5 ans chez respectivement 45% ou 62% des patients mais avec de meilleures résultats 
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moteurs et visuels en comparaison avec les patients présentant des anti-AQP4 (Cobo-Calvo et al., 2018). 

De façon intéressante, le « sex-ratio » est de 1 femme pour 1 homme, chez les patients présentant des 

anti-MOG, alors qu’il est de 3 à 9 femmes pour 1 homme, chez les patients présentant des anti-AQP4.  

Ces distinctions suggèrent des mécanismes physiopathologiques différents pour les patients présentant 

des anti-AQP4 ou des anti-MOG, et cela malgré certaines similitudes de présentation clinique. 

L’individualisation des anti-MOG en une nouvelle entité clinique a récemment été suggérée afin 

d’améliorer le diagnostic et la prise en charge des patients (Weber et al., 2018). 

La présence d’anticorps dirigés contre la « glucose-related protein 78 » (GRP78) a notamment été associée 

à une perturbation de la BHE dans la NMO mais ne sont pas spécifiques de cette pathologie (Shimizu et 

al., 2012). Ces anticorps sont responsables d’une diminution d’expression de la Claudine-5, une protéine 

de jonction serrée des cellules endothéliales. Dans un modèle murin d’injection de ces anticorps en 

périphérie, les anticorps induisaient une augmentation de l’infiltration du fibrinogène, de l’albumine et 

d’IgG humaines dans le parenchyme cérébral, suggérant un dysfonctionnement de la BHE.  

Ainsi la présence d’anticorps dirigés contre d’autres cibles que l’AQP4 peut également participer à la 

physiopathogenèse de la NMO. Cependant seule la présence des anti-AQP4 est associée à une 

astrocytopathie autoimmune et représente une caractéristique spécifique de la NMO.  

v) Dysfonction astrocytaire  

La NMO est considérée comme une astrocytopathie autoimmune par la présence d’anticorps anti-AQP4 

dirigés contre l’astrocyte (Kira, 2011; Lucchinetti et al., 2014). Ainsi l’atteinte primaire est dirigée contre 

l’astrocyte et conduit à une démyélinisation et une perte axonale. Des études ont pu démontrer le rôle 

pathogène des anti-AQP4 et leur implication dans l’astrocytopathie qui comprend une mort astrocytaire 

dépendant du complément et/ou une dysfonction astrocytaire.  

L’une des principales caractéristiques de la dysfonction astrocytaire est la diminution ou la perte 

d’expression d’AQP4 qui précèderait la perte astrocytaire, la démyélinisation et la perte axonale. La 

présence de GFAP dans le LCR des patients pendant les poussées souligne l’atteinte astrocytaire primaire 

(Lucchinetti et al., 2014). Ainsi l’anti-AQP4 peut provoquer la mort astrocytaire mais peut également être 

responsable d’une dysfonction astrocytaire. En l’absence de complément, l’anti-AQP4 est capable de 

provoquer une endocytose de l’AQP4  et une perte de l’expression de GLT1 (aussi appelé EAAT2)  associée 

à une diminution du transport du glutamate, suggérant la présence de ces deux molécules dans des 
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complexes macromoléculaires à la membrane de l’astrocyte provoquant leur co-endocytose (Hinson et al., 

2008).  

Notre équipe a démontré la capacité des anti-AQP4 à diminuer l’expression d’AQP4 in vitro et aussi  in vivo  

dans un modèle d’infusion chronique d’IgG de patients dans le ventricule latéral, le rat-NMO (Marignier et 

al., 2010, 2016). La diminution d’expression membranaire d’AQP4 est accompagnée d’une diminution 

d’expression de GLT1 (Marignier et al., 2010) mais également une diminution de la recapture du glutamate 

(Marignier et al., 2016). L’augmentation des concentrations extracellulaires de glutamate, due à ces 

altérations, est responsable de la mort  des oligodendrocytes dans une culture gliale mixte mise en contact 

avec les IgG de patients  (Marignier et al., 2010). De plus, dans notre modèle de rat-NMO, nous avons pu 

mettre en évidence une perte axonale et une démyélinisation caractérisée par une diminution 

d’expression de protéines de myéline comme la MBP. Ces altérations étaient associées à des troubles 

moteurs avec une diminution des performances au test Rotarod® des rat-NMO en comparaison aux rats 

infusés avec des IgG d’individu sain (Marignier et al., 2016). Plus récemment, il a été montré que la co-

endocytose d’AQP4 et de GLT1 impliquerait l’interaction des anti-AQP4 avec des FcR présents à la 

membrane de l’astrocyte, ce mécanisme ne faisant donc pas intervenir le complément (Hinson et al., 

2017).  

Le sérum de patients présentant des anti-AQP4 est aussi responsable de la production d’une réponse 

immune dans des cultures d’astrocytes de rats traitées, avec notamment la production de cytokines et 

chimiokines proinflammatoires (Howe et al., 2014). Cette étude a plus spécifiquement montré 

l’augmentation de l’expression des gènes de la lipocaline-2, du complément C3, de chimiokines comme 

CCL20, CXCL1, CCL2 et CCL5 en présence de sérum de patients. La production et la libération des 

chimiokines CCL5, CXCL1 et CCL2 a également été démontrée. 

Ainsi les anticorps anti-AQP4, seraient responsables d’une profonde modification du phénotype 

astrocytaire, non encore entièrement défini, participant à des altérations caractéristiques de la NMO. 

vi)Déficit cognitif dans la Neuromyélite Optique 

De récentes études ont précisé les symptômes chez les patients atteints de Neuromyélite optique et 

identifié des déficits cognitifs. Une  première étude   des altérations cognitives chez les patients NMO a 

été réalisée par un groupe français en 2008 et a montré une diminution des performances cognitives 

comparables à celles des patients SEP (Blanc et al., 2008). Une méta-analyse, regroupant les résultats de 
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nombreuses études, a permis de montrer que les performances cognitives, telles que l’attention, le 

langage, la mémoire, la vitesse de traitement des informations et les fonctions exécutives, des patients 

NMO sont moins bonnes que celles de sujets sains mais sont similaires aux patients SEP (Meng et al., 2017). 

Alternativement, une autre étude a montré que les patients SEP ont plus fréquemment des atteintes 

cognitives que les patients NMO (Kim et al., 2016). Cependant, la prévalence de ce type d’altération est 

difficile à évaluer : elle varie entre 35% et 67% des patients NMO selon les études, et serait liée aux 

différentes méthodologies utilisées pour évaluer les performances cognitives (Eizaguirre et al., 2017). 

Les mécanismes conduisant à ces altérations cognitives ne sont à ce jour pas encore élucidés mais 

pourraient concerner : i) une perte de connectivité liée à une atteinte de la substance blanche ii) une perte 

de substance grise dans les régions sous-tendant les différentes fonctions cognitives, et/ou ou iii) une 

dysfonction astrocytaire impliquant les anticorps anti-AQP4 et modifiant la transmission synaptique. C’est 

pourquoi des études de corrélations ont été réalisées mais n’ont pour l’instant pas permis de trancher sur 

les mécanismes conduisant aux altérations cognitives observées chez les patients NMO.  

Des études récentes réalisées chez les patients NMO ont associé l’imagerie par résonnance magnétique 

(IRM) à des tests de performances cognitives. Aucune n’a montré de corrélation entre les lésions de la 

substance blanche et les performances cognitives des patients (Eizaguirre et al., 2017). Cependant, une 

étude par imagerie du tenseur de diffusion, détecte des anomalies présentes au sein du corps calleux, du 

gyrus cingulaire antérieur et du gyrus frontal médian, corrélées à des déficits cognitifs chez des patients, 

sans lésions cérébrales visibles (He et al., 2011). Une étude s’intéressant à l’analyse des réseaux de 

substance blanche a montré une diminution de la connectivité de la substance blanche associée aux à des 

déficits cognitifs des patients (Cho et al., 2018). Par ailleurs, l’étude des altérations de la substance grise 

chez les patients a montré une atrophie de la substance grise profonde avec une réduction du volume du 

thalamus (Hyun et al., 2017) et une atteinte de la substance grise corticale (Wang et al., 2017).  Ces 

altérations sont de la substance grise sont corrélées avec des déficits cognitifs mais pas avec des handicaps 

physiques (Liu et al., 2018).  

Enfin il a été montré que l’AQP4 était impliquée dans les mécanismes de consolidation de la mémoire et 

de plasticité synaptique (Fan et al., 2013; Scharfman and Binder, 2013). L’ensemble de ces observations 

sont décisives quant à la présence de déficits cognitifs chez le patient NMO. Sur le plan mécanistique, la 

diminution d’expression d’AQP4 conduit à des modifications du cytosquelette de l’astrocyte et de 

l’expression de Cx43 (Nicchia et al., 2005).  
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Ainsi, via l’induction d’altérations fonctionnelles astrocytaires, les anticorps dirigés contre l’AQP4 

pourraient participer à une altération de la transmission et de la plasticité synaptique et conduire à des 

déficits cognitifs. L’utilisation de modèles animaux s’avère cruciale afin d’élucider le rôle des anti-AQP4 

dans les altérations cognitives de la NMO.  

vii) L’implication des connexines dans la Neuromyélite Optique 

Un rôle des connexines gliales a été suspecté dans les pathologies neurodégénératives et 

neuroinflammatoires du SNC. Plus spécifiquement, l’expression des connexines astrocytaires et 

oligodendrocytaires est modifiée dans la sclérose en plaques et a été est associée à la progression de la 

maladie. Dans la NMO, une étude anatomopathologique de l’expression des connexines astrocytaires et 

oligodendrocytaires dans les tissus de patients  a montré une altération de leur expression (Masaki et al., 

2013). En effet, au sein des lésions actives périvasculaire, une diminution d’expression d’AQP4 et de la 

connexine astrocytaire Cx43 est présente et s’étend au-delà de la zone démyélinisée. De même, une perte 

d’expression des Cx32 et Cx47 oligodendrocytaires est observée dans les lésions chroniques et ce même 

au-delà de la zone démyélinisée. De façon intéressante un grand nombre d’astrocytes réactifs exprimant 

la Cx43 ont été détectés dans ces lésions. Dans un des cas, analysés en anatomopathologie, la présence 

d’anticorps anti-AQP4 est associée à une astrocytopathie, caractérisée par une perte d’astrocytes 

exprimant la GFAP et une absence d’AQP4 et de Cx43 sur les astrocytes épargnés. Ces anomalies sont 

associées à une démyélinisation, caractérisée par une perte d’expression de la protéine de myéline MAG 

ainsi qu’une mort oligodendrocytaire. La perte de Cx43 et l’astrocytopathie sont corrélées avec une 

progression rapide de la maladie et un fort taux de mortalité, en comparaison à des patients ne présentant 

pas de perte de la Cx43. L’ensemble de ces observations souligne l’idée d’une implication cruciale de la 

Cx43 dans la physiopathogenèse de la NMO. De plus, un lien fonctionnel entre AQP4 et Cx43 a été 

démontré dans les astrocytes murins avec une co-régulation de l’expression de ces deux protéines (Nicchia 

et al., 2005). Récemment, une augmentation de l’expression membranaire de la Cx43 et du nombre de 

jonctions communicantes composées de Cx43 et de Cx30, a été mise en évidence chez des animaux AQP4-

/- (Katoozi et al., 2017). Ainsi, un lien fonctionnel entre AQP4 et connexines est fortement suggéré et leurs 

expressions pourraient être co-modulées en présence d’auto-anticorps anti-AQP4. 
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La Neuromyélite optique est aujourd’hui considérée comme une astrocytopathie autoimmune, dont les 

mécanismes sont étroitement liés à la présence d’anticorps anti-AQP4 permettant de la différencier de la 

sclérose en plaques. L’astrocyte étant une cellule centrale dans le fonctionnement du SNC, la modification 

de ses fonctions peut avoir des conséquences multiples, délétères ou bénéfiques, qui sont encore mal 

connues dans les mécanismes de physiopathogenèse de la NMO. Bien qu’il soit clair aujourd’hui que 

l’atteinte astrocytaire soit le primum movens de la cascade lésionnelle qui se déroule au cours de la NMO, 

les liens entre astrocytopathie et démyélinisation et astrocytopathie et perturbation neuronale, 

aboutissant à des troubles cognitifs, restent mal compris. 

Nous allons donc maintenant détailler les questions clés qui ont fait l’objet de ce travail de thèse.   

Quelles sont les caractéristiques de l’astrocytopathie 
auto-immune dans la NMO ? 
La présence d’une dysfonction astrocytaire, et plus particulièrement d’astrocytes réactifs, est une 

caractéristique de nombreuses pathologies du SNC. Bien que la NMO soit aujourd’hui reconnue comme 

une astrocytopathie, peu d’éléments ont été apportés pour la caractérisation précise du phénotype 

astrocytaire induit par la maladie. L’effet pathogène des autoanticorps anti-AQP4 a principalement été 

étudié en présence de complément où il induit une destruction de l’astrocyte (Saadoun et al., 2010). Peu 

de données sont actuellement disponibles sur l’effet per se de l’IgG-NMO sur l’astrocyte. En effet, le terme 

« astrocytopathie » comprend la perte astrocytaire mais aussi la modulation des fonctions de l’astrocyte. 

Ainsi la perte d’AQP4 peut être variable et observée avec ou sans perte astrocytaire, comme souligné par 

la présence de démyélinisation dans des régions où l’astrocyte est préservé (Misu et al., 2013; Lucchinetti 

et al., 2014). Le groupe de Vanda Lennon de la Mayo Clinic a démontré un effet direct des IgG-NMO avec 

la co-endocytose de l’AQP4 et de GLT-1 (EAAT2) (Hinson et al., 2008, 2017). Nos travaux précédents ont 

également permis de valider cette observation et ont démontré une altération de l’homéostasie du 

glutamate (Marignier et al., 2010, 2016). L’augmentation du glutamate extracellulaire serait en partie 

responsable de la démyélinisation et de la modulation synaptique mais n’est probablement pas l’unique 

caractéristique de la dysfonction astrocytaire. En effet, la perte de GLT-1 peut être retrouvée dans d’autres 

pathologies neuroinflammatoires telles que la SEP. 

Par ailleurs, Les modifications du phénotype et des fonctions astrocytaires observées dans divers 

processus pathologiques peuvent avoir des effets bénéfiques ou délétères sur les cellules environnantes. 
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C’est pourquoi une meilleure caractérisation des effets spécifique d’IgG-NMO sur le phénotype et les 

fonctions astrocytaires est indispensable à la compréhension des mécanismes physiopathologiques de la 

NMO. L’identification d’altérations spécifiques pourrait concerner différentes grandes fonctions de 

l’astrocyte, connues pour jouer un rôle dans le maintien des fonctions du SNC.   

Altération des fonctions de maintien de l’homéostasie du SNC : La modification de l’expression d’AQP4 

et GLT-1 suggère que l’IgG-NMO peut induire une réorganisation de l’expression d’autres protéines 

membranaires. Il serait donc possible que l’expression d’autres protéines membranaires astrocytaires 

telles que le transporteur au glutamate GLAST (EAAT1), le canal potassique Kir4.1 ou les connexines soient 

également modifiée par les IgG-NMO. Ces protéines sont impliquées dans la régulation de l’homéostasie 

du milieu extracellulaire régulant les concentrations en ions et en neurotransmetteurs, tels que le 

glutamate. Ces molécules sont particulièrement enrichies dans les prolongements astrocytaires, où 

l’expression d’AQP4 est particulièrement importante (Boulay et al., 2017). Une perturbation de 

l’expression de ces protéines pourrait être induite par IgG-NMO et caractériser une dysfonction 

astrocytaire conduisant à une rupture de l’homéostasie du SNC. 

Production d’un milieu inflammatoire : dans de nombreux contextes pathologiques, l’astrocyte subit des 

modifications phénotypiques conduisant à un phénotype réactif et proinflammatoire. Cette modification 

du phénotype astrocytaire est généralement associée à l’expression de cytokines et chimiokines 

proinflammatoires. Celle-ci peut être provoquée par différents stimuli induisant l’activation de voies 

intracellulaires et la transcription de gènes. Une hypothèse voudrait que les IgG-NMO soit responsables 

de l’activation de voies intracellulaires conduisant à la production de cytokines et chimiokines. Une étude 

a démontré l’expression de chimiokines proinflammatoires par les astrocytes traités par le sérum ou les 

IgG de patients NMO (Howe et al., 2014). Cependant le lien avec la présence d’anticorps anti-AQP4 et la 

production de cytokines n’a pas été établi et ces molécules pourraient jouer un rôle crucial dans le 

recrutement de cellules immunes, l’activation microgliale et la démyélinisation. 

Astrogliose réactive et altérations morphologiques de l’astrocyte : l’induction d’un fort degré de 

réactivité astrocytaire pourrait également conduire une modification morphologique et fonctionnelle de 

l’astrocyte. La réactivité astrocytaire, identifiée par une hypertrophie, la superposition des domaines 

occupés par les astrocytes et l’augmentation de l’expression de GFAP, peut avoir des effets délétères sur 

la survie neuronale et la remyélinisation (Sofroniew, 2009).  
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Quels sont les mécanismes associant dysfonction 
astrocytaire et démyélinisation ?  
La NMO est caractérisée par une démyélinisation et une perte axonale. Cependant, à ce jour, et bien que 

le rôle pathogénique des anticorps anti-AQP4 ait été démontré, les mécanismes conduisant d’un 

astrocytopathie à la démyélinisation restent méconnus. Plusieurs hypothèses ont été proposées. 

Infiltration de cellules immunes, d’IgG et activation de la cascade du complément : Les lésions 

démyélinisantes actives de la NMO sont caractérisées par l’infiltration de cellules immunes notamment de 

granulocytes et de lymphocytes mais aussi par des dépôts d’IgG et de complément autour des vaisseaux 

(Lucchinetti, 2002). La reconnaissance de l’astrocyte par les IgG-NMO pourrait induire l’activation de la 

cascade du complément et provoquer la destruction de l’astrocyte. La perte astrocytaire conduirait à la 

démyélinisation par des mécanismes encore mal connus. Les cellules infiltrées sont également 

susceptibles de libérer des molécules proinflammatoires telles que des cytokines, ayant des effets 

délétères sur les oligodendrocytes. Cependant, ces mécanismes n’expliquent pas la présence de lésions 

caractérisées par une perte d’AQP4 et une démyélinisation, en absence de dépôt de complément ou de 

destruction astrocytaire.  

Atération des fonctions astrocytaires et la rupture d’homéostasie au glutamate :  Nos précédents travaux 

ont démontré une altération de la recapture du glutamate qui a un effet excitotoxique sur 

l’oligodendrocyte (Marignier et al., 2010, 2016). La dysfonction astrocytaire, caractérisée par une perte 

d’expression des transporteurs au glutamate pourrait donc être impliquée dans la démyélinisation. Une 

libération de glutamate par l’astrocyte et l’augmentation des concentrations de glutamate pourrait avoir 

des effets excitotoxiques pour les neurones et les oligodendrocytes, conduisant à une perte axonale et 

une démyélinisation.  

Réactivité astrocytaire et formation d’un milieu proinflammatoire : Les astrocytes et les cellules 

microgliales sont impliquées dans la neuroinflammation. Ces cellules, activées par différents stimuli 

(infections, lésions, hypoxie…), produisent des cytokines et chimiokines proinflammatoires qui peuvent 

avoir des effets délétères sur la myéline. En effet, la myélinisation est un processus finement régulé qui 

peut être altéré par la perte de facteurs de croissance promouvant la myélinisation ou la présence de 

facteurs inhibant la différenciation et la myélinisation (tels que l’IL-1 , le TNF-  ou l’IFN- (Ben Haim et 

 . De plus, la présence de chimiokines et cytokines pourrait participer à 

l’infiltration de cellules immunes et aux mécanismes de démyélinisation à médiation cellulaire. Ainsi les 
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IgG-NMO, en se fixant à l’AQP4 ou aux récepteurs Fc sur l’astrocyte, pourraient induire l’activation de voies 

intracellulaires conduisant à la production de molécules proinflammatoires, participant à la 

démyélinisation (Burda and Sofroniew, 2014). Ce phénotype astrocytaire réactif peut être modulé par une 

cytokine anti-inflammatoire, le TGF- 1, conduisant à un phénotype astrocytaire non proinflammatoire et 

prévenant les effets délétères des astrocytes réactifs sur les neurones (Liddelow et al., 2017).   

Altération des communications intercellulaires et rupture du réseau neuroglial : L’une des principales 

caractéristiques de l’astrocyte est sa forte expression en connexines et la formation de nombreuses 

jonctions communicantes permettant l’échange entre astrocytes, et astrocytes-oligodendrocytes de 

petites molécules comme des substrats énergétiques (glucose, lactates) et des ions (K+ et le Ca2+).  Les 

connexines forment également des hémicanaux permettant l’échange de gliotransmetteurs tels que le 

glutamate ou l’ATP ou d’ions. Ces deux fonctions sont impliquées dans la formation d’un réseau neuroglial 

crucial pour les fonctions du SNC, notamment pour la myélinisation. En effet, la délétion des connexines 

astrocytaires et/ou oligodendrocytaires résulte en une altération de la myéline (Li et al., 2014). 

L’altération de l’expression des connexines astrocytaire a été identifiée dans des pathologies 

neuroinflammatoires comme la maladie d’Alzheimer ou la SEP mais aussi dans la NMO. Cependant une 

seule étude, à notre connaissance, a rapporté une baisse d’expression des connexines astrocytaires dans 

la NMO sans pour autant démontrer un lien avec la présence d’anticorps anti-AQP4 (Masaki et al., 2013). 

Enfin un lien fonctionnel entre AQP4 et Cx43 a été démontré, leurs expressions étant co-modulées dans 

un modèle murin de « knock-down » de l’AQP4. Les IgG-NMO, en ciblant l’AQP4 astrocytaire, pourraient 

moduler l’expression et/ou la fonction des connexines. La perte de fonction des jonctions communicantes 

pourrait conduire à une rupture du réseau neuroglial et à la perte de support trophique pour les 

oligodendrocytes, participant à la démyélinisation. De plus, l’ouverture des hémicanaux, démontrée en 

condition inflammatoire (Retamal et al., 2007a), pourrait conduire à une libération de molécules 

excitotoxiques pour les oligodendrocytes et les neurones telles que l’ATP et le glutamate.  

Tous ces mécanismes ne sont pas exclusifs et pourraient participer et coopérer à la démyélinisation 

induite par les IgG-NMO. 
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Quels sont les mécanismes à l’origine des troubles 
cognitifs chez les patients ? 
Des troubles cognitifs ont été identifiés chez 35 à 67% des patients NMO avec une diminution des 

performances aux tests de mémoire de travail, d’attention ou de langage (Eizaguirre et al., 2017; Meng et 

al., 2017). Ces troubles sont progressifs et ne sont pas aggravés durant les poussées de la maladie, 

suggérant des mécanismes physiopathologiques différents des processus lésionnels.  

Atrophie et perte neuronale : Plusieurs études ont démontré une corrélation entre les atteintes cognitives 

et des anomalies et la substance blanche ou grise avec des lésions cérébrales (He et al., 2011; Hyun et al., 

2017; Wang et al., 2017; Cho et al., 2018; Liu et al., 2018). Une perte de volume et une atrophie dans des 

structures corticales ou sous-corticale (thalamus, hippocampe) pourrait expliquer ces atteintes cognitives. 

Cependant les mécanismes conduisant à ces altérations ne sont pas connus.  

IgG-NMO et déficits cognitifs : Les déficits cognitifs pourraient résulter d’altération de la transmission 

et/ou de la plasticité synaptique. Les IgG-NMO sont susceptibles de jouer un rôle dans ces altérations, 

l’AQP4 étant impliquée dans la consolidation mnésique et la plasticité synaptique. Les astrocytes étant des 

cellules essentielles à la régulation de la transmission synaptique, notamment via la gliotransmission, une 

altération de leurs fonctions, induite par IgG-NMO, pourrait être impliquée.  

Connexines et déficits cognitifs : Le rôle des hémicanaux de Cx43 astrocytaire ayant été démontré dans la 

gliotransmission par la libération de molécules actives à la synapse (ATP, glutamate, D-sérine) modulant 

les réponses synaptiques et les processus cognitifs comme la mémoire ou l’apprentissage (Stehberg et al., 

2012; Walrave et al., 2016). Les connexines sont également impliquées dans la régulation des fonctions 

synaptiques par la régulation de la morphologie des prolongements astrocytaires entourant les synapses 

(Pannasch et al., 2014). Ainsi une altération de l’expression ou de la fonction des connexines, induite par 

IgG-NMO, pourrait conduire à une perturbation de la fonction synaptique.  
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Ainsi, le travail réalisé durant cette thèse avait trois objectifs principaux :  

1. La caractérisation du phénotype astrocytaire induit par les auto-anticorps NMO-IgG et leur spécificité 

dans la Neuromyélite Optique. Ce premier objectif a été de définir le phénotype astrocytaire acquis 

en présence d’IgG-NMO. L’utilisation de modèles in vitro de cultures gliales et astrocytaires combinés 

des techniques d’analyse de l’expression de marqueurs astrocytaires sont des outils essentiels pour 

identifier les altérations du phénotype astrocytaire au niveau protéique et transcriptomique. Afin de 

vérifier la spécificité de l’effet des auto-anticorps de patients NMO nous avons comparé leur effet à 

ceux d’anticorps purifiés à partir de donneurs sains (IgG-CTRL) ou de patients atteints par la sclérose 

en plaques (IgG-SEP). Ce phénotype pouvant être modulé par la présence d’une cytokine anti-

inflammatoire, le TGF- , nous avons vérifié son effet de réversion du phénotype astrocytaire réactif.  

 

2. L’identification des altérations de connexines et leur implication dans la démyélinisation induite par 

les auto-anticorps. Ce deuxième objectif a été d’étudier l’expression et la fonction des connexines 

gliales, plus spécifiquement des connexines astrocytaires, qui pourraient être altérées en présence 

d’IgG-NMO et non d’IgG-CTRL. L’utilisation de modèles in vitro de cultures astrocytaires, gliales mixtes 

ou myélinisante a permis d’étudier l’expression des connexines astrocytaires et oligodendrocytaires 

mais aussi d’évaluer leurs fonctions hémicanal et jonction communicante. Pour vérifier l’implication 

des connexines astrocytaires dans la démyélinisation nous avons utilisé des bloqueurs spécifiques des 

connexines. Enfin l’étude de l’expression des connexines astrocytaires et oligodendrocytaires in vivo 

dans le modèle de rat-NMO d’infusion chronique d’IgG-NMO ou d’IgG-CTRL a également été réalisée 

pour évaluer leur implication dans la cascade lésionnelle induite par IgG-NMO.  

 

3. La mise en évidence d’altérations de transmission synaptique induite par les auto-anticorps et 

l’implication des connexines.  Ce troisième objectif a été de déterminer si les IgG-NMO étaient 

responsables d’une altération de la transmission synaptique qui est suggérée par la présence de 

troubles cognitifs chez les patients NMO. L’enregistrement des réponses synaptiques excitatrices dans 

l’hippocampe par électrophysiologie a été réalisé en présence d’IgG-NMO.  La spécificité de l’effet des 

IgG-NMO a été vérifiée par l’utilisation d’IgG-CTRL. Les connexines étant impliquées dans la 

gliotransmission, leur rôle dans les altérations induites par les IgG-NMO a été évalué en présence d’un 

inhibiteur, la carbenoxolone.
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Les résultats de cette thèse sont présentés en trois parties. La première correspond à l’identification des spécificités 

phénotypiques et fonctionnelles des astrocytes en présence d’IgG-NMO, avec un article de recherche (Ruiz et al., en 

préparation), qui sera soumis dans la revue Glia en 2019. Dans une seconde partie, nous présenterons un article de 

recherche soumis dans la revue Brain en février 2019 (Richard et al., 2019), dans lequel nous avons mis en évidence 

l’implication des connexines gliales dans la démyélinisation induite par IgG-NMO. Enfin dans une troisième partie, 

nous présenterons nos résultats préliminaires, mais prometteurs, sur l’effet des IgG-NMO sur la transmission 

synaptique glutamatergique (résultats non publiés). 

I. Caractérisation d’un phénotype astrocytaire spécifique de la 
Neuromyélite optique, induit par les autoanticorps de 
patients (Ruiz et al., en préparation) 

Contexte de l’étude 

Les astrocytes sont des cellules abondantes participant à de nombreuses fonctions du SNC telles que la myélinisation, 

la transmission synaptique ou l’apport de métabolites énergétiques aux neurones. Ces cellules sont aussi capables de 

modifier leur phénotype en réponse à une atteinte du SNC par un processus appelé astrogliose réactionnelle. Les 

astrocytes réactifs développent des fonctions nocives et/ou perdent des fonctions bénéfiques et sont dits 

dysfonctionnels. Cette dysfonction astrocytaire a été observée dans certaines atteintes du SNC et participerait à leur 

physiopathogenèse. C’est notamment le cas de la Neuromyélite Optique (NMO), une pathologie neuroinflammatoire 

autoimmune caractérisée par la présence d’auto-anticorps dirigés contre l’AQP4 (IgG-NMO), un canal hydrique 

exprimé par l’astrocyte. La pathogénicité de ces autoanticorps a été démontrée : ils induisent une dysfonction 

astrocytaire primaire, conduisant à une démyélinisation et une perte axonale secondaires. Nos précédents travaux 

ont montré une perte d’expression du transporteur au glutamate GLT-1 astrocytaire associée à une mort 

oligodendrocytaire suggérant que la démyélinisation impliquerait une altération des fonctions astrocytaires. La 

pathogénicité des IgG-NMO a par ailleurs été confirmée dans un modèle animal de la maladie consistant en l’infusion 

chronique d’IgG-NMO sans complément et présentant des altérations histologiques et comportementales similaires 

aux patients NMO. Nous émettons l’hypothèse que l’IgG-NMO induit une altération du phénotype et des fonctions 

astrocytaires participant à la cascade lésionnelle et la démyélinisation.  

Principaux résultats 

Les résultats décrits dans cette section sont présentés dans l’article « Disease-specific reactive astrocytes revealed by 

Neuromyelitis Optica Immunoglobulin », Ruiz et al., en préparation pour une soumission dans GLIA en 2019. 
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i) Les IgG-NMO induisent un phénotype astrocytaire réactif et dysfonctionnel 

spécifique 

La caractérisation du phénotype astrocytaire a été réalisée dans un modèle d’étude in vitro composé d’une culture de 

cellules gliales en présence d’IgG-NMO ou d’IgG-CTRL purifiées respectivement du sérum de patients NMO ou de 

donneurs sains. Des IgG-SEP issues de patients atteints de sclérose en plaque ont ensuite permis d’aborder l’étude de 

la spécificité de la réponse gliale. L’analyse par cytométrie en flux de l’expression des marqueurs astrocytaires GFAP 

et de AQP4 a montré que la culture gliale est constituée de trois populations astrocytaires : i) les GFAP+/AQP4-, ii) les 

GFAP+/AQP4+ et iii) les GFAP-/AQP4+, cette dernière étant la population astrocytaire majoritaire.  

Cette composition phénotypique est fortement modifiée par un traitement de 24 h avec les IgG-NMO : avec une 

augmentation de la population GFAP+/AQP4+ (+12%) et une diminution de la population GFAP-/AQP4+, (-21%). Ainsi, 

deux phénotypes astrocytaires sont induits, présentant une augmentation (AQP4up) ou une diminution de 

l’expression d’AQP4 (AQP4down). Cette modification n’est pas induite par les IgG-CTRL.  

L’étude par PCR quantitative des niveaux d’ARNm des cytokines TNF- - -

C1q, marqueurs d’astrocyte réactif, a montré leur augmentation dans les astrocytes AQP4down induits par IgG-NMO.  

En confirmation, l’analyse du milieu extracellulaire de la culture gliale traitée par les IgG-NMO montre une sécrétion 

de chimiokines et cytokines proinflammatoires : l’IL- - , CCL20, CCL3, CCL5. Cet effet est fortement diminué 

après déplétion des IgG-NMO en anticorps anti-AQP4, démontrant le lien entre l’auto-anticorps et le phénotype 

astrocytaire acquis. Ainsi, les astrocytes traités par IgG-NMO induisent un phénotype astrocytaire réactif, responsable 

de la production d’un milieu proinflammatoire et potentiellement toxique.  

Les astrocytes acquièrent également un phénotype dysfonctionnel après contact avec les IgG-NMO. Ainsi nous avons 

observé une perte d’expression membranaire des transporteurs au glutamate GLT1 et GLAST, notamment dans la 

population AQP4down, mais également de Kir4.1 et une augmentation de l’expression membranaire de Cx43 chez les 

astrocytes traités par IgG-NMO. L’examen de l’expression globale de ces molécules par une approche en Western blot 

sur lysat total indique, non seulement une perte globale d’AQP4, mais aussi celle de GLAST, GLT1, et Kir4.1, associée 

à un gain d’expression de GFAP. La comparaison de ces modifications avec celles induites par un traitement avec des 

IgG-SEP démontre la spécificité d’action des IgG-NMO dirigés contre l’AQP4 avec la perte d’AQP4 et de GLAST et 

l’augmentation de GFAP dans le contexte IgG-NMO, alors que l’expression de Kir4.1 et de GLT1 est également 

diminuée par les IgG-SEP. Ces résultats confirment le concept d’un phénotype astrocytaire réactif et dysfonctionnel 

spécifique de la NMO. La perte des transporteurs de glutamate, entrainant une incapacité à recapturer le glutamate 

extracellulaire, et les anomalies d’expression du canal potassique, pourraient induire un milieu extracellulaire toxique 

pour l’environnement cellulaire.  

Le milieu conditionné des astrocytes réactifs induits par IgG-NMO a un effet démyélinisant dans une culture composée 

d’astrocytes, d’oligodendrocytes et de neurones dont les axones sont myélinisés. Une baisse de la densité d’axones 

myélinisés et de la longueur des segments myélinisés est observée en comparaison avec le milieu conditionné 
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d’astrocytes non traités ou traités avec des IgG-CTRL. L’effet démyélinisant pourrait inclure une toxicité directe envers 

les oligodendrocytes, car les IgG-NMO diminuent fortement la densité d’oligodendrocytes matures exprimant la 

CNPase.  

ii) Ce phénotype est cependant réversible et peut être modulé par une cytokine 

proinflammatoire le TGF-   

Le TGF- 1 est une cytokine aux propriétés anti-inflammatoires, dont la capacité à inverser un phénotype astrocytaire 

délétère a été démontrée (Liddelow et al., 2017). Nous avons analysé l’effet du TGF- 1 dans la culture de cellules 

gliales et la culture myélinisante en contact ou non avec les NMO-IgG. Dans la culture gliale naïve (sans contact avec 

les IgG), le TGF- 1 diminue fortement l’expression des ARN codant pour les cytokines proinflammatoires comme le 

TNF- ’IL-1

plus, le co-traitement avec le TGF- 1 empêche la diminution d’expression d’AQP4 et des transporteurs au glutamate 

GLT1 et GLAST. Enfin, l’ajout de TGF- 1 dans le milieu conditionné d’astrocytes traités par des IgG-NMO a un effet 

protecteur, en empêchant la démyélinisation. 

Conclusion 

Dans cette étude, nous démontrons que les auto-anticorps NMO-IgG, en absence de complément, sont capables de 

modifier profondément le phénotype astrocytaire et de le rendre toxique pour son environnement. La différence des 

profils de modifications induits par les IgG issues de patients NMO versus de patients SEP nous permet de proposer 

l’idée d’un astrocyte réactif et dysfonctionnel spécifique de la NMO, dont le profil est toutefois réversible, ouvrant 

des perspectives thérapeutiques originales. 
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ABSTRACT:  

Astrocyte responds to CNS insult by a gradated continuum of alterations leading to reactive astrocytes, with gain/loss 

of functions and beneficial/detrimental impact on surrounding cells. In neuromyelitis optica (NMO), pathogenic 

autoantibody (NMO-IgG) directed against the astrocyte protein aquaporin-4 (AQP4) induce a primary astrocytopathy 

leading to demyelination and axonal loss. To validate the hypothesis that functional alteration of astrocyte triggered 

by NMO-IgG support NMO pathogenesis, glial culture was treated with IgG purified from anti-AQP4 seropositive 

patients, in absence of complement. Flow cytometry, cell selection and qPCR analyses show that NMO-IgG modify the 

astrocyte phenotype, leading to toxic reactive and dysfunctional cells. Thus, NMO-IgG diversely modulate AQP4 

expression, promoting AQP4up astrocytes and majority AQP4down cells. Both astrocyte populations display a reactive 

- -

addition, NMO-IgG induce the loss, at cell membrane, of astrocyte functional proteins: potassium channel Kir4.1, 

glutamate transporters GLAST and GLT1. AQP4down astrocytes cumulate the loss of AQP4, GLT1 and GLAST. By 

contrast, Connexin 43 and GFAP expression globally increased. Comparison with astrocyte alteration induced by 

antibody purified from multiple sclerosis patients supports the idea of NMO-specific reactive astrocyte. Characterized 

by specific loss of GLAST and AQP4 and gain of GFAP, their toxicity for oligodendrocytes and myelin is shown using 
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myelinated culture. Following treatment with TGF- -IgG no more induced 

AQP4down astrocytes, the glial milieu was modified, and toxicity prevented. This study brings light on setting up 

astrocytopathy in NMO, on autoantibody-induced cell modulation and open promising door for therapy. 

Keywords :  
NMO-specific reactive astrocyte, auto-antibody, astrocytopathy, myelinated culture, TGF-  

INTRODUCTION 

Astrocytes are the most predominant cell type in the central nervous system (CNS). They make essential contributions 

to normal function in the healthy CNS, as they provide energetic metabolite for neurons, regulate the blood-brain 

barrier, participate in synaptic function and plasticity and fulfil a range of homeostatic maintenance function including 

extracellular balance of ions and transmitter (Volterra and Meldolesi, 2005; Sofroniew and Vinters, 2010; Vasile et al., 

2017). They also respond to CNS insult by a process referred to as reactive astrogliosis. It is now clear that reactive 

astrogliosis is not simply an all-or-none phenomenon but, rather, is a finely gradated continuum of molecular, cellular 

and functional changes ranging from subtle alterations in gene expression to scar formation (Sofroniew, 2009; 

Zamanian et al., 2012). In fact, authors propose a spectrum of astrocyte changes, responding to all forms of CNS injury 

and diseases, context-specific, involving intra- and extra-cellular signalling molecules and leading to gain and loss of 

astrocytic functions. Altogether, those changes can have beneficial and detrimental impact on surrounding neural 

cells, hindering or supporting CNS recovery. This concept points towards the potential of reactive astrocytes to play a 

primary role or contributing in CNS disorders, supporting the concept of astrocytopathy, as shown in neuromyelitis 

optica (NMO). 

NMO is an autoimmune demyelinating disease of the CNS with typical clinical manifestations of optic neuritis and 

acute transverse myelitis attacks (Weinshenker et al., 2006; Wingerchuk et al., 2015). NMO is typically recognized as 

a relapsing disease, with clinical, laboratory and neuroimaging characteristics that can differentiate it from multiple 

sclerosis. The most distinctive feature of NMO is the presence of a pathogenic autoantibody directed against 

aquaporin-4 (AQP4), a water channel mainly expressed by astrocytes in the CNS. A spectrum of astrocyte alterations, 

supposed to occur sequentially, has been reported in NMO lesions (Misu et al., 2013; Pittock and Lucchinetti, 2016) 

and supports the concept that NMO is a primary astrocytic disorder (Lucchinetti et al., 2014) leading to subsequent 

demyelination and axonal loss. In vitro studies (Hinson et al., 2008, 2012, 2017; Marignier et al., 2010) demonstrate 

that binding of NMO-IgG to astrocytic AQP4 initiates, not only activation of the cytolytic complement cascade, but also 

downregulation of membrane AQP4 together with glutamate transporters.  

Arguing that a loss of proteins essential for homeostatic role of astrocyte associated to inflammatory phenotype could 

be involved in NMO pathogenesis, we have analysed the alterations induced in astrocyte after contact with IgG purified 

from AQP4-Ab seropositive NMO patients (NMO-IgG), in absence of complement. We show that NMO-IgG promote 
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reactive astrocytes that undergo specific phenotype changes, including loss of channels and transporters, correlated 

to AQP4’s fate. Importantly, they are not induced by treatment with IgG from MS patients and healthy donors.  

AL AND METHODS 

2.1   |  Patients’ sample and IgG purification 
Sera and Plasmapheresis from twenty six patients from the French cohort NOMADMUS, diagnosed as NMOSD 

(Wingerchuk et al., 2015) were selected from Neurobiotec  biobank (Lyon University Hospital). All of them were tested 

positive for anti-AQP4-IgG on a cell-based assay (NMO-IgG). Control sera were collected from nine healthy donors 

from “Etablissement Français du sang” and were tested negative for anti-AQP4 IgG (CTRL-IgG).  Eight multiple sclerosis 

patients IgGs purified from serum were also used in the study and were tested negative for AQP4-IgG (MS-IgG). All 

samples were concentrated by differential centrifugations and then incubated with Protein-A Sepharose 4 Fast FlowTM 

beads (P9424 Sigma-Aldrich) to specifically isolate immunoglobulin of type G (IgG). IgG were eluted with glycine 0,1M 

buffer (pH 2,8) and then neutralized with Tris 1,5M (pH 8,8). After dialysis against culture medium, IgG concentrations 

were determined using BCA™ Protein Assay Kit (Pierce). Cultured pure astrocytes, glial mixed cultures and myelinated 

cultures were treated by NMO-IgG for 24 h, either individually or with a pool from three patients.    

2.2  |  AQP4-IgG depletion 
AQP4-IgG depletion was performed as described before (Marignier et al., 2010, 2016). Briefly, human embryonic 

kidney-293 cells stably transfected with human AQP4-M23 plasmid (HEK-AQP4 cells engineered by CreaCell®, 

Grenoble France) were seeded in 12-wells plate at a density of 5x105 cells. NMO-IgG was added in each well to live 

HEK-AQP4 cells for 20 min per well at 37 °C, CO2 atmosphere and After cell contact, depleted NMO-IgG was removed, 

centrifuged for 15 min at 12.000 rpm, then tested for AQP4-IgG titer by flow cytometry. AQP4-IgG level was decreased 

by almost 40%. Adsorbed NMO-IgG were termed NMO-IgG AQP4+dep. 

2.3  |  Cell cultures  

Mixed glial cell and astrocytic cultures:  

Primary mixed glial cell cultures were obtained from 1-day-old rat pups cortices microdissection and mechanical 

disruption as previously described (Marignier et al., 2010). Dissociated cells were plated on twelve-well, twenty-four-

well plates and LabTek® slides precoated with Poly-L-Lysine (PLL; 10 μg/mL in sterile water). Cells were then incubated 

at 37°C in a moist 5% CO2, 95% air atmosphere. Cells were changed three times a week with glial cell culture medium 

composed of DMEM GlutaMax 4,5 g/L glucose (Fisher Scientific 61965), 10% foetal calf serum (FCS), 0.4% penicillin-

streptomycin, 0.4% amphotericin B. To obtain a pure culture of astrocytes, cells were treated with 1 μM of cytosine 

arabinoside on day in vitro (DIV) 8 and DIV13. Cells were kept for 18 to 22 days before treatment and were used for 

morphological and biochemical studies. 
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Myelinating culture: 

Primary myelinated cultures were obtained from day 15 embryonic rat spinal cord as described previously (Thomson 

et al., 2008). Briefly, plates and culture chambers were coated with PLL (13 μg/ml in sterile water) and cortical 

astrocytes, from pure astrocyte culture as described above, were detached with Accutase® solution (Sigma A6964) 

and resuspended in glial cell culture medium at a density of 2.105 cells/ml. These astrocytes were left to attach for 5 

days before myelinating culture plating and were used to improve myelination as described before (Sorensen et al., 

2008). Following dissection of embryonic spinal cords, mechanic and enzymatic dissociation, cells were counted, and 

final volume was adjusted to obtain 7.105 cells per ml in plating medium (DMEM 1 g/L glucose supplemented with 1% 

Penicillin Streptomycin, 25% horse serum, 25% HBSS). Then, 2.105 cells per chamber or 4.105 cells per well, were left 

to attach for at least 2 h at 37°C with 5% CO2. Finally, differentiation medium (DMEM GlutaMax 4.5 g/L glucose 

supplemented with 1% Penicillin Streptomycin, 0.5% N2 supplement (ThermoFisher 1750258), 10 ng/ml biotin, 50 nM 

hydrocortisone, 10 μg/ml insulin) was added in a proportion of 40% of total volume. Half culture medium was carefully 

replaced thrice a week and insulin was omitted from culture medium after DIV12. Cells were kept until DIV26, when 

myelination was optimum, and treated to be used for biochemical and morphological studies.  

2.4  |  Cell treatments and conditioned medium 
Cultures were treated for 1 h to 24 h with either culture medium (no treatment condition termed NT) or purified IgG 

from healthy donors (CTRL-IgG) or from NMO patients (NMO-IgG) at a concentration of 0,4 mg/ml with or without co-

treatment with type 1 transforming growth factor beta (TGF- 1) at a concentration of 10 ng/ml.  For conditioned 

medium, astrocyte cultures were treated 10 h with either NT, CTRL-IgG or NMO-IgG. Then medium was changed and 

TGF-  was added in the medium at a concentration of 10 ng/ml. This medium was harvested 24 h later and 

constituted the astrocyte conditioned medium and was kept at -80°C before use. Conditioned medium (CdM) was 

used to treat myelinated culture at DIV26 for 48 h.  

2.5 | Cell fractioning assay and Western blot analysis 
Membrane fraction of cultured astrocytes was isolated using the ProteoExtract ® subcellular proteome extraction kit 

(Calbiochem, 539790). First cells were with culture medium and taken off using Accutase® solution and centrifuged at 

300g for 5 min. Then cell pellets were washed trice with washing buffer and incubated 5 min on a wheel followed by 

10 min centrifugation at 300g at 4°C. For cytosolic fraction extraction, pellets were resuspended in buffer n°1 

containing 1X Complete™ protease inhibitor (Roche) and a mix of phosphatases inhibitors (2 mM orthovanadate, 10 

mM sodium fluoride, 2 mM sodium and centrifuged at 800g for 10 min at 4°C. For membrane fraction extraction, 

pellets were resuspended in buffer n°2 containing protease and phosphatase inhibitors, incubated 30 min at 4°C on a 

wheel and centrifuged at 5500g 10 min at 4°C. Supernatant was harvested and kept at -80°C aliquoted. For 

immunoblot (Western blot - Wb), unfixed dry cell pellets were dissociated using ultrasound sonication in 

homogenization buffer containing Tris 20 mM, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, sucrose 10% (pH 7,4) and protease inhibitor 

(Complete EDTA free, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany) and phosphatases inhibitors (sodium fluoride 

10 mM, sodium pyrophosphate 2 mM, sodium beta-glycerophosphate 2 mM, sodium orthovanadate 2 mM). Protein 
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content concentrations were determined using Qubit® Protein Assay Kit (Q33212, Molecular Probes). Protein 

expression was determined by Western blotting as described before (Varrin-Doyer et al., 2012). Briefly, proteins were 

separated on SDS-PAGE gels (1 to 12μg of protein per lane, 10% and 4-12% Criterion ™ XT Bis-Tris Gels© Bio-Rad 

Laboratories Inc Hercules Ca 94547). Then proteins were transferred on a nitrocellulose (Protran® Nitrocellulose 

Hybridization Transfer Membrane 0,2μm Whatman®) and immunodetected using primary antibodies diluted in Tris 

buffer saine (TBS) containing 1% non-fat dry milk and 0.1% Tween-20 incubated overnight at 4°C under agitation 

followed by secondary antibodies against IgG and coupled with Horse Radish Peroxydase (HRP) enzyme incubated 1h 

at room temperature. Revelation was performed using chemiluminescence assay (Immobilon Western 

Chemiluminescence HRP substrate WBKLS0500 Millipore Merck KGaA Darmstadt Germany; Amersham Hyperfilm™ 

ECL GE Healthcare UK Ltd Buckinghamshire UK). Film analysis of band density was analyzed using ImageJ software.   

2.6  |  Immunocytochemistry  
For immunocytochemistry (ICC) labelling, cells were fixed in 4% PFA for 10 min at room temperature. After three 

washes in PBS cells were incubated in a solution of 1X PBS containing 0,3% triton-X100 (PBST), 1% BSA, 10% NGS for 1 

h at room temperature. Then, primary antibodies, diluted in a solution of PBST containing 1% BSA, 4% NGS, were 

incubated at 4°C overnight. After three washes in PBST, secondary antibodies coupled with fluorochromes Alexa-488, 

Alexa-555 or Alexa-647 were incubated 1 h at room temperature. After two washes in PBST and one in 1X PBS, DAPI 

(0,1 μg/ml) was incubated 10 min at room temperature and rinsed three times in PBS before mounting with 

fluoropreserve® reagent (Millipore). For myelination evaluation, myelin basic protein (MBP) and phosphorylated 

neurofilament (pNF) were co-labeled at DIV28 after 48h treatment. 20 fields per condition were taken with a 

fluorescent microscope equipped with epifluorescence (Axio Imager Z1 apotome technology, Zeiss, Oberkochen, 

Germany) by investigators blinded for treatment condition. Image analysis was performed using ImageJ software. The 

density of myelinated axons was calculated as the ratio of the amount of MBP labeling on pNF labeling. The length of 

myelinated segments was also measured using the segmented line tool of ImageJ. CNPase density evaluation was 

performed using the area covered by CNPase labeling.  

2.7  |  Flow cytometry and cell sorting  
Flow cytometry was performed on untreated glial cell cultures and following 24 h IgG treatment. Cells were washed 

with PBS 1X and then detached from culture dishes with accutase™ solution. Dissociated cells were incubated 30 min 

at RT with PBS/8% NGS and stained for 20 min at 4°C with primary antibody directed against surface proteins GLT1 

((Marignier et al., 2010), AQP4 (AB2218, MilliporeTM), O4 (FAB1326P, R&D systems). Cells were then stained with 

secondary antibodies for 30 min at 4°C with Alexa 488 Goat anti-rabbit (Molecular Probes). After 15 min of fixation 

with paraformaldehyde 4% and 20 min of permeabilization with saponine 0,5%, for detection of intracellular proteins, 

cells were stained with mouse anti-GFAP (556330 BD PharmingenTM) and CNPase (C5922, Sigma, USA in PBS/ saponin 

0.05% Staining was followed by incubation with anti-mouse IgG Alexa 660 (Molecular Probes) 30 min at 4°C. Cells were 

analyzed on flow cytometer (CANTOII, Becton Dickinson) or sorted based on the expression of AQP4 (ARIA, Becton 

Disckinson).  
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2.8  |  Cytokine and Chemokine detection  
Detection and analysis of cytokines and chemokines released by astrocytes and glial cells was performed using 

Proteome Profiler™ Array Rat Cytokine Array Pannel A (R&D systems, ARY008). Supernatant from cultures treated 24 

h was harvested and were kept on ice. Membranes were first blocked to avoid unspecific binding of antibodies. 

Samples were incubated 1 h at room temperature with a cocktail of biotinylated antibodies directed against thirty 

different cytokines and chemokines. Then sample-antibody mixture was added on blocked membranes in 4-well multi-

dishes and left to incubate overnight at 4°C on a rocking platform shaker. Each membrane was handled carefully and 

rinsed thrice with wash buffer. Membranes were incubated 30 min at room temperature with Streptavidine-HRP on a 

rocking platform shaker and then rinsed thrice with wash buffer. Revelation was performed using a chemiluminescent 

assay (Chemi Reagent Mix) incubated on top of membranes for 1min. Membranes were then placed in an 

autoradiography cassette to expose them to X-ray films for 1 min. Film analysis and band intensity was performed 

using ImageJ software. 

2.9  |  RNA extraction and qPCR analysis 
RNA extraction on cell sorted was done with the kit Rneasy Plus microkit Qiagen (Qiagen, 74034) for a density of cells 

inferior at 5.105 cells and with the NucleoSpin RNA (Macherey Nagel, 7400955) for more than 5.105 cells. Total RNAs 

were assayed by NanoDrop (NanoDrop 2000C, Thermo). The Reverse-Transcription was performed with the 

SuperScriptTM IV First-Strand Synthesis System (Invitrogen, 18091050) with 60 ng or 1 μg of RNA. qPCR was done on 

the Rotor-Gene Q (Qiagen) with the Rotor-Gene Sybr Green PCR kit (Qiagen, 204076). A standard curve was 

established by logarithmic dilution for each gene tested: Aldh1l1, AQP4-M1, GFAP, Iba1, Il1- - -

 

2.10  |  Statistical analysis 
Statistical analyses and graphs were made using GraphPad Prism 5.0. Data on graphs are presented as bars of mean 

with standard error of mean (SEM) or by scatter dot plots representing all values and mean with SEM. Normality of 

distribution and equality of variances was evaluated using respectively D’Agostino-Pearson and Bartlett’s tests before 

statistical analysis to choose the appropriate parametric or non-parametric test to compare conditions. Comparison 

of two conditions as for was performed using a t-test or a Mann-Whitney test. For multiple conditions comparison, we 

used either an ANOVA or a Kruskal-Wallis test followed by Dunn’s post-hoc test. For all tests, alpha risk was fixed at 

5% so differences were considered significant for p<0.05. Levels of significance were indicated as: * p<0.05, ** p<0.01, 

*** p<0.001. 

 

3.1 | NMO-IgG treatment alters astrocyte phenotype  
Primary mixed glial cell cultures composed of astrocytes, oligodendrocytes and microglia were treated for 24 h with 

purified IgG from NMO patients (NMO-IgG) and healthy individuals (CTRL-IgG). To characterize astrocyte phenotype, 

untreated glial culture (NT) was first examined for AQP4 and GFAP expression using flow cytometry, showing that 
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about 75% of the whole cell population are astrocytes. Three astrocyte phenotypes were distinguished: i) astrocytes 

expressing GFAP without AQP4 expression (GFAPposAQP4neg; 24% of the whole population), ii) astrocytes expressing 

both GFAP and AQP4 (GFAPposAQP4pos; 6% of the whole population), and iii) almost half of astrocytes expressing AQP4 

but not GFAP (GFAPnegAQP4pos, 44% of the whole population) (Figure 1A).  The cell population not expressing AQP4 

and GFAP comprises microglia and oligodendrocytes (qPCR analysis, not shown). Astrocyte populations did not change 

in CTRL condition but was modified by NMO-IgG (one example shown (Figure 1A). A profound modification of astrocyte 

phenotypes was detected: the GFAPposAQP4neg population decreased (10% in NMO versus 24% in NT condition) in 

parallel with an increase of GFAPposAQP4pos cells (18% in NMO versus 6% in NT condition), indicating the gain of AQP4 

membrane expression by GFAPpos astrocytes (termed AQP4up). Inversely, the GFAPnegAQP4pos population decreased 

(23% in NMO versus 44% in NT condition) indicating the loss of AQP4 membrane expression in GFAPneg population 

(termed AQP4down). Such modifications of astrocyte phenotype were constantly observed in glial cultures treated 

with NMO-IgG (from 5 patients) compared to CTRL-IgG (from 1 healthy donor) and NT conditions repeated in 11 

experiments (Figure 1B) (***p<0.0001, **p=0.0003, respectively). Focusing on GFAPpos and GFAPneg cell populations, 

flow cytometry analysis confirmed that, under NMO-IgG treatment, GFAPpos astrocytes gained AQP4 expression 

whereas GFAPneg astrocyte lose this protein (Figure 1C). However, there was a global decrease of AQP4 expression at 

the total cell level. Examination of AQP4, together with GFAP, in the total cell population using Western blot analysis 

(membrane + cytosol), confirmed the global loss of AQP4 and gain of GFAP following NMO-IgG treatment (mean gain: 

22% p=0.0103; mean loss: 38% p<0.0001) (Supplementary Figure 1, NMO-IgG: n=17; CTRL-IgG: n=9). We thus show 

that NMO-IgG modify its cell target, giving rise to different astrocyte phenotypes according to AQP4 expression, but 

globally result in AQP4 downregulation. We thus show that NMO-IgG modify its cell target, giving rise to different 

astrocyte phenotypes according to AQP4 expression, but globally result in GFAP upregulation and AQP4 

downregulation. 
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FIGURE 1  Astrocyte phenotype changes induced by NMO-IgG give rise to two cell populations, AQP4up and AQP4down 
astrocytes. A) Analysis of GFAP and membrane AQP4 expression in primary mixed glial cell culture using flow cytometry, 
distinguishes three astrocyte phenotypes: GFAPposAQP4neg, GFAPposAQP4pos and GFAPnegAQP4pos cells (24%, 6%, 44% of the whole 
cell population, respectively in NT condition). NMO-IgG (one example shown) decrease the GFAPposAQP4neg and GFAPnegAQP4pos 
cell populations (10% and 23%, respectively), while GFAPposAQP4pos cells increased (18%). No modification with CTRL-IgG. B) 
Phenotype modifications induced by NMO-IgG are reproducible with increase in GFAPposAQP4pos and decrease of GFAPnegAQP4pos 

induced by NMO-IgG (n=11 experiments, Kruskal Wallis test). C) Under NMO-IgG treatment, GFAPpos and GFAPneg astrocytes gained 
and lose AQP4 expression respectively (flow cytometry), thus were termed AQP4up and AQP4down cells. 

3.2 | AQP4up and AQP4down astrocytes display reactive phenotype 
To precise the NMO-IgG-induced astrocyte phenotypes, cell selection on AQP4 membrane expression (low and high 

AQP4 levels) was performed on mixed glial cells following 24 h treatment (NT, CTRL-IgG and NMO conditions; NMO-

IgG n=3), giving rise to enrichment of AQP4up and AQP4down astrocyte populations generated by NMO condition 

(Figure 2A). AQP4 and GFAP mRNA, detected by qPCR analysis on selected cells, confirmed them as astrocyte (not 

shown).  Presence of C1q and pro-inflammatory cytokines TNF , IL-1  and IL-1  mRNA identified them as reactive 

astrocytes (Figure 2B). These reactive markers were increased in AQP4low and reduced but still present in AQP4high 

selected astrocytes (Figure 2B). Assuming that both populations of reactive astrocytes would globally result in an 

inflammatory milieu, we analysed the secretome of glial cells following IgG treatment, using rat cytokine array on cell 

culture medium (Figure 2C). We show that, compared to CTRL-IgG (n=3), NMO-IgG (n= 10) specifically generated an 

inflammatory immune response in glial cells, with the secretion of IL-1 IL-1 , IL-1ra and IL-2 (p=0,022; p=0,032; p=0,1 

and p=0,07 respectively, levels depending on patient’ IgG). NMO-IgG also induced the secretion of chemokines CCL3, 

CCL5, CXCL3 (p<0,05) and CCL20 (p=0.009). Implication of NMO-IgG in the glial secretome was demonstrated using 

NMO-IgG depleted in AQP4 specific antibody, that induced lower levels of cytokine and chemokines production 

compared to native NMO-IgG (Figure 2D). TNF , IL-1 and IL-1  secretion was also detected in pure astrocyte culture 

treated with NMO-IgG compared to CTRL-IgG (data not shown: cytokine array: 18,6 vs 4 ± 12; 20,4 vs 8,5 ± 8; 6,8 vs 
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0,5 ±6,7 for TNF , IL-1 and IL-1  respectively). Collectively, these observations indicate that NMO-IgG induce 

AQP4up and AQP4down reactive astrocytes promoting an inflammatory milieu. 

FIGURE 2  NMO-IgG specifically generates reactive astrocytes. A) Enrichment of GFAPnegAQP4down and GFAPposAQP4up cell 
populations using cell sorting based on AQP4 expression (High versus Low level) in NMO-IgG compared to CTRL-IgG conditions. B) 
Transcriptome qPCR analysis in AQP4high selected cells showing decreased C1q, TNF , IL-1  and IL-1 AQP4up 
astrocytes generated by NMO-IgG treatment (red line). Conversely, transcriptome of AQP4low selected cells shows the 
upregulation of C1q, TNF , IL-1  and IL-1  in AQP4down astrocytes generated by NMO-IgG treatment (n=1 experiment: 1 CTRL-
IgG and 3 NMO-IgG). C) Protein arrays performed on glial cell medium after 24 h treatment with NMO-IgG or CTRL-IgG: detection 
of the secretion of inflammatory cytokines IL-1 , IL-1 -1ra, IL-2 and chemokines CCL3, CCL5, CCL20 and CXCL3 (n=3 CTRL-IgG 
and n=10 NMO-IgG, Mann Whitney test). D) Depletion of anti-AQP4 antibody in total NMO-IgG reduce the release of 
proinflammatory cytokines and chemokine s showing a specific effect of anti-AQP4 autoantibody in NMO patients.  

3.3 | Dynamic modulation of functional proteins by NMO-IgG reveals disease-specific 

dysfunctional and toxic reactive astrocytes 
Reactive astrocytes may contribute to CNS disease through the gain of detrimental effects, such as inflammatory 

secretome, and the loss of essential cell functions (Hamby et al., 2012). We focused our analysis on membrane proteins 

involved in the homeostatic role of astrocyte: the glutamate transporters GLT1 and GLAST, the potassium channel 

Kir4.1 and the gap junction/hemichannel protein Connexin 43. First, immunocytochemistry detected a rapid 

delocalization of these proteins in astrocyte 30 min after contact with NMO-IgG (Figure 3A). In addition, a global 

decrease at astrocyte cell membrane of AQP4, GLT1, GLAST and Kir4.1 was detected 24 h after contact with NMO-IgG 

by cell fractioning and Western blot analysis (Figure 3B). Flow cytometry analysis focused on GFAPneg astrocyte 

population, the source of AQP4down cells, revealed the loss of membrane GLT1 and GLAST in NMO condition (Figure 

3B. Examination, at same time, of the total cell lysate by Western blot confirmed the loss of AQP4, GLAST and Kir4.1 

in parallel of the increase of GFAP expression (Supplementary Figure 1), supporting the idea of reactive and 



Résultats 

115 
 

dysfunctional astrocyte generated by NMO-IgG. By contrast, expression of Cx43 increased at cell membrane (Figure 

3B). Interestingly, astrocyte treatment with IgG purified from multiple sclerosis patients (MS-IgG= 8) used at the same 

concentration than NMO-IgG (n= 17) and same duration, did not induce similar modifications (Supplementary Figure 

1). At the total cell level, AQP4, GLAST and GFAP expression was not modified by MS-IgG whereas that of GLT1 and 

Kir4.1 was reduced, showing the specificity of NMO-IgG-induced modulation of astrocyte.  

 

FIGURE 3 NMO-IgG induce dynamic modulation of astrocyte proteins. A) Immunodetection (immunofluorescence) of AQP4, 
GLT1, Kir4.1 and Cx43 in pure astrocyte culture: rapid delocalization of proteins at 30 min in NMO condition and not in NT 
condition. B) Astrocyte membrane preparation: loss of AQP4, Kir4;1, GLAST and GLT1 at cell membrane in NMO condition after 
24 h treatment (Western blot). C) Flow cytometry: loss at cell membrane of GLT1 and GLAST in GFAPneg cells and total cells after 
24h treatment with NMO-IgG.  

Thus, reactive astrocytes generated by NMO-IgG, characterized by loss of the autoantibody target associated with 

specific alterations of membrane transporters and channels, appeared NMO-specific. Collectively, we show that 

reactive astrocytes are generated by NMO-IgG, are characterized by a loss of the autoantibody target associated with 

specific alterations of membrane transporters and channels and appear NMO-specific. 



Résultats 

116 
 

Potential toxicity of NMO-specific reactive astrocytes was suggested by their alteration, including inflammatory 

secretome and the potential incapacity to uptake glutamate and K+. The toxic effect was demonstrated by treatment 

of myelinated culture, composed of astrocytes, oligodendrocytes and neurons, with astrocyte conditioned medium 

(Figure 4).  Pure astrocyte culture was treated for ten hours with CTRL-IgG and NMO-IgG (pooled from 3 patients), 

then conditioned medium (CdM) collected from NMO-IgG-induced reactive astrocytes (CdM-NMO); from control 

astrocytes (CdM-CTRL) and from untreated astrocyte (CdM-NT). Treatment of myelinated culture with CdM-NMO for 

48 h reduced the density of myelinated axons, expressed as MBP/pNF ratio, and the length of myelinated segment 

(Figure 4A-C) (p<0.001 and p<0.001, respectively, compared to CdM CTRL). This decisively demonstrated the toxic 

effect of NMO-specific reactive astrocytes on myelin. 

FIGURE 4 NMO-specific reactive astrocytes generate a milieu toxic for myelin, an effect prevented by TGF- . A) Myelinated 
culture (neurofilament in red; myelin in green; immunofluorescence) treated with conditioned medium (CdM) from astrocytes in 
NMO-IgG and CTRL-IgG conditions and co-treated (or not) with TGF- .  B) The loss of myelinated axon (MBP/pNF ratio) induced 
by CdM NMO-IgG is not detected under co-treatment with TGF- . C) Shortened myelinated segment length induced by CdM 
NMO-IgG  is prevented by TGF-  (n=1 experiment, 20 measures, conditions in duplicate) D-E) Loss of oligodendrocyte 
(immunofluorescence: olig2+ in red; CNPase+ in green) induced in NMO-IgG condition and reduced by co-treatment with TGF-  
(n= 1 experiment, 20 measures, conditions in duplicate). Kruskal Wallis test with Dunn’s post-hoc analysis * p<0,01 **p<0,001. 
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3.4 | TGF-  reverts the phenotype of NMO-specific reactive astrocytes and protects 

oligodendrocytes and myelin. 
Given the ability of TGF-  to revert reactive astrocyte to naive one (Liddelow et al., 2017), we  tested the ability of 

TGF-  modify the phenotype of NMO-specific reactive astrocytes and moderate their toxic effect.  We first 

examined the direct effect of TGF-  on glial cells (no IgG condition) and observed an increased number of 

GFAPposAQP4pos astrocyte (22% versus 5% without TGF- , flow cytometry) and a reduced GFAPnegAQP4pos one (41% 

versus 66% without TGF- ) (Figure 5A). However, elevation of GFAPposAQP4pos cell population, supposed to be 

reactive, did not result in increased inflammation. Rather, qPCR analyses of glial cells (Figure 5B) and pure astrocytes 

(not shown) treated with TGF- IL-1  and TNF- mRNA. We further examined 

the effect of NMO-IgG (n=6) and TGF-  co-treatment on glial cells. Flow cytometry analysis was focused on AQP4 

expression in GFAPnegs cell population, previously shown to be altered by NMO-IgG (source of AQP4down cells) (Figure 

5C). Compared to treatment with NMO-IgG alone, AQP4down reactive astrocytes were prevented by co-treatment 

with TGF- In addition, TGF-  avoided the glutamate transporters alteration induced by NMO-IgG, as there was no 

reduction of GLAST and GLT1 expression. Moreover, TGF- -IgG in 

glial cells (Figure 5B) and pure astrocytes (not shown). IL-1  and TNF-  mRNA were reduced whereas IL-6 mRNA 

increased, suggesting astrocyte phenotype change. Altogether, these observations suggested that, by changing the 

phenotype of NMO-specific reactive astrocytes, TGF-  The protective effect 

of TGF- examined on glial culture treated with NMO-IgG for 24 h. Contact with NMO-IgG alone resulted in 

the loss of mature oligodendrocytes labelled with CNPase (Figure 4D and E, p<0.001 compared to NT), as previously 

reported (Marignier et al., 2010). Such a toxic effect was lowered by TGF-  treatment (p>0.05 compared to NT 

without TGF- ). Focusing on the CdM effect of reactive astrocytes on myelinated culture, the loss of myelinated axons 

was not observed when CdM-NMO was collected from astrocytes treated with NMO-IgG and TGF-  (Figure 4A and 

B, p<0.01). In addition, there was no reduction of myelinated segment length (Figure 4C, p<0.01). Therefore, TGF-  

can prevent the toxic effect of NMO-specific reactive and dysfunctional astrocytes on oligodendrocyte and myelin. 



Résultats 
 

118 
 

FIGURE 5 TGF-  prevents the NMO-IgG-induced modulation of astrocyte phenotype. A) TGF-  treatment of glial cell culture 
increases the number of GFAPposAQP4pos astrocytes (5% to 22% in NT) and reduces the GFAPnegAQP4pos cell population (66% to 
41%). B) Cytokine mRNA levels (qPCR) in glial cell culture: TGF-  reduces IL-1  and TNF-
condition). Co-treatment with TGF-  prevent the NMO-IgG-induced increase of IL-1 , TNF- -6 
expression. C) TGF-  co-treatment with NMO-IgG (n=6), does not decrease AQP4 expression in GFAPneg cells, as observed with 
NMO-IgG alone. No reduction of GLAST and GLT1 expression in GFAPneg cells was observed under TGF-  co-treatment compared 
to NMO-IgG alone. 

 

The present study performed on astrocytes, in pure culture or mixed glial culture, shows that, in absence of 

complement, autoantibody NMO-IgG directed to AQP4 constantly alter the astrocyte phenotype, giving rise to two 

cell types, AQP4up and AQP4down astrocytes, with gain and loss of AQP4, respectively. Both cell populations express 

markers of reactive astrocytes. The novelty of the present study is the observation that reactive astrocytes specifically 

induced by NMO-IgG are probably dysfunctional and deleterious, notably the AQP4down astrocytes that cumulate an 

inflammatory phenotype with the loss of AQP4 and the glutamate transporters GLAST and GLT1.  

 We show that, NMO-IgG trigger the delocalization, at astrocyte cell membrane, of proteins that are essential for its 

function: GLAST and GLT1, the stabilizing ion balance and inwardly rectifying potassium channel Kir4.1 and the gap 

junction protein Cx43. Alteration of these membrane proteins after contact with anti-AQP4 autoantibody could be 

explained by their proximity at cell membrane  (Connors et al., 2004; Boulay et al., 2017) and the range of effector 

functions of autoantibody directed to membrane proteins, notably receptor internalization (Diamond et al., 2009). 

Protein delocalization induced by NMO-IgG is followed by the loss of AQP4, GLAST and Kir4.1, detected in membrane 

cell preparation and at the total cell level, suggesting a profound astrocyte dysfunction. By contrast, Cx43 expression 

increases at cell membrane, however such change was recently implicated in altered gap junction and hemichannel 

activities, and NMO-IgG induced demyelination (Richard et al., 2019 submitted). One may note that AQP4up astrocyte 

phenotype induced by NMO-IgG is comparable to astrocytes overexpressing AQP4 and GFAP found in multiple 

sclerosis patients (Misu et al., 2013; Lucchinetti et al., 2014). However, the profile of astrocyte modulation induced by 

IgG from MS patients, clinically different from NMO, is different to that induced by NMO-IgG, notably there is no global 

gain of GFAP and loss of AQP4 and GLAST. These observations are pleading for the idea of NMO-specific reactive 

astrocyte, and more generally for disease-specific reactive astrocyte. Astrocytes modified by NMO-IgG integrate the 

reactive gliosis entity depicted by Sofroniew and colleagues (Sofroniew, 2009;Sofroniew and Vinters, 2010; Anderson 

et al., 2014), with a gradated spectrum of changes, including gain and loss of potential functions. Moreover, the 

specific profiles of AQP4up and AQP4down reactive cells reflect the heterogeneity of astrocyte response to specific 

injury, as stated by Zamanian and colleagues (Zamanian et al., 2012), going a little further than the notion of A1 

reactive astrocyte. 

Changes undergone by NMO-specific reactive astrocytes have the potential to alter their activity and negatively impact 

surrounding neural cells. First, these cells promote an inflammatory glial secretome, corroborating other studies on 

astrocyte secretome in NMO context (Howe et al., 2014). Interestingly, secretion was reduced when NMO-IgG were 

depleted in AQP4 specific antibodies, confirming the link between auto-antibody and inflammatory phenotype. 
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Microglia certainly participates in the NMO-IgG-induced secretion as these cells have the ability to release 

inflammatory cytokines following astrocyte-microglia interplay, thus can be strong inducer of reactive astrocyte (Gao 

et al., 2013; Rothhammer et al., 2018 ; Liddelow et al., 2017). Interestingly, the secretome signature of NMO-specific 

reactive astrocytes (IL-1 , IL-1 , IL-1ra, IL-2, CCL3, CCL5, CCL20, CXCL3) is distinct of those induced in animal models 

of stroke and neuroinflammation other that NMO (IL-1ra, IL-6, IL-17, CCL2, CXCL1, CXCL2, CXCL10) (Zamanian et al., 

2012).  

Neurotoxicity of IL-1  and TNF  is expected, as reported in demyelinating and neurodegenerative diseases other than 

NMO (Lukens and Kanneganti, 2014; Singhal et al., 2014). In addition, alteration of astrocytic transporters, channel 

and junction proteins, all important modulators of neural cell homeostasis, may also support the potential toxicity of 

NMO-specific reactive astrocytes. Incapacity for these cells to re-uptake extracellular glutamate, associated with 

glutamate liberation through altered Cx43 hemichannel, might have serious consequence on neighboring neural cells 

(Beamer et al., 2016 ; Burnstock, 2016 ; Rothstein et al., 1996). In fact, we show that conditioned medium of NMO-

specific reactive astrocytes induce myelin alteration (the present study and Richard et al, submitted), and using our 

NMO-rat model, we have reported that elevated level of extracellular glutamate is associated with oligodendrocyte 

death, spinal axon loss and motor dysfunction (Marignier et al., 2010, 2016). To conclude this point, we show that, 

besides cell death induced though immune mechanism including complement cascade, an autoantibody may lead to 

dysfunctional cell with serious consequence on neighboring cells. NMO-specific reactive and dysfunctional astrocyte 

could support the link between astrocytopathy and lesions in NMO. 

It is conceivable that disease-specific reactive astrocytes contribute to NMO lesions, notably demyelination and axon 

loss. Present in the cerebrospinal fluid (CSF) of patients, NMO-IgG can target astrocytes along the glial-CSF interface 

and generate dysfunctional astrocytes, promoting a milieu toxic for myelin and neurons. In fact, loss of AQP4 and 

increased Cx43 expression observed in our study models are detected in NMO patients (Masaki et al., 2013). NMO 

lesions are mainly detected in sites of high AQP4 expression, notably periventricular and hypothalamic areas, the 

spinal cord and optic nerves, the sites of NMO lesions (Pittock et al., 2006 ; Lucchinetti et al., 2014). However, lesions 

can extend to nearby tissues, including cerebral hemisphere just beneath the ependyma  and the ventral part of brain 

stem next to area postrema (Kim et al., 2011 ; Lu et al., 2011). Spreading, step-by-step, of toxic molecules from NMO-

specific reactive astrocytes and subsequent impact on myelin and axons is conceivable. In addition, raise of GFAP 

expression in NMO-specific reactive astrocytes could explain the presence of this intermediate filament in the 

cerebrospinal fluid of NMO patients, elevated during relapse (Misu et al., 2009; Storoni et al., 2011) 

In the light of these observations, NMO-specific reactive astrocytes are a promising target for therapy. Literature 

indicates that manipulating extracellular glutamate level through modulation of glutamate transporters function may 

provide neuroprotection, and several molecules are in clinical trials for diseases other than NMO (Fontana, 2015). 

Likewise, inflammatory secretome which affect physiological state of surrounding cells, is a potential target. Our 

attempt to control NMO-specific reactive astrocytes by TGF-  is promising. TGF-

glial cells reduced the endogenous expression of TNF  and IL- -treatment with NMO-IgG reduced 
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the inflammatory secretome. Moreover, TGF- prevented the loss of AQP4, GLT1 and GLAST, suggesting the 

reduction of the NMO-specific reactive astrocyte population. Thus, TGF-  treatment protected myelin and 

oligodendrocytes in NMO condition. Progress must be done in understanding the mechanism of TGF- -related 

protection against the toxic effect of NMO-specific reactive astrocyte. In fact, the protective effect of TGF-

neuronal damages has been already reported in infectious and inflammatory conditions (Cekanaviciute et al., 2014a; 

b). Also, neural protection could involve IL-6, shown here to be secreted by TGF- -treated reactive astrocytes, 

because of its participation in remyelination (Haggiag et al., 2001). Also, IL-6 signalling pathway stimulated in astrocyte 

has been reported to play a beneficial role during neuroinflammation (Ponath et al., 2018). However, contrasting 

effects have been described for this cytokine (Wang et al., 2012 ; Barros et al., 2016). As a general conclusion, 

dissecting the mechanisms underlying the reactive gliosis induced in NMO context brings light on NMO 

physiopathology, on autoantibody induced cell modulation and may open doors to conceive novel and specific 

therapy. 
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SUPPLEMENTARY MATERIAL : 

SUPPLEMENTARY FIGURE 1 NMO-IgG but not MS-IgG induce a change in astrocytic proteins levels. Western blot analysis on cell 
lysate (total proteins) of glial cells treated with NMO-IgG, MS-IgG or CTRL-IgG for 24h showing elevated GFAP expression and loss 
of AQP4 and GLAST specific of NMO-IgG compared to MS-IgG (17 NMO-IgG, 9 CRTL-IgG, 8 MS-IgG tested, levels relative to actin * 
p<0,05 , ** p<0,01, *** p<0,001 ns p>0,05 Mann Whitney test)  
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II. Les connexines dans la neuromyélite optique : un lien entre 
démyélinisation et astrocytopathie (Richard et al., soumis en 

  
Les résultats décrits dans cette section sont présentés dans l’article « Connexins in Neuromyelitis Optica , a link 

between astrocytopathy and demyelination», de Richard et al., soumis dans Brain en Février 2019.  

Contexte de l’étude  

Nos précédentes études ont démontré l’implication de l’altération des astrocytes dans la mort oligodendrocytaire et 

la démyélinisation. En effet, l’IgG-NMO en ciblant l’AQP4 exprimée par les astrocytes provoque une profonde 

modification du phénotype astrocytaire qui devient alors réactif et dysfonctionnel. La libération et l’accumulation de 

glutamate serait impliquée dans la mort oligodendrocytaire. Cependant le lien entre la dysfonction astrocytaire et la 

démyélinisation n’est pas complètement élucidé. Les connexines étant impliquées dans l’établissement d’un réseau 

neuroglial, et participant à de nombreuses fonctions du SNC, dont la myélinisation, leur altération pourrait participer 

à la formation d’un environnement nocif pour les oligodendrocytes et la myéline. De plus, la perte d’expression des 

connexines dans les lésions de patients, où l’astrocyte est préservé, suggère leur implication dans des mécanismes de 

physiopathogenèse de la NMO. L’objectif de cette seconde étude a donc été d’étudier l’expression et les fonctions des 

connexines dans le contexte de l’astrocytopathie induite par les IgG-NMO afin d’élucider leur rôle dans la 

démyélinisation.  

Principaux résultats  

i) Les IgG-NMO sont capables d’induire une démyélinisation sans addition de 

complément 

L’utilisation de d’IgG-NMO, purifiées du sérum de différents patients a permis de montrer une forte diminution de la 

densité de myéline ainsi que de la longueur des segments myélinisés dans un modèle de culture reproduisant la 

myélinisation, après 48 h de traitement. Cet effet était spécifique car il n’était pas observé en présence d’IgG-CTRL, 

purifiées du sérum de donneurs sains. L’absence de complément confirmait que les IgG-NMO par eux même avait un 

effet délétère sur la myéline et les oligodendrocytes.  

ii) Les IgG-NMO altèrent l’expression et la fonction des connexines gliales 

L’expression des connexines gliales, plus précisément de la Cx43, est modifiée par les IgG-NMO après 24 h de 

traitement, avec une augmentation de la taille des plaques de jonction communicantes observée à la fois en 

microscopie à fluorescence et électronique. L’étude de l’expression membranaire par fractionnement cellulaire et 

Western blot a montré une modification d’expression dynamique de la Cx43 et de la Cx30. En effet, nous avons observé 

une perte d’expression des connexines astrocytaires après 1 h de contact avec les IgG-NMO, puis une augmentation 
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de leur expression après 24 h. L’AQP4, cible des IgG-NMO, est également dynamiquement modifiée, avec une perte 

d’expression dès 1 h, cette perte est cependant maintenue après 24 h.  

Cette modification d’expression des connexines est associée à une altération de leurs fonctions. L’étude de l’activité 

jonction communicante par la technique de « scrap loading dye transfer » a montré une très forte diminution du 

couplage intercellulaire en présence d’IgG-NMO, après 24h de traitement. Cette diminution de couplage implique une 

perturbation des connexines, car une inhibition des connexines, par la carbenoxolone, abolit complètement la 

diffusion du colorant. L’implication de la Cx43 plus a été particulièrement suggérée, car l’inhibition des jonctions 

communicantes de Cx43 par le peptide inhibiteur Gap27 a un effet similaire à celui des IgG-NMO sur le couplage 

intercellulaire.  

L’étude de l’activité hémicanal par la technique de « dye uptake » a également permis de montrer une altération 

induite par les IgG-NMO, avec une augmentation après 24 h de traitement. Cet effet était spécifique car l’ouverture 

était observée en condition de traitement par du lipopolysaccharide, connu pour augmenter l’activité hémicanal, et 

était bloquée par l’inhibiteur de connexine carbenoxolone. Des résultats préliminaires ont suggéré que l’ouverture 

des hémicanaux pourrait permettre la libération de glutamate en présence d’IgG-NMO qui serait bloquée par la 

carbenoxolone.  

iii) Les connexines gliales sont impliquées dans la démyélinisation induite par les 

IgG-NMO 

L’utilisation de peptides inhibiteurs spécifiques de la Cx43 bloquant, soit la fonction hémicanal (Gap19), soit la fonction 

jonction communicante (Gap27) a montré respectivement que bloquer les hémicanaux de Cx43 prévenait la 

démyélinisation induite par les IgG-NMO et que bloquer les jonctions communicantes conduisait à une 

démyélinisation similaire à celle des IgG-NMO.  

Par ailleurs un modèle animal d’infusion chronique d’IgG-NMO dans le ventricule latéral de rats a permis de montrer 

une forte diminution de l’expression des connexines gliales surtout après 21 jours post-infusion. En effet, l’expression 

de la Cx43 astrocytaire et de la Cx47 oligodendrocytaire était fortement diminuée dans la substance blanche et la 

substance grise de la moelle épinière des rats-NMO. Cette diminution d’expression était associée à une perte 

oligodendrocytaires (détectés par Olig2), et à une perte de prolongements astrocytaires (détectés avec GFAP). Mais 

aussi, la diminution d’expression des Cx était co-observée avec la diminution de l’expression de protéines de myéline 

et avec une perte axonale. 

Conclusion 

En conclusion, cette étude a montré une profonde altération de l’expression et des fonctions des connexines induite 

par IgG-NMO avec une diminution de l’activité jonction communicante et une augmentation de l’activité des 

hémicanal. Le blocage des hémicanaux de Cx43 a permis de prévenir la démyélinisation induite par IgG-NMO alors 
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que le blocage des jonctions communicantes de Cx43 induisait une démyélinisation similaire à celle d’IgG-NMO. Ainsi 

une rupture de l’homéostasie du réseau neuroglial, associée à l’élévation de libération de molécules actives 

(glutamate, ATP…) serait impliquée dans la production d’un environnement délétère à la myéline et toxique pour les 

oligodendrocytes participant à la démyélinisation induite par IgG-NMO. 
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Abstract : Neuromyelitis Optica, a rare neuroinflammatory demyelinating disease of the central nervous system, 

is characterized by the presence of specific pathogenic auto antibodies directed against the astrocytic water channel 

aquaporin-4 and is now considered as an astrocytopathy associated either to complement dependent astrocyte death 

or to astrocyte dysfunction. However, the link between astrocyte dysfunction and demyelination remains unclear. We 

propose glial intercellular communication, supported by connexins hemichannels and gap junctions, to be involved in 

demyelination process in Neuromyelitis Optica. We used several models of primary cell cultures: astrocytic, mixed glial 

cells or myelinated, treated for 1 h to 48 h with type G immunoglobulins purified from nine Neuromyelitis Optica 

patients (NMO-IgG) or four healthy subjects (CTRL-IgG) and a rat model consisting in the chronic infusion for 7 days of 

either NMO-IgG or CTRL-IgG in the lateral ventricle of the brain. We demonstrate that NMO-IgG are responsible for a 

complement independent demyelination in myelinated cultures (NMO-IgG decrease myelin density and myelin 

segment length compared to CTRL-IgG p<0.001). In parallel, NMO-IgG induce an alteration of astrocytic connexin 

expression characterized by a rapid loss of astrocytic connexins at the membrane followed by an increased size of gap 

junction plaques (+60% compared to CTRL-IgG p<0.01). This was co-observed with connexin dysfunction with gap 

junction disruption (-57% compared to CTRL-IgG p<0.001) and increased hemichannel opening (+17% compared to 

CTRL-IgG p<0.001) associated to glutamate release. Blocking connexin43 hemichannels with a specific peptide was 

able to prevent NMO-IgG-induced demyelination (myelin density -13% with GAP19 peptide compared to CTRL-IgG 

p>0,05), whereas the blockade of connexin43 gap junctions with another peptide was detrimental for myelin (myelin 

density -48% with GAP27 peptide compared to CTRL-IgG p<0.001). The chronic infusion of NMO-IgG in rats’ 

cerebrospinal fluid resulted in a decrease of astrocytic and oligodendrocytic connexins’ expression at day 21 post-IgG-

infusion in rat spinal cord grey matter (Connexin 43: -36 % p<0.0001 and Connexin 47: -25% p<0.0001 compared to 

CTRL-IgG infused rats), concomitant with Neuromyelitis Optica-like lesion formation (characterized by a loss of 

aquaporin-4 and myelin). Our results showed not only alterations of cellular communication through connexins but 

also their implication in demyelination induced by NMO-IgG. The further identification of mechanisms leading to 
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connexin dysfunction and soluble factors implicated would provide interesting therapeutic strategies for 

demyelinating disorders. 

Keywords: demyelination; neuromyelitis optica; astrocyte; oligodendrocyte; neuroimmunology 

INTRODUCTION 

Neuromyelitis Optica (NMO) is a rare neuroinflammatory demyelinating disease of the central nervous system 

considered as an autoimmune astrocytopathy (Kira, 2011; Ratelade and Verkman, 2012; Jacob et al., 2013). Indeed, 

NMO is characterized by the presence of auto antibodies (NMO-IgG) directed against the astrocytic water channel 

aquaporin4 (AQP4) and playing a key role in NMO physiopathology (Lennon, 2005). NMO is a complex disease 

involving several pathological mechanisms, as suggested by the presence of six types of lesions referenced in patients 

(Misu et al., 2013): such as complement dependent cell toxicity (Saadoun et al., 2010), cytokine-mediated 

inflammation (Bradl et al., 2009), inflammatory cell-mediated response (Bennett et al., 2009) and auto antibody-

mediated astrocytopathy (Hinson et al., 2010; Marignier et al., 2010, 2016). This later mechanism is of particular 

importance in NMO. Given the context of auto-immune astrocytopathy, an antibody targeting a membrane protein 

can induce its internalization or intracellular signaling, leading to a modification of physiological cellular functions 

(Brimberg et al., 2015). We previously showed that NMO-IgG induced, in association with AQP4 internalization, an 

alteration of membrane expression of glutamate transporters on astrocytes associated to increased levels of 

extracellular glutamate (Marignier et al., 2010, 2016). These alterations were co-observed in an original rat model of 

NMO with myelin and axonal loss but the direct link between astrocytopathy and demyelination remained unclear.  

Astrocytes are abundant glial cells known to be key elements in the maintenance of CNS homeostasis. Most astrocytic 

essential functions depend on the formation of a neuroglial network, established and maintained by connexins 

(Abrams and Rash, 2009). Connexins are transmembrane molecules assembling in hexameric units called connexon, 

forming hemichannels (HC), unopposed connexons, or gap junction channels (GJC) by the docking of two connexons 

and these channels aggregate to form gap junction plaques. Those two functions allow, respectively, exchanges with 

the extracellular medium or quick cell-to-cell passage of small metabolites and ions (e.g. ATP, glutamate, D-Serine, 

calcium) under approximatively 1 kDa (Abrams and Rash, 2009; Giaume et al., 2013). Several types of connexins (Cx) 

are expressed in the central nervous system and their expression is particularly high in astrocytes, which mainly 

express Cx43 and Cx30, and to a lesser extent Cx26. Astrocytes are highly connected by gap junctions. 

Oligodendrocytes also express a different set of Cx composed of Cx47, Cx32 and Cx29 and can form gap junctions with 

astrocytes. Glial connexins have many roles such as intercellular signaling, via calcium wave propagation, exchange of 

metabolites and gliotransmission, essential for neuronal functioning (Giaume and Venance, 1998; Giaume et al., 2013). 

Moreover, connexins are actively implicated in myelin formation and integrity since they sustain a dialogue between 

astrocytes, oligodendrocytes and neurons (Cotrina and Nedergaard, 2012; Nualart-Marti et al., 2013; Li et al., 2014; 

Niu et al., 2016). Connexin expression and GJC and HC functions are highly regulated under physiological conditions 

and can be altered under pathological conditions by a decrease of extracellular calcium levels, proinflammatory 
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cytokines or post-translational modifications (Retamal et al., 2007; Giaume et al., 2013; Orellana et al., 2013; Solan 

and Lampe, 2014; Su and Lau, 2014).  

Connexin alterations, especially astrocytic Cx43, have been identified and linked to the severity of the disease in 

multiple sclerosis (MS) and NMO (Masaki et al., 2013). Moreover, a functional link between AQP4 and Cx43 has been 

identified, supporting the hypothesis of a connexinopathy induced by autoantibodies directed against AQP4 in NMO 

(Nicchia et al., 2005). All those observations led us to hypothesize that a disruption of intercellular communications 

could be one mechanism explaining the link between astrocytopathy and demyelination in the setting of NMO. In this 

study we proposed to evaluate the potential involvement of connexins in demyelination induced by NMO-IgG.  

MATERIAL AND METHODS 

Patients’ sample and IgG purification 
Plasmapheresis of nine patients from the French cohort NOMADMUS, diagnosed as NMOSD (Wingerchuk et al., 2015) 

were selected from NeuroBioTec  biobank (Lyon University Hospital). Eight of them were tested positive for anti-AQP4 

immunoglobulin of type G (IgG) and negative for anti-myelin oligodendrocyte glycoprotein (MOG) IgG, on a cell-based 

assay. One patient was tested negative for both anti-AQP4 and anti-MOG auto antibodies. IgG purification was 

performed as previously described (Marignier et al., 2010, 2016). NMO-IgGs purified from different patients were 

termed NMO1 to NMO9, NMO1 to NMO8 were tested positive for anti-AQP4 auto antibodies and NMO9 was negative. 

Sera from four healthy donors were collected from “Etablissement Français du sang” and were tested negative for 

anti-AQP4 IgG. Purified IgG from healthy donors were termed as CTRL-IgG. IgG purification was performed as 

previously described (Marignier et al., 2010, 2016). NMO-IgGs and CTRL-IgGs were used individually for the animal 

model and individually or pooled for cell treatment.  

Animals 

Surgery procedure of intra-cerebroventricular IgG infusion  

This study used eight adult Sprague Dawley male rats of 280 g (Janvier, Le Genest Sant Isle, France). All animal 

experiments were carried out in strict accordance with the European Directive 2010/63/UE and follows the Animal 

Research: Reporting of In Vivo Experiments (ARRIVE) guidelines on the protection of animals used for scientific 

purposes. All experimental procedures on animals were approved by the local Lyon 1 University Animal Care 

Committee (BH2012-80 project). Surgery and implantation of osmotic micropump for IgG delivery were performed as 

previously described (Marignier et al., 2016). Two groups were made: the first, composed of five rats, received NMO-

IgG (termed NMO-rats) purified from one patient (NMO8) and the second, composed of three rats, received CTRL-IgG 

(termed CTRL-rats). Animals were sacrificed on day 21 (D21) post-surgery to perform immunohistochemistry assays.  

Five rats sacrificed at day 7 (D7) post-surgery, used in a previous study (Marignier et al., 2016). Two CTRL-rats and 

three NMO-rats were included to perform immunohistochemistry assays. 
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Tissue preparation, immunohistochemistry  

At D21, rats were anesthetized and received intracardiac perfusion of sodium chloride solution (100mL, 0.9%) to 

remove blood cells. Animals were then killed with a lethal dose of pentobarbital. Brain and spinal cord were harvested 

by removing the skull and meninges and then frozen in isopentane at -30°C to be stored at -80°C. Before 

immunohistochemistry (IHC) tissues were embedded in Tissue-Tek OCT® and 10 μm sections were prepared on a 

cryomicrotome (CryoStar NX50, Thermo Scientific). IHC on frozen spinal cord and brain sections was performed as 

previously described (Marignier et al., 2016). Briefly, after fixation with 4% paraformaldehyde (PFA), unspecific sites 

for antibody fixation were saturated in a solution composed of 1X phosphate buffered saline (PBS) 0.3% triton X100, 

1% Bovine Serum Albumin (BSA), 10% normal goat serum (NGS). Primary antibodies were incubated overnight at 4°C 

(for dilutions see Table 1). Then, secondary antibodies, coupled with Alexa-488 or Alexa-555 fluorochromes, were 

incubated 1 h at room temperature (RT). Finally, nuclei were labeled using DAPI solution (0.1 μg/mL) before mounting 

slides with FluoroProtect® (Millipore). Following IHC, tissue sections were observed with Axio Imager Z1 apotome 

technology (Zeiss, Oberkochen, Germany) with appropriate filter settings and pictures were taken using AxioVision 

Rel4.8 software. Image analysis was performed using ImageJ (Wayne Rasband NIH, USA, public domain) to count the 

number of cells expressing a marker or measure the mean intensity of immunofluorescence.  

Cell cultures 

Mixed glial cell and astrocytic cultures 

Primary mixed glial cell cultures were obtained from 1-day-old rat pups cortices microdissection and mechanical 

disruption as previously described (Marignier et al., 2010, 2016). To obtain a pure culture of astrocytes, cells were 

treated with 1 μM of cytosine arabinoside on day in vitro (DIV) 8 and DIV13. Cells were kept for 18 to 22 days before 

treatment and were used for morphological and biochemical studies. 

Myelinating culture 

Primary myelinated cultures were obtained from day 15 embryonic rat spinal cord as previously described (Thomson 

et al., 2008). Briefly, plates and culture chambers were coated with PLL (13 μg/ml in sterile water). Cortical astrocytes, 

from pure astrocyte culture as described above, were detached with Accutase® solution (Sigma A6964) and 

resuspended in glial cell culture medium at a density of 200,000 cells/ml. These astrocytes were left to attach for 5 

days before myelinating culture plating and were used to improve myelination as described before (Sorensen et al.,

2008). Following dissection of embryonic spinal cords, mechanic and enzymatic dissociation, cells were counted, and 

final volume was adjusted to obtain 700,000 cells per milliliter in plating medium (DMEM 1 g/L glucose supplemented 

with 1% Penicillin Streptomycin, 25% horse serum, 25% HBSS). Then, 200,000 cells per chamber or 400,000 cells per 

well, were left to attach for at least 2 h at 37°C with 5% CO2. Finally, differentiation medium (DMEM GlutaMax 4.5 g/L 

glucose supplemented with 1% Penicillin Streptomycin, 0.5% N2 supplement (ThermoFisher 1750258), 10 ng/ml 

biotin, 50 nM hydrocortisone, 10 μg/ml insulin) was added in a proportion of 40% of total volume. Half culture medium 

was carefully replaced thrice a week and insulin was omitted from culture medium after DIV12. Cells were kept until 

DIV26, when myelination was optimum, and treated to be used for biochemical and morphological studies.  
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Cell treatments  

Cultures were treated for 1 h to 48 h with either culture medium (no treatment condition termed NT) or purified IgG 

from healthy donors (CTRL-IgG) or from NMO patients (NMO-IgG) at a concentration of 0,4 mg/ml. For connexin 

activity examination, treatments with connexin modulators were used: Carbenoxolone (CBX, 50 μM) was applied 5 

min before dye uptake and scrap loading assays; GAP27, a specific mimetic peptide targeting Cx43 extracellular loop 

(sequence SRPTEKTIFII) and blocking Cx43 GJC and HC (Evans and Leybaert, 2007) was applied 60 min before scrap 

loading assay; lipopolysaccharide (LPS) at 10 ng/ml was applied 24 h before dye uptake assay to induce HC opening 

(De Vuyst et al., 2007). To test the implication of Cx in demyelination, we co-treated myelinated cultures with GAP19 

(344 μM), a mimetic peptide specific of Cx43 intracellular loop (sequence KQIEIKKFK) blocking specifically Cx43 HC 

(Abudara et al., 2014), together with NT, CTRL-IgG or NMO-IgG for 48h or we treated myelinated cultures with GAP27 

alone (260 μM) for 48h. GAP19 and GAP27 peptides were synthetized by Pepnome Inc. (Hongkong, China) with a purity 

of 95%.  

Immunocytochemistry  

Immunocytochemistry (ICC) labeling of cultured cells was performed as described before (Marignier et al., 2010) and 

followed the same protocol as for IHC with different antibody dilutions (Table 1). For myelination evaluation, myelin 

basic protein (MBP) and phosphorylated neurofilament (pNF) were co-labeled at DIV28 after 48 h treatment. 20 fields 

per condition and per experiment were taken, by investigators blinded for treatment condition, with a fluorescent 

microscope equipped with epifluorescence (Axio Imager Z1 apotome technology, Zeiss, Oberkochen, Germany). Image 

analysis was performed using ImageJ software. The density of myelinated axons was performed by measuring the area 

fraction represented by MBP or pNF immunoreactivity and making the ratio of the amount of MBP on pNF. The length 

of myelinated segments was also measured using the segmented line tool of ImageJ. 

Transmission electron microscopy 

Transmission electron microscopy (TEM) was performed at the CIQLE facilities (Centre d'Imagerie Quantitative Lyon-

Est) as described before (Marignier et al., 2016) on myelinated cultures. Approximately 20 fields per condition were 

taken to examine gap junction plaques, characterized by a specific aspect in TEM with a reduced intercellular space of 

approximately 2-4 nm. GJC plaque size was evaluated using the segmented line tool of ImageJ software. 

Cell fractioning assay and Western blot analysis 

Membrane fraction of cultured astrocytes was isolated using the ProteoExtract® subcellular proteome extraction kit 

(Calbiochem 539790) and following user protocol. Briefly, cells were detached using Accutase® solution and 

centrifuged at 300g for 5 min. Then cell pellets were washed trice by addition of washing buffer followed by 5 min 

incubation on a wheel and 10 min centrifugation at 300g at 4°C. For membrane fraction extraction (cell membrane 

and organelles), pellets were resuspended in buffer n°2 containing protease and phosphatase inhibitors, incubated 30 

min at 4°C on a wheel and centrifuged at 5500g 10 min at 4°C. Supernatant was harvested and kept at -80°C aliquoted. 

Then immunoblot (Western blot - Wb) was performed on  membrane fraction as described before (Varrin-Doyer et 

al., 2012; Marignier et al., 2016). Briefly, proteins were separated on SDS-PAGE gels and transferred on nitrocellulose 
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membrane. Then immunodetection was performed with specific primary antibodies (for dilution see Table 1) and anti-

IgG secondary antibodies coupled with horseradish peroxidase (HRP). Proteins were revealed using a 

chemiluminescence assay and signal analysis was performed by measuring band density using ImageJ software.   

Gap junction function  

GJC coupling was assessed with scrap loading dye transfer technic performed as described previously (Retamal et al.,

2007) on myelinated cultures. Briefly, cells were washed in HEPES solution containing (in mM): 150 NaCl, 5.4 KCl, 1 

MgCl2, 5 HEPES, 10 Glucose and 2.4 CaCl2, for 5 min. Then cells were washed in Calcium-free HEPES solution for 1 min. 

Fluorescent dye Lucifer yellow (LY, Sigma 10259, 1 mg/ml in calcium-free HEPES solution) was added and scrap-loading 

was performed using a gauge 23 needle. After 1 min, LY was washed out three times in HEPES solution and after 8 

min, acquisition of 10 fields per condition was performed with fluorescent microscope equipped with epifluorescence 

(Axio Imager Z1 apotome technology, Zeiss, Oberkochen, Germany) and AxioVision Rel 4.8 software. Image analysis 

was performed using ImageJ to determine LY fluorescent dye diffusion area, expressed in arbitrary units.  

Hemichannel function 

HC opening was determined using dye uptake of Ethidium Bromide (EtBr). First, cells were washed in Hanks Balanced 

Salt Solution (HBSS, in mM: 137 NaCl, 5.4 KCl, 0.34 Na2HPO4, 0.44 KH2PO4, 1.2 CaCl2; pH 7.4) then EtBr 0.5 μM was 

applied for 10 min at 37°C. After three washes in HBSS, cells were fixed with 4% PFA for 10 min at room temperature 

and washed three times in PBS. DAPI solution was used for nucleus staining (0.1 μg/ml) was incubated 5 min before 

cells were mounted in fluoropreserve® (Millipore) and examined with confocal microscope Leica SP5 (518 nm 

excitation and 605 nm emission). Images were then analyzed using ImageJ software to evaluate nuclear fluorescence 

corresponding to EtBr fixation. 

Extracellular Glutamate quantification 

Extracellular glutamate level was estimated as described before (Marignier et al., 2010). The measure of amino acid 

content in glial cell medium was performed using an automatic capillary zone electrophoresis P/ACETM MDQ system 

(Beckman, USA) equipped with a ZETALIF laser induced fluorescence detector (Picometrics, France; Plateform facilities 

Neurodialytics, Centre de Recherche en Neurosciences de Lyon). Excitation was performed using a He–Cd laser 

(Liconix, USA) at a wavelength of 442 nm, the emission wavelength being 490 nm. Separation was carried out on a 63 

cm 50 mm fused-silica capillary (Composite Metal Services, Worcester England) with an effective length of 52 cm. The 

separation conditions were: an applied voltage of 25 kV, hydrodynamic sample injection (10 s at 0.6 psi) and a 

temperature between 36 and 38°C. The capillary was sequentially flushed for 30 s with 0.25 mol/l NaOH, ultrapure 

water and running buffer (75 mmol/l sodium borate, pH 9.20 0.02, containing 10 mmol/l HP-b-CD and 70 mmol/l 

sodium dodecyl sulphate) between analyses. Electropherograms were acquired at 15 Hz using P/ACETM MDQ 

software. 
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Cell viability assay 

Cell viability was performed using FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit II (BD biosciences 556570). First cells were 

resuspended using accutase and washed twice with PBS. Then cells were resuspended in 1X Binding Buffer solution at 

a concentration of 106 cells /ml. 100 μl (105 cells) were transferred in a flow cytometry tube with 5 μl propidium iodide 

solution. Propodium iodide is a membrane impermeant dye that is able to penetrate in dead cells but not living cells.  

After 15 min incubation, flow cytometry analysis of propidium idodide fluorescence was performed using 

cytofluorimeter (FC500 MPL, Beckman Coulter) and FlowJo© LLC software V10 to determine the percentage of dead 

cells in glial cell cultures after treatment with NMO-IgG.  

Data collection and statistical analysis 
Statistical analyses and graphs were established using GraphPad Prism 5.0. Data on graphs are presented as bars of 

mean with standard error of mean (SEM) or by box and whiskers representing minimum to maximum values and mean 

with a “+” sign. Normality of distribution and equality of variances was evaluated using respectively D’Agostino-

Pearson and Bartlett’s tests before statistical analysis to choose the appropriate parametric or non-parametric test to 

compare conditions. Comparison of two conditions as for NMO-rats and CTRL-rats was performed using a t-test or a 

Mann-Whitney test. For multiple conditions comparison, in in vitro models, we used either an ANOVA or Kruskal-Wallis 

test followed by Dunn’s post-hoc test. For all tests, alpha risk was fixed at 5% so differences were considered significant 

for p<0.05. Levels of significance were indicated as: * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001. 

Data availability statement 
The data that support the findings of this study are available from the corresponding author, upon reasonable request. 

RESULTS 

NMO-IgG induce demyelination in a myelinated culture model.   
To assess the implication of NMO-IgG in demyelination, we developed a myelinated culture composed of glial cells 

(astrocytes, oligodendrocytes and microglial cells) and neurons with myelinated axons. The quality of the culture was 

validated by labeling myelinated axons with myelin basic protein (MBP) and phosphorylated neurofilament (pNF) and 

presented nodes of Ranvier expressing neurofascin (Nfasc) (Supplementary Fig. 1A, C). In addition, compaction of 

myelin was checked by electron microscopy (Supplementary Fig. 1B). The presence of synapses (Supplementary 

Fig.1D), astrocytes (Supplementary Fig1. E and F), oligodendrocytes mature and precursors (Supplementary Fig.1 F 

and G), and the presence of astrocytic and oligodendrocytic connexins (Supplementary Fig. 1H and I) was assessed by 

immunofluorescence labeling. The presence of astrocytic, oligodendrocytic, myelin and neuronal protein was also 

assessed by Western blot (Supplementary Fig. 1J).  

At DIV26, cultures were treated either with culture medium (no treatment: NT), or purified IgG from healthy donors 

(CTRL-IgG) or from NMO patients (NMO-IgG termed: NMO1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 and 9) for 48 h. NMO1-7 were tested 

positive for anti-AQP4 and negative for anti-MOG auto antibodies and NMO9 was tested negative for both anti-AQP4 

and anti-MOG auto antibodies. The co-labeling of myelinated axons with MBP and pNF (Fig1. A) allowed myelin 
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quantification. Myelin density (Fig. 1B), expressed as the ratio of MBP on pNF immunoreactivities, was decreased by 

34%, 39%, 52%, 60%, 45%, 58%, 68% by NMO1-7 compared to CTRL-IgG (p<0.001), and by 35% by NMO9 compared 

to CTRL-IgG (p<0.01).  

To further evaluate the effect of NMO-IgG on myelin integrity, we measured the length of myelinated segments (Fig. 

1 C), expressed in μm, which was strongly decreased by respectively 26%, 23%, 32%, 46%, 28% and 38% by NMO1, 2, 

4, 5, 6 and NMO7 compared to CTRL-IgG (p<0.01 and p<0.001). NMO3 and NMO9 didn’t show significant differences 

compared to CTRL-IgG (p>0.05). Finally, the density of axons, determined using the fraction area of pNF 

immunoreactivity, was only decreased by NMO4 compared to NT (Fig1. D: -40% p<0.01).

Figure 1:  Demyelination is induced by NMO-IgG without complement addition. A: Co-immunolabeling with myelin marker 
myelin basic protein (MBP, in green) and axon marker phosphorylated neurofilament (pNF, in red) after 48 h treatment with 
culture medium (no treatment-NT), CTRL-IgG (CTRL) or NMO-IgGs (from 8 different NMO patients: NMO1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 and 9) B: 
Myelinated axon density, expressed by the ratio of the amount of MBP on pNF area fraction, is strongly decreased by NMO3, 4, 
5, 6, 7 and increased by CTRL when compared to NT. NMO1-7 and NMO9 strongly decrease myelin density when compared to 
CTRL. C: Myelinated segment length is strongly decreased by NMO1, 2, 4, 5, 6 and 7 compared to NT and compared to CTRL. D: 
pNF area fraction is only decreased by NMO4 compared to NT. Bars represent mean values + SEM; Kruskal-Wallis analysis and 
Dunn’s post hoc test * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001. n=3 cultures, each condition in duplicate 
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NMO-IgG induce a dynamic modification of Cx43 membrane expression 
Our hypothesis was that, by targeting AQP4 on astrocyte, NMO-IgG could induce connexin alteration and lead to 

subsequent demyelination. We first focused on Cx43, the main astrocytic connexin, and assessed its expression in glial 

cell culture with co-immunolabeling Cx43 and AQP4 after 1 h or 24 h treatment with CTRL-IgG or NMO-IgG (NMO: 

pool of three patients’ IgG - Fig 2A). It showed that NMO-IgG induced an increase in AQP4 spot size and the partial 

colocalization of AQP4 and Cx43 after 1 h treatment (higher magnification). After 24 h, NMO-IgG increased Cx43 spot 

size and this was associated to a decrease of AQP4 immunoreactivity (higher magnification). This observation was then 

validated by a co-immunolabeling of Cx43 with astrocytic cytoskeleton marker GFAP (Fig. 2B), that also showed an 

increase of Cx43 spot size after 24 h treatment with NMO-IgG but no colocalization with GFAP. To evaluate the 

presence of gap junctions between astrocytes and oligodendrocytes we performed a co-immunolabeling of Cx43 with 

Cx47 in our myelinated culture model (Fig. 2C) after 24h treatment with either NT, CTRL-IgG, or NMO-IgG (summative 

data from 4 NMO patients’ IgG) and showed the presence of Cx43-Cx47 partial colocalization (white arrowheads) and 

an increase of Cx43 spot size with NMO-IgG (NMO1 was chosen for illustration - pink arrowheads). To quantify this 

alteration, we performed a particle analysis of Cx47 (Fig. 2D) and Cx43 (Fig. 2E) spot size showing no difference 

between NT, CTR-IgG and NMO-IgG conditions for Cx47 but an increase in Cx43 spot size induced by NMO-IgG 

compared to NT (+26.4%, p<0.01) and CTRL-IgG (+25.6% p<0.05).  

We then evaluated the presence and the size of gap junction plaques between astrocytes by electron microscopy in a 

myelinated culture treated 24 with either NT, CTRL-IgG or NMO-IgG (Fig. 2F and G: summative data from 3 NMO 

patients’ IgG). Astrocytes were identified by the abundance of filaments and by the light grey color of their cytoplasm. 

Gap junction plaque size was increased by NMO-IgG (+60%, p<0.01) when compared to CTRL-IgG (Fig. 2G). Finally, we 

performed a cell fractioning assay on an astrocytic culture to study the expression of AQP4, and astrocytic connexins 

Cx43 and Cx30 after either 1 h or 24 h treatment with NT, CTRL-IgG or NMO-IgG (NMO: pool of three patients’ IgG). 

We analyzed their expression in the membrane fraction (comprising cell membrane and organelles) by Western blot 

(Fig. 2H).  Pan Cadherin was used as loading control to perform a semi-quantitative analysis of AQP4, Cx43 and Cx30 

expressions (ratio above bands). AQP4, Cx43 and Cx30 expression in the membrane fraction are decreased by 

respectively 50%, 82% and 40% after 1 h treatment with NMO-IgG compared to CTRL-IgG.After 24 h, AQP4 

expression is still decreased by 79% while Cx43 and Cx30 expressions are respectively increased by 79% and 69% by 

NMO compared to CTRL-IgG.

Altogether, these results show a quick subcellular reorganization of AQP4 and Cx43, induced by NMO-IgG, followed 

by loss of AQP4 and Cx43 increased expression at membrane associated to larger gap junction plaques.  
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Figure 2: Astrocytic Cx43 membrane expression is altered by NMO-IgG. A: Confocal microscope imaging of Cx43 and AQP4 co-
immunolabeling after 1h or 24 h treatment of a glial cell culture with CTRL-IgG (CTRL) or NMO IgG (NMO: from a pool of NMO1-3 
patients’ IgG) showing an increase of Cx43 spot size and a decrease of AQP4 immunoreactivity induced by NMO-IgG after 24h. B: 
Confocal microscope imaging of Cx43 and GFAP co-immunolabeling in glial cell culture after 24 h in no treatment (NT) and NMO-
IgG (NMO: NMO8 patient’s IgG) conditions showing an increase of Cx43 spot size in astrocytes C: Apotome image of co-
immunolabeling of Cx43 and Cx47 after 24h treatment with CTRL-IgG (CTRL) or NMO-IgG (NMO: NMO1 chosen for illustration) in 
a myelinated culture showing the presence of Cx43-Cx47 gap junctions in both conditions (white arrows on a and b high 
magnifications) and an increase in Cx43 spot size (pink arrows on “a” and “b” high magnifications) in NMO condition. D-E: Analysis 
of Cx47 (D) and Cx43 (E) spot size after 24 h treatment with NT, CTRL-IgG (CTRL) and NMO-IgG (NMO: summative data of NMO1, 
2, 4 and 5 patients’ IgG) in a myelinated culture showing no significant modification of Cx47 spot size but increased Cx43 spot size 
in all NMO condition compared to CTRL and NT conditions. F: Electron microscopy imaging of gap junction plaques (delimited by 
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yellow arrows) in a myelinated culture after 24h treatment with CTRL-IgG (CTRL) or NMO-IgG (NMO: NMO4 chosen for 
illustration). G: Measurement of gap junction plaque size on electron microscopy pictures after 24 h treatment with NT, CTRL-IgG 
(CTRL) and NMO-IgG (NMO: summative data of NMO2, 4 and 5 patients’ IgG) showing an increase in NMO condition compared to 
NT and CTRL. H: Connexins expression in astrocyte using cell fractioning and Western blot (Wb) analysis of membrane/organelle 
fraction after 1 h or 24 h treatment with NT, CTRL-IgG (CTRL) an d NMO-IgG (NMO: from a pool of NMO1-3 patients’ IgG). Pan 
Cadherin is a loading control for membrane/organelle fraction that was used to perform a semi-quantitative analysis of AQP4, 
Cx43 and Cx30 expressions (ratio above bands). AQP4, Cx43 and Cx30 expression are decreased after 1 h in NMO condition 
compared to CTRL. After 24 h, AQP4 expression is still decreased whereas Cx43 and Cx30 expressions are increased in NMO 
condition compared to CTRL. Bars represent mean values+ SEM; Kruskal-Wallis analysis of variance and Dunn’s post hoc test * 
p<0.05, ** p<0.01; n=1 culture for immunofluorescence assays, n=2 independent experiments for electron microscopy, n=1 
experiment for Wb. 

 

NMO-IgG induce connexin dysfunction  
Since an alteration of connexin expression could lead to its dysfunction, we studied gap junction and hemichannel 

functions in glial cultures. Gap junction function was assessed by performing scrap loading dye transfer technic on a 

myelinated culture treated 24 h in NT, CTRL-IgG or NMO-IgG (NMO : summative data of two pools of three patients’ 

IgG) conditions. We measured the area of diffusion of Lucifer yellow (LY-a fluorescent dye crossing from one cell to 

another through gap junctions -Fig. 3A), reflecting the amount of gap junction coupling between cells. Dye diffusion 

area (Fig. 3B) was decreased by NMO-IgG (-57%, p<0.001) compared to CTRL-IgG after 24 h treatment (Fig. 3B). To 

make sure of the implication of connexins, we blocked either all connexins using carbenoxolone (CBX) or specifically 

Cx43 gap junctions using the mimetic peptide GAP27, and found, respectively a drastic reduction of dye diffusion (-

83% p<0.001 compared to CTRL-IgG) and a decrease of dye diffusion (-44% p<0.001 compared to CTRL-IgG) 

comparable to NMO-IgG condition (p>0.05). 

We also studied hemichannel function and performed ethidium bromide (EtBr) uptake assay on a glial cell culture 

treated 24 h with NT, CTRL-IgG or NMO-IgG (NMO : summative data of two pools of three patients’ IgG). To validate 

hemichannel functionality in our cell models, we used lipopolysaccharide (LPS) to induce hemichannel opening and 

CBX to block connexins. EtBr fluorescence was measured in each nucleus of astrocytes (Fig 3C). EtBr uptake in 

astrocytes was increased by NMO-IgG and LPS compared to CTRL-IgG. As expected, CBX had no effect compared to NT 

and CTRL-IgG (Fig 3D). To ensure that EtBr increase was not due to cell death, we performed propidium iodide assay 

of cell death by flow cytometry and showed comparable number of dead cells in NMO-IgG (7,21%), CTRL-IgG (9,65%) 

and NT (10,9%) conditions after 24 h treatment (supplementary Fig. 2A). A study of the release of glutamate in the 

supernatant of mixed glial cell culture showed a transient increase in glutamate release after 10 min induced by NMO-

IgG (summative data of four patients’ IgG) compared to CTRL-IgG (supplementary Fig. 2B). This glutamate release was 

strongly reduced by CBX in both conditions demonstrating the involvement of connexins in glutamate release. 

Altogether these results show a severe alteration of glial connexin gap junction and hemichannel functions that could 

be responsible for a toxic microenvironment and participate in NMO-IgG induced demyelination.  
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Figure 3:  Gap junctional coupling decrease 
and Hemichannel opening are induced by 
NMO-IgG. A: Fluorescence images of scrap 
loading dye transfer assay showing Lucifer 
yellow diffusion (area delimited by yellow 
line) from the scrap (white dot line) in a 
myelinated culture treated 24 h with either 
no treatment (NT), CTRL-IgG (CTRL) or NMO-
IgG (NMO : summative data of two pools of 
NMO1-3 and NMO4-6 patients’ IgG) or 
treated 5 min with connexin inhibitor 
carbenoxolone (CBX 50μM); or treated 30 
min with GAP27, a mimetic peptide blocking 
Cx43 gap junction channel. B: Dye diffusion 
area is strongly decreased in NMO and 
GAP27 conditions and is almost abolished by 
CBX compared CTRL and NT conditions (n=2 
cultures with each condition in duplicate) C: 
Confocal microscopy imaging of EtBr (red) 
and DAPI (blue) after EtBr uptake 
experiment in mixed glial cells treated 24 h 
with NT, CTRL-IgG (CTRL), NMO-IgG (NMO : 
summative data of two pools of NMO1-3 
and NMO4-6 patients’ IgG) or 
lipopolysaccharide (LPS) or 5 min with CBX 
(50μM). D: Measurement of EtBr 
immunoreactivity in astrocyte nuclei 
showing an increase induced by NMO and 
LPS conditions compared to CTRL. EtBr 
uptake is expressed as a percentage of NT 
condition showed by the dotted red line 
(n=1 culture with each condition in 
duplicate). Bars represent mean values + 
SEM. Kruskal-Wallis analysis of variances 
and Dunn’s post-hoc analysis *** p<0.001.  

Cx43 is implicated in demyelination induced by NMO-IgG 
We studied connexins expression in the NMO-rat model, at day seven post-IgG infusion, characterized by decreased 

loss of astrocyte processes labeled with GFAP (Supplementary Fig. 3A), decreased AQP4 expression (Supplementary 

Fig. 3C), axonal loss and demyelination (Supplementary Fig. 3E,G) (Marignier et al., 2016). Labeling of Cx43 and GFAP 

on day seven post-IgG infusion on rat brain sections showed decreased astrocytic Cx43 expression in NMO-rat 

compared to CTRL-rat in corpus callosum (Fig. 4A) and myelinated fibers of the putamen (Fig. 4B). Since these early 

alterations may participate in NMO physiopathology, we studied connexins expression at day 21 post-IgG infusion 

when demyelination is still present, AQP4 and GFAP are decreased (Supplementary Fig. 3B, D, F) together with motor 

impairment (Marignier et al., 2016).  

Immunohistochemistry co-labeling of astrocytic Cx43 with GFAP and oligodendrocytic Cx47 with oligodendrocyte 

marker Olig2, was performed in the spinal cord of CTRL-rats and NMO-rats (Fig. 4C-F) at day 21 post-IgG-infusion. Cx43 

was highly expressed by astrocytes in CTRL-rats spinal cord grey matter (Fig. 4C) and was decreased in NMO-rat (Fig. 



Résultats 

140 
 

4G: -36% p<0.0001) associated to decreased GFAP immunoreactivity in NMO-rats’ astrocytes (Fig. 4H: -40%, p<0.0001) 

compared to CTRL-rats. We also observed a decrease of Cx43 expression in the white matter of the spinal cord (Fig. 

4D, K: -44%, p=0.0004) associated to a decrease of GFAP immunoreactivity (Fig. 4D, L: -30%, p=0.0031) in NMO-rats 

compared to CTRL-rats. The co-immunolabeling of Cx47 and Olig2 (Fig. 4E-F) showed a decrease in both grey and white 

matter of Cx47 expression (Fig. 4I -25%, p<0.0001; Fig. 4M: -33%, p<0.0001) associated to a loss of Olig2 positive 

oligodendrocytes (Fig. 4J: -25%, p<0.0001; Fig.4N: -31%, p<0.0001) in NMO-rats compared to CTRL-rats. 

 Figure 4: Astrocytic Cx43 and 
oligodendrocytic Cx47 are decreased by 
NMO-IgG in the NMO-rat model. A-B: co-
immunolabeling of Cx43 (green) and GFAP 
(red) in rat brain sections in the corpus 
callosum (A) and myelinated fibers of the 
putamen (B) regions after 7 days post-IgG-
infusion (n=1 CTRL-rat and n=1 NMO-rat). C-
D: co-immunolabeling of Cx43 (in red) and 
GFAP (in green) in spinal cord grey matter (C) 
and white matter (D) of CTRL-rats and NMO-
rats at day 21 post-IgG-infusion. E-F: co-
immunolabeling of Cx47 (in green) and Olig2 
(in red) in spinal cord grey matter (E) and 
white matter (F) of CTRL-rats and NMO-rats 
at day 21 post-IgG-infusion.  G-N: Analysis 
Cx43, GFAP, Cx47 and Olig2 expression in 
spinal cord grey (G-J) and white matter (K-N). 
Measure of Cx43 (G, K), GFAP (H, L) and Cx47 
(I, M) immunoreactivities and count of Olig2 
positive cells (J, N) showing a decrease of 
their expression in NMO-rats compared to 
CTRL-rats. Bars represent mean values + SEM; 
Mann-Whitney test ** p<0.01 and *** 
p<0.001; n=3 CTRL-rats and n=5 NMO-rats. 
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To further test the direct implication of Cx alteration on demyelination induced by NMO-IgG, we treated myelinated 

cultures for 48 h with either NT, CTRL-IgG or NMO-IgG (summative data of two pools of three patients’ IgG) or those 

three conditions co-treated with the mimetic peptide GAP19 that blocks specifically astrocytic Cx43 hemichannels. 

GAP27 mimetic peptide was also used alone to test the effect of Cx43 gap junction and hemichannel blockade on 

myelin integrity. Co-immunolabeling of MBP and pNF (Fig. 5A) and evaluation of myelin density and length of 

myelinated segments showed a decrease induced by NMO-IgG compared to CTRL-IgG (Fig. 5B: -40%, p<0.001; Fig. 5C: 

-32%, p<0.001). But more interestingly, myelin was preserved in NMO-IgG treated condition co-treated with GAP19 

(Fig. 5A).  

Indeed, density of myelin was not significantly reduced by NMO-IgG compared to CTRL-IgG when co-treated with 

GAP19 (Fig 5B), and it even induced an increase in myelinated segment length in NMO-IgG with GAP19 compared to 

CTRL-IgG with GAP19 (Fig 5C: +27%, p<0.001). By contrast, GAP27 peptide had a deleterious effect on myelin, 

comparable to NMO effect, inducing a drastic reduction of myelin density and myelinated segment length compared 

to CTRL-IgG (Fig. 5B: -49%, p<0.001; Fig. 5C: -34%, p<0.001). GAP19 peptide alone didn’t have any effect on myelin 

density or segment length (Fig 5, NT GAP19). Quantification of axon density didn’t show significant differences 

between all conditions (Fig. 5D). 
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Figure 5: Modulation of Cx43 functions impacts demyelination induced by NMO-IgG. A: Co-immunolabeling of axons (pNF, in 
red) and myelin (MBP, in green) on a myelinated culture at DIV28 after 48 h treatment with either NT (not shown), CTRL-IgG (CTRL) 
or NMO-IgG (NMO : summative data of two pools of NMO1-3 and NMO4-6 patients’ IgG) and in co-treatment with the Cx43 
hemichannel blocker GAP19, or treated solely with the Cx43 gap junction and hemichannel blocker GAP27. B: Evaluation of myelin 
density showing a decrease induced by NMO compared to CTRL condition that is prevented by a co-treatment with GAP19. C: 
Evaluation of myelin segment length showing a decrease induced by NMO compared to CTRL and an increase in NMO with GAP19 
co-treatement  compared to NT and CTRL co-treated with GAP19. GAP27 alone strongly decreases both density and length of 
myelin segments compared to NT (B-C). D: Evaluation of pNF density by the area fraction of pNF immunoreactivity showing no 
statistical differences between conditions. Kruskal-Wallis analysis of variances and Dunn’s post-hoc analysis * p<0.05, ** p<0.01, 
*** p<0.001. Bars represent mean values + SEM. n= 2 culture with each condition in duplicate. 

DISCUSSION 

Here we demonstrated that NMO patients’ IgG, but not healthy donor IgG, are responsible for a complement 

independent demyelination. In parallel, we showed an alteration of both expression and function of astrocytic 

connexins Cx43 and Cx30 after NMO-IgG exposure with a rapid but transient loss of those connexins at membrane 
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followed by an increased size of gap junction plaques. This was associated to connexin dysfunction, with decreased 

gap junction coupling in neuroglial syncytium and increased connexin hemichannel opening. These alterations are 

suggested to be responsible for demyelination induced by NMO-IgG, since blocking Cx43 hemichannels prevented 

demyelinating effect of NMO auto antibodies. 

If we consider that alteration of glial connexins is the link between astrocyte dysfunction and demyelination in NMO, 

the factors responsible for demyelination remain to be identified. Many signalling molecules, such as gliotransmitters 

and ions, are released by connexin hemichannels (Giaume et al., 2013) and could have toxic effect. This idea is 

supported by our previous work showing the cell toxicity of molecules released by NMO-IgG-treated astrocytes 

(Marignier et al., 2010).  

ATP and glutamate are good candidates as they could be over-released by astrocytes with elevated Cx43 hemichannel 

activity and are known to be toxic for neurons and oligodendrocytes (Orellana et al., 2011). In addition, hemichannels 

are activated by glutamate (De Vuyst et al., 2007). Thus, the reported downregulation of glutamate transporters 

expression (Hinson et al., 2008; Marignier et al., 2016) induced by NMO-IgG and elevated extracellular glutamate level 

may be a major trigger of connexin hemichannel dysfunction and the subsequent demyelination.We show that 

blocking Cx43 hemichannel activity by GAP19 prevents myelin loss, showing the crucial role of Cx43 hemichannel in 

NMO-IgG-induced demyelination. By contrast, blocking Cx43 gap junction channels and hemichannels, by GAP27, led 

to an even worse demyelinating effect than NMO-IgG. 

The low level of hemichannel activity in basal conditions in our cellular study model suggests that GAP27 primarily 

blocked Cx43 gap junction activity, leading to demyelination, and mimicking the NMO-IgG effect. Thus, NMO-IgG-

induced demyelination could result from concomitant hyperactivity of Cx43 hemichannel and disruption intercellular 

coupling supported by Cx43 gap junction channels. The loss of trophic support from astrocytes towards 

oligodendrocytes, as well as ions homeostasis disruption, could also be implicated in NMO-IgG- induced 

demyelination. In fact, not only astrocytes are coupled to one another but they form gap junction channels with 

oligodendrocytes (Nualart-Marti et al., 2013). Since Cx43 is essential for Cx47 expression and stability (May et al.,

2013), one may hypothesize that the downregulation of Cx43 precedes Cx47 which could participate to 

oligodendrocyte suffering and demyelination.  Our results corroborates observations made in NMO and MS patients 

showing decrease of both connexins in active lesions and  a link between Cx43 loss and disease severity (Masaki et al.,

2013). Interestingly Cx43, because of its high expression in astrocyte endfeet, plays a key role in promoting immune 

quiescence of the brain (Boulay et al., 2015).   

Apart from direct action of NMO-IgG on AQP4, a proinflammatory environment can decrease gap junction activity and 

increase hemichannel activities in astrocytes (De Vuyst et al., 2007; Retamal et al., 2007; Orellana et al., 2013). 

Interestingly, it has been shown that NMO-IgG can induce a specific immune response characterized by the activation 

of proinflammatory cytokines and chemokines genes (Howe et al., 2014). Thus, NMO-IgG could trigger astrocyte 
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dysfunction and promote the formation of a proinflammatory environment responsible for connexin dysfunction. 

Since auto antibodies can also bind to Fc receptors, NMO-IgG could activate microglia and induce the release of ATP, 

glutamate or proinflammatory cytokines that could sustain a deleterious dialogue between astrocytes and microglia. 

This vicious circle could trigger connexin dysfunction and change astrocyte phenotype that may be neurotoxic 

(Retamal et al., 2007; Liddelow et al., 2017).  

Apart from demyelination, alteration of connexin may also interfere with neuronal function. In fact, astrocytes are 

known for their role in tripartite synapse and are part of the neuroglial network, sustained by connexins, which is 

crucial for synaptic plasticity and cognitive functions (Rouach et al., 2008; Pannasch et al., 2011; Dallérac and Rouach, 

2016). Evidence of cognitive impairments in NMO patients with cortical lesions, characterized by neuronal loss but no 

demyelination, could also involve astrocyte dysfunction, since AQP4 expression is decreased without astrocyte loss 

(Saji et al., 2013). It would be interesting to the effect of NMO-IgG on neuronal activity and synaptic plasticity in 

presence of NMO-IgG since they trigger connexin dysfunction. 

To conclude, this study highlights the crucial role of neuroglial interactions in NMO and shows how astrocytic connexin 

dysfunction can lead to deleterious effects on oligodendrocytes and neurons (Cotrina and Nedergaard, 2012).  

Prevention of demyelination by connexin inhibitors, as demonstrated on our myelinated culture model, should be 

further validated in vivo. In fact, in other diseases, treatment with connexin modulators has recently shown interesting 

outcomes in patients (Charvériat et al., 2017). This opens modulators of connexins as a promising therapeutic 

alternative in neurological disorder. 
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SUPPLEMENTARY MATERIAL 

Protein Reference Supplier Host  ICC IHC WB Used in figure 

Aquaporin-4  AB2218 Millipore Rabbit 1/50 1/50 1/4000 Fig. 2, 

Supplementary Fig. 1 

Bassoon AB82958 Abcam Mouse 1/200   Supplementary Fig. 1 

2',3'-Cyclic-nucleotide 3'-

phosphodiesterase  

C5922 Sigma Mouse 1/100  1/500 Supplementary Fig. 1 

Connexin 30  712200 Life 

technology 

Rabbit 1/50  1/300 Supplementary Fig. 1 

Connexin 32  345700 Invitrogen Rabbit 1/50  1/600 Supplementary Fig. 1 

Connexin 43 610062 BD 

pharmingen 

Mouse 1/50  1/600 Fig .2,  

Supplementary Fig. 1 

Connexin 43  710700 Invitrogen Rabbit 1/50 1/500 1/1000 Fig. 2 , Fig. 4, Supplementary Fig. 1  

Connexin 47 374500 Invitrogen Mouse 1/50 1/200 1/500 Fig. 2, Fig. 4, Supplementary Fig. 1 

Glial Fibrillary Acidic Protein  556330 BD 

pharmingen 

Mouse 1/100 1/1000 1/40.000 Fig. 2, Fig. 4,  

Supplementary Fig. 1 

Ionized calcium binding adaptor 

molecule 1 

019-19741 Wako Rabbit 1/100   Supplementary Fig. 1 

microtubule associated protein 2 AB5622 Abcam Rabbit 1/100  1/2000 Supplementary Fig. 1 

Myelin Basic Protein  MCA70 Serotec Mouse 1/50 1/50 1/250 Fig.1, Fig. 4, Fig. 5, Supplementary Fig. 1, 

Supplementary Fig. 3 

Myelin oligodendrocyte 

glycoprotein  

MAB5680 Millipore Mouse   1/2000 Supplementary Fig. 1 

Neurofascin AF3235 R&D systems Chicken 1/100   Supplementary Fig. 1 

Neuroglial antigen 2  MAB5384 Chemicon Mouse 1/200   Supplementary Fig. 1 

Oligodendrocyte transcription 

factor  

Ab9610 abcam Rabbit 1/100 1/500  Fig. 4,  

Supplementary Fig. 1 

Pan Cadherin  C1821 Sigma Mouse   1/250 Fig. 2 

Phosphorylated neurofilament  BLE840801 Biolegend Rabbit 1/250  1/5000 Fig.1, Fig. 4, Fig. 5, Supplementary Fig. 1, 

Supplementary Fig. 3 

Proteo Lipid protein  MAB3888 Chemicon Mouse 1/100 1/100 1/250 Supplementary Fig 1, Supplementary Fig. 3 

Table 1: Primary antibodies for immunodetection: references of antibodies used for immunodetection and their working dilutions 
for immunocytochemistry (ICC), immunonohistochemistry (IHC) and western blot (WB) assays. 
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Supplementary Figure 1: Validation of myelinated culture model at day-in-vitro 28. A: Confocal image of co-immunolabeling of 
phosphorylated neurofilament (pNF, in red), myelin basic protein (MBP, in green) and Neurofascin (Nfasc, in pink) to identify 
nodes of Ranvier. B: Electron microscopy image of myelin showing compaction of myelin sheath around axons. C: Co-
immunolabeling of pNF and MBP showing a myelinating oligodendrocyte labelled with MBP (higher magnification: arrow) and 
myelinated axons. D: Co-immunolabeling of microtubule associated protein 2 (MAP2, in red) and Bassoon, a protein of the active 
zone, showing the presence of active synapse in the culture. E: Co-immunolabeling of astrocytic glial fibrillary acidic protein (GFAP, 
in green) and microglial/macrophage marker ionized calcium binding adaptor molecule 1 (Iba1, in red) showing the presence of 
numerous astrocytes and few microglial cells. F: Co-immunolabeling of GFAP (in red) and 2',3'-cyclic-nucleotide 3'-
phosphodiesterase (CNPase, in green) showing the presence of mature oligodendrocytes in the culture. G: Co-immunolabeling of 
neural/glial antigen 2 (NG2, in green) and pNF (in red) showing the presence of oligodendrocyte precursor cells in the culture near 
neurons. H: Co-immunolabeling of astrocytic Cx43 and oligodendrocytic Cx47 in myelinated culture showing the presence of Cx43-
Cx47 gap junctions (higher magnification: arrow). I: Co-immunolabeling of astrocytic Cx30 and oligodendrocytic Cx32 in myelinated 
culture showing low expression of Cx30 and the high expression of Cx32 in oligodrendrocyte processes. J: Western blot analysis 
of astrocytic and oligodendrocytic connexins expression (Cx30, Cx32, Cx43 and Cx47), astrocytic proteins (GFAP and AQP4), 
oligodendrocytic and myelin proteins (CNPase, MOG, MBP) and neuronal proteins (pNF and MAP2). 
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Supplementary Figure 2: Validation of hemichannel activity in in vitro mixed glial cell cultures. A: Propidium iodide cell death 
assay followed by flow cytometry showing comparable percentage of dead cells in no treatment (NT), CTRL-IgG (CTRL) and NMO-
IgG (NMO: NMO1 patient’s IgG) treated glial cell cultures after 24 h treatment. B: Measure of extracellular glutamate showing an 
increase in glutamate release in glial cell cultures treated with NMO-IgG (NMO: summative data from 4 patients’ IgG) after 10 min 
compared to CTRL-IgG (CTRL). Glutamate level is strongly decreased by Carbenoxolone (CBX-50μM), a connexin inhibitor, in both 
NMO and CTRL conditions. 
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Supplementary Figure 3: Neuromyelitis Optica lesion features in NMO-rat model in spinal cord white matter. A-B: 
Immunofluorescent labelling of astrocytic GFAP showing a decrease in the complexity of astrocytes in the NMO-rat compared to 
CTRL-rat at both 7 (A) and 21 (B) days post-IgG-infusion. C-D: Immunofluorescent labelling of astrocytic AQP4 showing a decrease 
in the NMO-rat compared to CTRL-rat at both 7 (C) and 21 (D) days post-IgG-infusion. E-F: Immunofluorescent labelling of myelin 
using MBP (E) and proteolipid protein (PLP, F) showing a decrease in the NMO-rat compared to CTRL-rat at both 7 (E) and 21 (F) 
days post-IgG-infusion. G: Co-immunolabeling of MBP and neurofilament (NF) showing a decrease in myelinated axons in the 
NMO-rat. 
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III. Altération de la transmission synaptique 
glutamatergique induite par les autoanticorps de 
patients NMO : un rôle pour les connexines ? 

Contexte de l’étude 

L’astrocyte exerce un rôle crucial dans la régulation des fonctions synaptiques. En effet, il fait partie de 

l’unité neuro-glio-vasculaire et régule l’apport énergétique aux neurones en fonction de leur activité 

(Leybaert, 2005; Giaume et al., 2010). Les astrocytes sont également clés dans la synapse tripartite où ils 

régulent la force de la transmission synaptique et participent aux mécanismes de plasticité synaptique en 

contrôlant la présence de neurotransmetteurs et en libérant des gliotransmetteurs, des facteurs de 

croissance ou des cytokines (Halassa et al., 2007a; Perea et al., 2009; Pannasch et al., 2011). De plus, le 

blocage de la gliotransmission, impliquant les hémicanaux de connexines de l’astrocyte, a un impact 

négatif sur les processus cognitifs comme la mémoire et l’apprentissage (Stehberg et al., 2012; Walrave et 

al., 2016). Les hémicanaux astrocytaires sont essentiellement composés de Cx43 et leur inhibition 

spécifique, par des peptides inhibiteurs, modifie la transmission synaptique basale, notamment par des 

mécanismes impliquant l’ATP (Chever et al., 2014; Abudara et al., 2018). Ainsi une altération des fonctions 

astrocytaires, et des activités dépendantes des connexines, pourrait fortement impacter la transmission 

synaptique. Récemment, des troubles cognitifs ont été identifiés chez les patients atteints de 

Neuromyélite Optique et touchent principalement : les capacités attentionnelles, la mémoire de travail, la 

vitesse de traitement des informations visuelles (spatiales) et auditives, l’apprentissage verbal et la fluidité 

verbale et enfin les fonctions exécutives. L’ensemble de ces atteintes a des répercussions négatives sur la 

qualité de vie des patients (Meng et al., 2017). Mais, à ce jour, les mécanismes sous-jacents restent 

méconnus. Un rôle de l’AQP4, cible des autoanticorps de patients NMO, a été révélé dans les mécanismes 

de consolidation de la mémoire et de plasticité synaptique (Fan et al., 2013; Scharfman and Binder, 2013). 

L’altération des connexines, au-delà de l’implication démontrée dans la démyélinisation, pourrait 

également participer dans une perturbation de la transmission synaptique. Nous avons donc émis 

l’hypothèse que, l’IgG-NMO, en ciblant l’AQP4 astrocytaire et en induisant une dysfonction astrocytaire, 

pourrait être à l’origine d’altérations de la transmission synaptique. Comme les astrocytes dysfonctionnels 

présentent une diminution de la recapture du glutamate, nous avons émis l’hypothèse que l’accumulation 

de glutamate augmenterait ou serait délétère pour la transmission synaptique glutamatergique. Cette 
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étude avait donc pour objectif d’étudier l’effet aigu des IgG-NMO sur la transmission glutamatergique 

basale au sein de l’hippocampe.  

Choix méthodologique : Nous avons choisi comme modèle expérimental une synapse de l’hippocampe, la 

synapse des collatérales de Schaffer (axone des cellules pyramidales de CA3) sur les cellules pyramidales 

de CA1 (synapse CS-CA1). Cette synapse est particulièrement intéressante car elle représente une voie 

monosynaptique plus facile à étudier que les synapses des réseaux complexes du néocortex. L’organisation 

anatomique de la synapse CS-CA1, située dans le stratum radiatum, est bien connue de même que celle 

du réseau astrocytaire de voisinage. Cette organisation remarquable explique pourquoi de très 

nombreuses études sur la gliotransmission ont été effectuées sur ce modèle (Panatier et al., 2006; Araque 

et al., 2014; Murphy-Royal et al., 2015). Chez le rongeur, cette synapse joue un rôle clef dans des processus 

cognitifs comme le codage spatial et la mémoire spatiale à court et long-terme. De plus, la présence des 

IgG-NMO dans le LCR des patients leur donne un accès privilégié à cette structure proche des ventricules 

latéraux et du 3ème ventricule. 

Cette étude a été réalisée dans le cadre d’un appel d’offre interne, lancé en 2016, au sein du Centre de 

Recherche en Neurosciences en collaboration avec l’équipe Forgetting. Elle a donc bénéficié de la synergie 

entre l’expertise en électrophysiologie, portée par Paul Salin, et de notre expertise sur la NMO, afin 

d’étudier l’impact des IgG-NMO dans les altérations neuronales et plus précisément synaptiques. Les 

résultats de cette étude n’ont pas été publiés et les expérimentations sont en cours dans le laboratoire.      

Matériel et méthodes 

Echantillons de patients et purification d’IgG 

Les plasmaphérèses de trois patients de la cohorte française NOMADMUS, diagnostiqués avec le spectre 

NMOSD (Wingerchuk et al., 2015) ont été sélectionnées depuis la biobanque NeuroBioTec et ont été testés 

positives pour la présence d’anticorps anti-AQP4 et négatifs pour la présence d’anticorps anti-MOG par 

« cell-based assay ». Le sérum d’un donneur sain, provenant de l’établissement français du sang, testé 

négatif pour les anticorps anti-AQP4 et anti-MOG, a été sélectionné. Les échantillons ont d’abord été 

concentrés par centrifugation différentielle et ont été incubées en présence de billes de protéine A 

sépharose « 4 fast flow » (P924 Sigma-Aldrich) avant d’être déposés dans une colonne. Les IgG ont été 

éluées avec un tampon glycine à 0,1M (pH 2,8) et le pH a été neutralisé avec un tampon Tris 1,5M (pH 8,8). 

Les fractions positives pour la présence de protéines ont été sélectionnées grâce à un dosage 
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colorimétrique « Biorad protein assay » (500-0006 Biorad) puis regroupées. Le milieu a été échangé contre 

du liquide céphalorachidien artificiel ou solution Ringer (composition en mM : 124 NaCl, 26 NaHCO3, 2.5 

KCl, 1.25 NaH2PO4, 2.5 CaCl2, 1.3 MgCl2, 10 glucose ; 300 mOsm) par dialyse sur la nuit à 4°C sous 

agitation. Puis les IgG dialysées ont été aliquotées et conservées à -20°C. La concentration en IgG a été 

évaluée grâce au kit BCA (Pierce). Les IgG issues du sérum d’un donneur sain ont été nommés IgG-CTRL. 

Les IgG issus de sera de trois patients NMO ont été regroupées dans un pool et ont été nommées IgG-

NMO.  

Protocole d’électrophysiologie 

Animaux : Cette étude a utilisé 12 rats Sprague Dawley mâles âgés de 6 à 8 semaines provenant de Janvier 

Labs (Janvier Labs, Le Genest-Saint-Isle, France).  

Prélèvement cerveau et tranches : Une anesthésie profonde est provoquée par l'injection 

intrapéritonéale de pentobarbital sodique (150mg/kg), suite à laquelle les animaux sont décapités. Une 

large ouverture crânienne est pratiquée et le cerveau est prélevé. Le cerveau isolé est immédiatement 

placé dans une solution refroidie à 4°C reproduisant les concentrations en espèces ioniques proches de 

celles du LCR. Cette solution Ringer modifiée présente la composition suivante (en mM : 124 NaCl, 26 

NaHCO3, 2.5 KCl, 1.25 NaH2PO4, 2.5 CaCl2, 1.3 MgCl2, 10 glucose ; 300 mOsm). Cette solution est 

oxygénée par bullage d'un mélange gazeux O2-CO2 (95:5) qui permet également d’ajuster le pH de la 

solution à 7.3 grâce au pouvoir tampon des ions carbonates. Dans la solution Ringer refroidie, la partie 

rostrale du cerveau, contenant les bulbes olfactifs et l’extrémité rostrale des lobes frontaux, est enlevée 

puis les 2 hémisphères sont séparés au moyen d'une lame de rasoir. Les 2 hémisphères sont délicatement 

posés sur un bloc d’agar (4%) puis leur partie rostrale est collée avec le bloc d’agar à la plateforme mobile 

d’un vibratome (Leica VT1000S) au moyen de colle cyanoacrylate. Les 2 hémisphères sont alors sectionnés 

en tranches coronales d’une épaisseur de 300-

l'hippocampe, l’organisation topographique des réseaux de connexions est dans un plan parallèle au plan 

coronal du cerveau. Ainsi, le plan de section préserve les principales projections excitatrices de 

l'hippocampe : les fibres moussues (des cellules granulaires du gyrus denté vers les cellules pyramidales 

de CA3), et les collatérales de Schaffer (des cellules pyramidales de CA3 vers les dendrites apicales des 

cellules pyramidales de CA1). Les tranches sont ensuite prélevées de la cuve du vibratome et transférées 

dans une chambre à interface contenant la solution Ringer oxygénée. L’enregistrement peut commencer 

après une heure de réchauffement progressif des tranches jusqu'à température ambiante. Pendant 
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l’expérience, une tranche est placée dans une chambre d’enregistrement de petit volume alimentée en 

continu par perfusion (~2ml/min) de la même solution Ringer oxygénée à 33°C. La tranche de cerveau est 

stabilisée au fond de la chambre par un petit dispositif en forme de lyre constitué à partir de fils de platine. 

Enregistrement des potentiels de champ locaux : L’enregistrement des potentiels de champs locaux (LFP, 

pour "local field potentials") est effectué au moyen de pipettes de verre borosilicate (diamètre externe 1.5 

mm, diamètre interne 0.86 mm, Clark Instruments, Royaume-Uni), étirée au moyen d'une étireuse 

horizontale (P-97, Sutter Instruments, Etats-Unis). Ces électrodes remplies de la solution Ringer 

précédemment décrite ont une résistance de ~1-3MW. Cette électrode d’enregistrement est placée dans 

le stratum radiatum de CA1. La réponse extracellulaire ainsi obtenue est située au niveau d’un "puits" de 

potentiel ("sink") correspondant à l’activation de toute une population de synapses excitatrices sur de 

nombreuses cellules pyramidales. La totalité des expériences a été effectuée en présence de l'antagoniste 

propagation d’une activité de type épileptiforme de la région CA3 à la région CA1, lorsque l’inhibition 

synaptique est bloquée, CA3 et CA1 sont séparées mécaniquement au moyen d'un micro-couteau et sous 

le contrôle du microscope. 

Analyses de signaux et statistiques 

Lors de l'enregistrement (en LFP et courant imposé) des potentiels post-synaptiques excitateurs (EPSP), la 

réponse synaptique est quantifiée par la mesure de la pente initiale de la réponse ou de l’amplitude de la 

réponse. Le rapport de « paired-pulse facilitation » (PPF ratio) est donné par le rapport de la seconde 

réponse sur la première, lorsque deux stimulations sont appliquées à 50ms d'intervalle. 

Les enregistrements ont été réalisés et analysés avec le logiciel libre de droits Elphy (développé par Gerard 

Sadoc, institut des neurosciences Paris-Saclay, France). Le placement de curseurs sur les enregistrements 

électrophysiologiques a permis de déterminer le niveau de la ligne de base (« baseline ») ainsi que 

l’amplitude et la pente des réponses post synaptiques (« excitatory post-synaptic potentials » - EPSP) aussi 

appelés EPSP amplitude et EPSP slope. Cela a également permis de calculer le ratio des pentes ou des 

amplitudes des EPSP des deux réponses (deux « pulse » : P2/P1) appelé PPF pour « paired pulse 

facilitation ».  

Les représentations graphiques ainsi que les tests statistiques ont été réalisés avec le logiciel GraphPad 

Prism 5.0. Les données représentent l’amplitude ou la pente des EPSP ainsi que le ratio de PFF au cours du 
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temps. La comparaison des moyennes des EPSP, exprimés en pourcentage de la valeur de la ligne de base, 

dans deux conditions (NMO-IgG vs CTRL-IgG) a été opérée avec un test non paramétrique de Mann et 

Whitney. Le risque alpha a été fixé à 5% et les différences ont été considérées significatives pour une p-

value inférieure à 0,05. Les données graphiques représentent soit des valeurs discrètes soit la moyenne 

+/- l’erreur standard à la moyenne (SEM).  

Résultats préliminaires 

i) Les IgG-NMO induisent une forte diminution de la transmission 

glutamatergique basale dans l’hippocampe 

Nous avons dans un premier temps voulu déterminer l’effet d’IgG-NMO sur la transmission synaptique 

glutamatergique basale en aigu. Notre protocole consistait en deux impulsions électriques pairées des 

collatérales de Schaffer, séparées de 50ms (PPF). Après avoir obtenu une réponse synaptique stable 

pendant au moins 10 min, les IgG-NMO ou IgG-CTRL (diluées dans du LCR artificiel d’enregistrement à une 

concentration de 0,345mg/ml) sont infusées pendant 20 min dans le LCR qui entoure la tranche. 

L’application d’IgG-NMO, après un délai de 20 min, induit une diminution prolongée de 59 % de l’amplitude 

des EPSP. (Figure 25B). En revanche, l’application d’IgG-CTRL produit un effet variable avec parfois une 

augmentation transitoire de la réponse (Figure 25A). Le décours temporel de l’amplitude de l’EPSP montre 

une forte diminution induite par IgG-NMO et non par IgG-CTRL (Figure 25C et D). Cet effet inhibiteur sur 

la transmission synaptique est observé au cours de 8 expériences indépendantes (IgG-CTRL ; n=4 et IgG-

NMO ; n=8). La comparaison des effets des IgG-NMO et des IgG-CTRL montre une forte diminution de la 

réponse en présence d’IgG-NMO (Figure 25F : -51,9% ; p=0,004). Cette diminution de la réponse en 

présence d’IgG-NMO ne revient pas à sa valeur initiale après la fin de l’infusion de l’IgG (Figure 25E).  
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Figure 25 : La transmission glutamatergique basale est fortement réduite par les IgG-NMO et pas les IgG-
CTRL. A-B) Exemples de réponses post-synaptiques observées avec un protocole d’impulsions pairées 
espacées de 50 ms avec stimulation des collatérales de Schaffer et enregistrement du potentiel de champs 
local dans la région CA1 de l’hippocampe.  Deux conditions ont été utilisées : l’infusion de la tranche avec 
des IgG-CTRL (A) ou avec des IgG-NMO (B) durant 20 min à une concentration de 0,345 mg/ml. Une légère 
augmentation ou une forte diminution de l’amplitude de la réponse est observée sur les deux impulsions 
en condition IgG-CTRL ou IgG-NMO respectivement. *= artéfact de la stimulation électrique C-D) Exemple 
de décours temporel de l’amplitude du potentiel post synaptique excitateur (EPSP) en mV et du ratio de 
l’amplitude stimulation pairée (PPF : amplitude 2/ amplitude1). L’amplitude de l’EPSP est transitoirement 
augmentée par les IgG-CTRL, le ratio PPF suit la même dynamique (C). L’amplitude de l’EPSP est diminuée 
par les IgG-NMO et le PPF est légèrement augmenté (D). E) Moyenne des décours temporels de l’amplitude 
de l’EPSP exprimé en pourcentage de la réponse synaptique avant l’application de l’IgG. Le rectangle 
pointillé représente le temps d’infusion avec des IgG (CTRL ou NMO). L’amplitude de l’EPSP est 
transitoirement augmentée en condition infusé avec IgG-CTRL (n=4, vert, aire vert pâle = SEM) et revient 
à son niveau basal en fin d’infusion. Cependant l’amplitude de l’EPSP est fortement diminuée en présence 
d’IgG-NMO (n=8, rouge, aire rouge pâle = SEM) à partir de 8 min d’infusion et perdure après la période 
d’infusion. F) L’amplitude de l’EPSP, exprimée comme le pourcentage de la ligne de base de l’amplitude 
en fin d’infusion, est fortement diminuée par les IgG-NMO (n=8 ; 48,6%) en comparaison aux IgG-CTRL 
(n=4 ; 100,5%). « Scatter dot plot » représentant la moyenne +/- SEM ** p=0.004, test non paramétrique 
Mann Whitney. VA= volée afférente (potentiels d’action des collatérales de Schaffer), RS= réponse 
synaptique, P1= « pulse1 », P2= « pulse 2 ».  
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Ne disposant que d’une faible quantité d’IgG purifiées, dans la 1ère série d’expérience, nous avons recyclé 

la solution perfusant la tranche. Nous nous sommes demandé si ce recyclage ne contribue pas à l’effet 

délétère d’IgG-NMO sur la synapse CS-CA1. Des facteurs sécrétés par la tranche pourraient contribuer aux 

atteintes synaptiques. Nous avons donc étudié l’effet d’IgG-NMO sans recyclage mais à une concentration 

moins importante d’IgG. Ainsi, nous avons dilués les IgG-NMO et IgG-CTRL à une concentration de 

0,07mg/ml dans le LCR artificiel d’enregistrement. Tout comme dans la première partie, les IgG-NMO 

induisent une diminution de l’amplitude et de la pente des EPSP alors que les IgG-CTRL ont l’effet inverse 

(Figure 26A et B). Le suivi au cours du temps de l’effet des IgG confirme ces effets (Figure 2 E : IgG-CTRL 

n=5 ; IgG-NMO n=4). Cependant l’effet inhibiteur des IgG-NMO est transitoire et la réponse synaptique 

retrouve son amplitude initiale après lavage (Figure 26B : « wash » même profil que la « baseline »; Figure 

26E : augmentation de la pente des EPSP après la fin d’infusion). La comparaison des effets des IgG-NMO 

et IgG-CTRL, exprimés en pourcentage de la ligne de base, montre une forte diminution de la pente de 

l’EPSP par IgG-NMO (Figure 26F : -42% ; p=0,032). Ainsi l’effet inhibiteur des IgG NMO n’est pas induit par 

le recyclage de la solution. Une faible concentration de cet IgG induit une dépression synaptique qui est 

restaurée au lavage de l’IgG.  

ii) L’effet des IgG-NMO est bloqué en présence de bloqueurs de connexines  

Nous nous sommes demandé ensuite si une atteinte astrocytaire pourrait expliquer cette dépression 

synaptique. Comme notre hypothèse était qu’un effet des IgG-NMO impliquerait une dysfonction des 

connexines astrocytaires, nous avons voulu tester l’effet de la carbenoxolone (CBX), un inhibiteur de 

toutes les connexines, sur les effets des IgG-NMO. L’infusion de CBX (50μM) diminue l’amplitude de l’EPSP 

(Figure 26C -45% par rapport à la ligne de base). En revanche l’infusion d’IgG-NMO après l’application de 

CBX (n=2) pendant 10 min n’a pas d’effet sur la pente de l’EPSP (Figure 26D-F : -1,7% comparé à IgG-CTRL 

et +40% comparé à IgG-NMO). Ce résultat suggère donc que le CBX bloque l’effet délétère des IgG-NMO 

sur la transmission synaptique. 
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Figure 26 : La transmission glutamatergique basale n’est pas modifiée par IgG-NMO en présence d’un 
bloqueur de connexine. A-C) Exemples de réponses post-synaptiques observées avec un protocole 
d’impulsions pairées espacées de 50 ms avec stimulation des collatérales de Schaffer et enregistrement 
du potentiel de champs local dans la région CA1 de l’hippocampe. Trois conditions ont été utilisées : 
l’infusion de la tranche avec des IgG-CTRL (A) ou avec des IgG-NMO (B) durant 30 min à une concentration 
de 0,07 mg/ml ou l’infusion avec de la carbenoxolone (CBX) à 50μM avec ou sans IgG-NMO à 0,07mg/ml 
(C). * : artéfact de stimulation. D) Exemple de décours temporel de la pente du potentiel post synaptique 
excitateur (EPSP) en mV et du ratio de l’amplitude stimulation pairée (PPF : amplitude 2/ amplitude1) : la 
CBX diminue la pente de l’EPSP mais les IgG-NMO, en présence de CBX, ne diminuent pas l’amplitude de 
la réponse, l’amplitude basale est rétablie sans CBX. E) Moyenne des décours temporels de la pente de 
l’EPSP exprimé en pourcentage de la ligne de base (baseline). Le rectangle pointillé représente le temps 
d’infusion avec des IgG-CTRL, des IgG-NMO ou des IgG-NMO et de la CBX. L’amplitude de l’EPSP est 
augmentée en condition infusée avec IgG-CTRL (n=5, vert, aire vert pâle = SEM), mais est fortement 
diminuée en présence d’IgG-NMO (n=4, rouge, aire rouge pâle = SEM) et n’est pas modifiée en présence 
d’IgG-NMO coinfusés avec de la CBX (n=2, orange). F) Pente de l’EPSP, exprimée comme le pourcentage 
de la ligne de base de la pente en fin d’infusion, est fortement diminuée par les IgG-NMO (n=4 ; 72,23%) 
en comparaison aux IgG-CTRL (n=5 ; 114,2%) mais ne semble pas être modifiée en condition IgG-NMO 
+CBX (n=2 ; 112,5%). « Scatter dot plot » représentant la moyenne +/- SEM ** p=0.032, test non 
paramétrique Mann Whitney.  VA= volée afférente, RS= réponse synaptique, P1= « pulse1 », P2= « pulse 
2 ».  
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Discussion  

Cette étude a démontré un effet des autoanticorps de patients NMO (IgG-NMO) sur la transmission 

synaptique glutamatergique : la présence d’IgG-MNO diminuant fortement l’amplitude et la pente du 

potentiel post-synaptique. Cet effet est spécifique car il n’est pas retrouvé en présence d’IgG d’un donneur 

sain. Le blocage des connexines, par la carbenoxolone, prévient cette diminution de réponse induite par 

IgG-NMO suggérant leur implication dans ce phénomène.  

Ces résultats semblent indiquer que l’effet des IgG-NMO est délétère sur la transmission synaptique. Or, 

nos précédentes études ont démontré que les IgG-NMO étaient responsables d’une altération de 

l’expression des transporteurs au glutamate associée à une diminution de la recapture du glutamate et 

son accumulation dans le milieu extracellulaire (Marignier et al., 2010, 2016). Ces observations ont été 

réalisées après sept jours d’infusion in vivo dans le rat-NMO ou après 18h in vitro dans des cultures gliales. 

De plus, la perte d’expression des transporteurs au glutamate était observée dès 1 h de contact avec IgG—

NMO en culture astrocytaire. Or les temps d’infusion d’IgG-NMO dans notre étude électrophysiologique 

ont été de l’ordre de 20 à 30 min. Notre étude démontre ainsi un effet aigu des IgG-NMO dont les 

mécanismes ne sont pas encore élucidés, nous pouvons néanmoins proposer les mécanismes 

suivants (Figure27) : 

1) Il pourrait donc y avoir une modification de la libération de neurotransmetteurs par les 

collatérales de Schaffer. Les variations de la PPF (« paired-pulse facilitation ») sont assez modérées et très 

variables avec une légère augmentation en présence d’IgG-NMO. La PPF est un paramètre important pour 

étudier la transmission synaptique. Une augmentation de la PPF, lorsque l’on observe une diminution de 

la réponse synaptique, suggère que le mécanisme à l’origine de cette diminution est présynaptique. 

L’augmentation de la PPF résulte d’une augmentation du taux d’échec de la transmission pour la réponse 

à la 1ère stimulation, autrement dit, d’une diminution de la probabilité de libération du neurotransmetteur. 

Cet effet pourrait être provoqué par la présence d’adénosine périsynaptique, issue de la dégradation de 

l’ATP par l’ecto-nucléotidase, activant les récepteurs A1 présynaptiques (situés sur les collatérales de 

Schaffer) et réduisant la libération de glutamate (Pascual, 2005; Panatier et al., 2011). Cependant la baisse 

de réponse induite par IgG-NMO est très importante par rapport aux variations de PPF. Cette modulation 

réduite de la PPF suggère que d’autres mécanismes sont probablement impliqués à côté des effets 

présynaptiques. L’utilisation d’antagonistes des récepteurs A1 permettra de déterminer leur importance 

dans la dépression synaptique induite par les IgG-NMO. De plus, la stabilité de l’amplitude des volées 
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afférentes suggère que la propagation des potentiels d’action le long des collatérales de Schaffer n’est pas 

affectée. 

 

2) Une augmentation de glutamate extracellulaire due à une diminution de sa recapture et/ou sa 

libération par les astrocytes pourrait aussi participer à la diminution de réponse synaptique observée. En 

effet le glutamate peut activer des récepteurs métabotropiques au glutamate du groupe I (mGluRI), 

présents sur le neurone postsynaptique (CA1) en extrasynaptique. Ces récepteurs sont en effet plus 

accessibles pour les gliotransmetteurs que les récepteurs synaptiques du fait de la distance à parcourir 

depuis le pied astrocytaire jusqu’à la fente synaptique. De plus ces récepteurs sont très sensibles et ont 

une désactivation/désensibilisation plus lente que les récepteurs synaptiques (Araque et al., 2014). Cela 

en fait une cible privilégiée pour les gliotransmetteurs se fixant aux récepteurs du groupe mGluRI, dont le 

principal est mGluR5, pouvant provoquer une dépression à long terme (LTD). En effet, la présence d’ARNm 

à proximité de la synapse (dans l’épine dendritique par exemple) permet une synthèse locale de protéine 

qui peut être modifiée en contexte pathologique, comme dans le syndrome du X fragile. L’activation de 

mGluR5 réduit la synthèse protéique locale et diminue le nombre de récepteurs AMPA et NMDA post-

synaptiques (Huber, 2000; Bear et al., 2004). Ce mécanisme étant rapide, il pourrait être impliqué dans la 

dépression synaptique induite par IgG-NMO. Nous testerons cette hypothèse par l’utilisation 

d’antagonistes spécifiques des récepteurs mGluRI. Ce mécanisme est particulièrement intéressant car son 

implication a été démontrée dans les troubles cognitifs de l’autisme, des maladies d’Alzheimer, de 

Parkinson et de l’addiction à la drogue (Lüscher and Huber, 2010).  

 

3) Induction d’une LTD NMDA-dépendante : Notre protocole, utilisant les enregistrements en 

potentiels de champ et du Mg extracellulaire ne permettait pas d’étudier directement l’implication des 

récepteurs NMDA qui est activé par la dépolarisation du neurone postsynaptique. Cependant ce récepteur 

peut contribuer à la dépression synaptique que nous avons observée.  En effet une LTD peut également 

être induite par activation des récepteurs NMDA et ces deux formes de LTD, mGluRI et NMDA 

dépendantes, peuvent coexister au sein de la région CA1 de l’hippocampe (Oliet et al., 1997; Bear et al., 

2004). Cependant leurs mécanismes sont très différents et la différence majeure réside dans le fait que la 

LTD NMDA-indépendante nécessite une synthèse protéique et n’est pas bidirectionnelle. Bien que 

l’hypothèse de l’induction d’une LTD NMDA-dépendante par IgG-NMO soit moins plausible, nous testerons 

également son implication par inhibition pharmacologique.  



Résultats 
 

161 
 

Par ailleurs, les IgG-NMO utilisés ont été purifiés du sérum de trois patients sélectionnés pour leur capacité 

à induire une forte diminution de l’expression d’AQP4 en culture gliale. L’utilisation d’anticorps issus de 

patients séronégatifs pour les anti-AQP4 ainsi que la déplétion des IgG-NMO en anticorps anti-AQP4 

permettrait de déterminer le rôle des anti-AQP4 dans l’altération de la transmission synaptique. 

L’implication de l’AQP4 est suspectée car, chez des animaux AQP4-/-, les mécanismes de potentialisation à 

long terme sont altérés sans modification de la transmission glutamatergique basale (Skucas et al., 2011; 

Fan et al., 2013). Ainsi une diminution de l’expression d’AQP4 ou une altération de sa fonction induite par 

IgG-NMO pourrait également avoir des effets sur la potentialisation à long terme et pourrait être 

impliquée dans l’effet chronique des IgG-NMO. 

Figure 27 : Mécanismes hypothétiques d’altération de la transmission glutamatergique par IgG-NMO. 1) 

la libération d’ATP, convertie en adénosine, active les récepteurs A1 périsynaptiques des collatérales de 

Schaffer et diminue la probabilité de libération de glutamate conduisant à une diminution des réponses 

synaptiques. L’accumulation ou la libération de glutamate par l’astrocyte peut conduire soit à l’activation 

de récepteurs mGluR1 et à la synthèse locale de protéines (2) ou à l’activation des récepteurs NMDA et 

une faible dépolarisation, activant des phosphatases et induisant une synthèse protéique (3). Ces deux 

mécanismes réduisent la quantité de récepteurs AMPA conduisant à une dépression à long terme de la 

transmission synaptique (LTD). 
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Au cours de ce travail de thèse, nous avons mis au point des méthodologies adaptées pour l’étude de 

l’effet des IgG-NMO sur le phénotype astrocytaire, la démyélinisation et pour l’exploration des fonctions 

des connexines. Nous avons ainsi pu démontrer une importante altération du phénotype astrocytaire 

induite par IgG-NMO caractérisée par une altération de protéines fonctionnelles : la perte d’expression 

d’AQP4, de transporteurs au glutamate et du canal potassique Kir4.1, mais aussi l’altération fonctionnelle 

des connexines avec une diminution de l’activité jonction communicante et une augmentation de l’activité 

hémicanal. Ces astrocytes dysfonctionnels sont aussi caractérisés par l’expression et la sécrétion de 

cytokines et chimiokines proinflammatoires. Enfin ce travail a permis de démontrer l’effet démyélinisant 

des IgG-NMO, ainsi que du milieu conditionné d’astrocytes traités par IgG-NMO, sur un modèle de culture 

myélinisante. Cet effet a pu être inversé par l’addition de TGF- 1, une cytokine anti-inflammatoire, ou par 

le co-traitement avec un inhibiteur des hémicanaux de Cx43, le peptide Gap19. Cependant un certain 

nombre de questions clés à l’origine de ces mécanismes, restent à élucider (Figure 28). 

Quels sont les mécanismes d’induction de l’« astrocyte 
NMO » par les autoanticorps de patients ? 

Quels sont les mécanismes d’induction du phénotype astrocytaire spécifique 

induit par IgG-NMO ? 

Une alternative à l’activation du complément, l’endocytose de la cible AQP4 : Une fois dans le 

parenchyme, les IgG-NMO reconnaissent l’astrocyte en se fixant à l’AQP4. La reconnaissance de la cible 

peut avoir divers effets et notamment via l’activation du complément provoquant la mort astrocytaire 

(Saadoun et al., 2010). Cependant, par l’absence de complément, empêchant l’activation des mécanismes 

de mort cellulaire dépendantes du complément, dans nos modèles d’étude, nous nous intéressons 

essentiellement à une modulation de la cellule cible. L’effet des anticorps sur leur cible sont divers et 

peuvent aussi impliquer une endocytose de la cible (Diamond et al., 2009). Nous avons démontré que 

l’expression d’AQP4 est rapidement diminuée, dès 1 h de contact avec IgG-NMO, et n’est pas récupérée 

après 24h. La diminution de l’expression d’AQP4 varie d’un patient à l’autre mais aussi chez un même 

patient prélevé à différents stades de sa pathologie (en poussée, en rémission, avec/sans traitement etc.). 

Le titre d’anticorps, la spécificité et l’affinité pour la cible sont probablement des facteurs variables qui 

dépendent de chaque patient et qui peuvent moduler l’effet de celui-ci sur sa cible. 
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Co-endocytose d’autres protéines membranaires : La perte d’AQP4 est accompagnée de la perte des 

transporteurs au glutamate GLT1 et GLAST et du canal potassique Kir4.1. Or, ces protéines sont enrichies 

dans les prolongements astrocytaires distaux (Boulay et al., 2017). De plus, Kir4.1 et AQP4 sont 

coexprimées et associées à des complexes de dystrophine-glycoprotéine (Connors et al., 2004). Il est donc 

probable que la perte d’expression membranaire de ces molécules résulte d’une co-endocytose d’AQP4 

et d’autres protéines membranaires exprimées au sein de complexes moléculaires à la membrane de 

l’astrocyte. Cette hypothèse a été confirmée pour le transporteur au glutamate GLT1 et sera discutée dans 

le chapitre « altération de la recapture du glutamate » 

Modulation de l’expression d’autres molécules : Les IgG-NMO induisent également une augmentation de 

l’expression de GFAP, un marqueur de réactivité astrocytaire, par des mécanismes qui restent mal compris. 

La GFAP étant un filament intermédiaire de l’astrocyte, la modulation des interactions directes ou 

indirectes entre AQP4 et les éléments du cytosquelette, induite par IgG-NMO, pourrait ici jouer un rôle. 

Cette hypothèse n’a cependant pas été démontrée. De plus, l’expression de GFAP est modulée par la 

présence d’AQP4. En effet, chez des animaux KO pour l’AQP4 l’augmentation d’expression de GFAP induite 

par blessure contondante du tissu nerveux est diminuée (Ikeshima-Kataoka et al., 2015). L’effet d’IgG-

NMO pourrait également passer par l’activation de voies intracellulaires et induire l’activation de 

l’expression de gènes incluant celui de la GFAP, modifiant la morphologie astrocytaire. De plus, la détection 

d’anticorps anti-GFAP a été identifiée chez des patients présentant aussi des anti-AQP4 (Yang et al., 2018). 

Ainsi la modulation de la fonction astrocytaire et de l’expression de GFAP pourrait aussi impliquer ces 

auto-anticorps chez certains patients. La détection de GFAP dans le LCR est un marqueur d’atteinte 

astrocytaire et est augmentée chez les patients NMO durant les poussées. La présence de GFAP peut 

également être détectée dans le sérum de patients atteints d’une névrite optique (Misu et al., 2009; 

Storoni et al., 2011). Ainsi l’astrocytopathie dans la NMO peut être associée à une altération de 

l’expression d’AQP4 et de GFAP.  

Nous avons également démontré que les IgG-NMO étaient responsables d’une altération des connexines, 

plus particulièrement de la Cx43 astrocytaire, qui serait une nouvelle caractéristique de la dysfonction 

astrocytaire et que nous discuterons dans le prochain chapitre.  

Enfin, toutes ces molécules membranaires astrocytaires (AQP4, transporteurs au glutamate, Kir4.1 et 

connexines) sont impliquées dans des fonctions de régulation de la composition du milieu extracellulaire. 

Ainsi, l’altération concomitante de leur expression par IgG-NMO pourrait être expliquée par un lien 

fonctionnel entre ces molécules.  
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Effet IgG-NMO et action sur les voies de signalisation intracellulaire: Un auto-anticorps est également 

susceptible de modifier le phénotype de la cellule cible via l’activation de voies intracellulaires, l’action 

comme un agoniste/antagoniste de la cible ou la coactivation de récepteurs aux cytokines (Diamond et al., 

2009). Nos résultats démontrent une profonde altération du phénotype astrocytaire donnant naissance à 

un astrocyte dysfonctionnel, réactif et proinflammatoire, spécifique de la NMO avec diminution 

d’expression d’AQP4 et de GLAST et augmentation de GFAP, appelé « astrocyte NMO ». Ce phénotype est 

spécifique de la NMO car induit par les IgG issus de patients NMO et pas par les IgG-CTRL, issues de 

donneurs sains, ou les IgG-SEP, issus de patients atteints de sclérose en plaques. Parmi les altérations 

astrocytaires, nous avons mis en évidence la sécrétion d’un milieu inflammatoire avec la libération de 

cytokines et chimiokines proinflammatoire par les astrocytes NMO. Cette sécrétion pourrait résulter de 

l’activation de voies intracellulaires comme le facteur de transcription NF B dont l’inactivation dans des 

modèles pathologiques proinflammatoires (tels que l’encéphalite autoimmune expérimentale ou EAE; 

blessure de la moelle épinière, du cerveau ou du nerf optique) diminue la sévérité de la maladie, 

l’inflammation, l’activation gliale associé à une diminution de la démyélinisation et des dommages aux 

neurones (Colombo and Farina, 2016).  

IgG-NMO et action via les Fc-récepteurs : Enfin les IgG peuvent également activer, de manière non 

spécifique à la cible reconnue, des récepteurs Fc exprimés par les astrocytes ou les cellules microgliales. 

L’activation de ces récepteurs est impliquée dans des pathologies neuroinflammatoires et 

neurodégénératives comme les maladies d’Alzheimer et de Parkinson (Cao et al., 2010; Fuller et al., 2014). 

Ainsi, par des mécanismes moins spécifiques, les IgG-NMO pourraient induire une activation astrocytaire 

et microgliale participant également à l’induction et au maintien du phénotype astrocytaire observé.  

Activation microgliale : Bien qu’à notre connaissance, peu ou pas d’intérêt ait été porté aux cellules 

microgliales dans la NMO, il est probable qu’elles sont activées par les IgG-NMO et/ou en présence de 

facteurs libérés par les astrocytes et qu’elles contribuent aux mécanismes de physiopathogenèse de la 

NMO. L’activation microgliale qui pourrait être concomitante ou bien précéder l’activation astrocytaire 

dans la NMO. Les interactions entre microglies et astrocytes sont susceptibles de potentialiser la réactivité 

astrocytaire de la NMO. En effet, l’activation microgliale et la production de cytokines proinflammatoires 

induit un phénotype astrocytaire réactif (Liddelow et al., 2017) et potentialise les effets néfastes des 

astrocytes sur les neurones dans divers contextes pathologiques (Chen et al., 2015; Kirkley et al., 2017; 

Ahmad et al., 2019).   
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Comment l’IgG-NMO pénètre-il dans le SNC et atteint-il sa cible ? 

La Neuromyélite optique est une pathologie caractérisée par la présence d’autoanticorps pathogènes en 

périphérie, et retrouvés dans le LCR durant les attaques. Les mécanismes conduisant à l’entrée 

d’autoanticorps dans le SNC restent méconnus. Cependant, bien que ce travail de thèse n’ait pas eu pour 

objectif d’étudier les mécanismes conduisant à l’entrée d’anticorps dans le SNC, l’altération des fonctions 

astrocytaires et des connexines gliales mises en évidence dans cette étude pourraient participer à 

l’ouverture de cette barrière et faciliter l’entrée des auto-anticorps.  

Effet IgG-NMO sur la BHE : Dans la plupart des pathologies neuroinflammatoires, une atteinte de la BHE 

permet l’entrée de cellules immunes dans le SNC. C’est le cas de la NMO où il a été démontré qu’une 

ouverture de barrière est corrélée à la sévérité de la pathologie et provoque l’entrée de cellules immunes 

comme les granulocytes (Vincent et al., 2008; Tomizawa et al., 2012) mais aussi le passage d’IgG qui sont 

souvent retrouvées autour des vaisseaux. Une fois dans le parenchyme cérébral, les IgG-NMO pourraient 

cibler l’astrocyte et modifier ses fonctions résultant en un cercle vicieux maintenant l’ouverture de 

barrière. Les astrocytes réactifs, induits par les IgG-NMO produisent des cytokines et chimiokines 

proinflammatoires comme le TNF-  ou l’IL-1  dont l’effet sur la  perméabilité de la BHE a été démontré 

(Deli et al., 1995; Didier et al., 2004). De plus, les astrocytes étant séparés des cellules endothéliales par la 

lame basale, ces deux types cellulaires ne peuvent pas former de jonctions communicantes. En revanche 

la présence d’hémicanaux de connexines aux pieds astrocytaires a été démontrée : ils participent aux 

interactions entre astrocyte et cellules endothéliales. La présence d’IL-1  et de TNF-  augmente 

l’ouverture des hémicanaux qui libèrent de l’ATP, activant l’inflammasome dans la cellule endothéliale, 

qui produit, en retour, des cytokines proinflammatoires (De Bock et al., 2017). Ainsi la dysfonction 

astrocytaire, induite par les IgG-NMO, pourrait participer à l’entrée d’IgG et de cellules immunes en 

augmentant la perméabilité de la BHE (Figure 28-1).  

Présence d’IgG-NMO dans le LCR : La détection de lésions dans le nerf optique, la moelle épinière et dans 

les régions périventriculaires chez le rat-NMO suggère un rôle des IgG-NMO présents dans le LCR 

(Marignier et al., 2016).  Or, l’épendyme bordant les ventricules cérébraux est le seul autre type cellulaire 

du SNC avec une importante expression d’AQP4. Des résultats préliminaires, obtenus par Maxime Bigotte, 

étudiant en thèse au sein de notre équipe, ont démontré que les IgG-NMO sont capables de reconnaitre 

l’AQP4 de l’épendyme et d’induire une modification de sa morphologie et de son phénotype. De plus, une 

étude a montré la perte d’AQP4 dans l’épendyme de patients NMO (Guo et al., 2017). Cela suggère que 

les IgG-NMO dans le LCR, en ciblant l’AQP4 de l’épendyme et en modifiant ses fonctions, pourraient 
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pénétrer plus facilement dans le parenchyme cérébral. L’abondance du LCR autour du le nerf optique et 

l’accessibilité de la cible dans la moelle épinière pourrait aussi expliquer pourquoi les lésions sont 

majoritairement observées dans ces régions chez les patients. En effet, les astrocytes présents dans la glie 

limitans expriment un taux élevé d’AQP4 ce qui donne une cible privilégiée pour les anticorps présents 

dans le LCR. De plus, une perte d’AQP4 à la glie limitans a été observée et est spécifique des patients NMO 

car elle n’est pas présente chez les patients SEP (Guo et al., 2017) (Figure 28-1).  

Qu’est ce qui caractérise la dysfonction astrocytaire 
induite par IgG-NMO ?  

Production de cytokines proinflammatoires  

Nous avons démontré la présence d’une production de cytokines proinflammatoires telles que : IL-1 , IL-

1 , TNF-  qui est plus particulièrement augmentée dans les astrocytes avec une perte expression d’AQP4 

(AQP4down) induits par IgG-NMO. Nous avons également démontré la production de chémokines CCL20, 

CCL3 et CCL5 par les astrocytes NMO confirmant des données d’un autre groupe montrant l’augmentation 

de l’expression génique de ces chimiokines dans des astrocytes traités par des IgG purifiées ou du sérum 

de patients NMO (Howe et al., 2014). De plus celle-ci est spécifique car la déplétion en anti-AQP4 des IgG-

NMO réduit la sécrétion de ces chimiokines. Cela suggère que les anticorps anti-AQP4 sont capables 

d’induire une signalisation intracellulaire à l’origine de la production de ces cytokines et chimiokines. Par 

ailleurs, IL-1  induit la production de CCL2, CCL20, CXCL2 et CCL5 par l’astrocyte (Kim et al., 2004; 

Rothhammer and Quintana, 2015) ce qui pourrait potentialiser l’effet d’IgG-NMO. 

Toutes ces chémokines ont des effets chémoattractants et facilitent l’infiltration de cellules immunes dans 

le parenchyme cérébral. Notamment CCL5 (aussi appelée RANTES pour « regulated upon activation normal 

T cell expressed and secreted »), a un effet chémoattractant et activateur sur les lymphocytes T et les 

monocytes. De plus la production de RANTES est stimulée par l’IL-1  avec l’IFN-  via l’activation de la voie 

MAPK (Kim et al., 2004). CCL20 (aussi appelée MIP-3  pour « macrophage inflammatory protein-3  »), 

quant à elle, est fortement produite en présence d’IL-1  et de TNF-  et active la voie NF B et STAT3. Cette 

chimiokine est impliquée dans l’attraction des LT, LB et des cellules dendritiques immatures notamment 

dans des modèles d’EAE (Reboldi et al., 2009; Rothhammer and Quintana, 2015). Enfin la production de 

CCL3 (aussi appelée MIP-1  macrophage inflammatory protein-  »), est induite en présence de 

LPS (qui induit la production d’IL-1  et TNF- ) et induit une activation microgliale et la production de ROS  
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(Zhu et al., 2016, p 3; Liddelow et al., 2017). Cela suggère que la production de ces cytokines et chimiokines, 

en plus d’être une caractéristique de la dysfonction astrocytaire, serait impliquée dans la 

physiopathogenèse de la NMO. Ces chimiokines ont également un effet d’attraction pour les granulocytes, 

qui est une infiltration caractéristique de la NMO. 

L’altération de l’homéostasie hydrique et ionique  

Parmi les altérations fonctionnelles de l’ « astrocyte NMO », la perte d’AQP4 et de Kir4.1 pourrait 

fortement impacter les mouvements hydriques et le « K+ spatial buffering ». En effet, l’excès de K+ 

extracellulaire [K+]e produit pendant l’activité neuronale est récupéré par l’astrocyte et redistribué dans le 

réseau astrocytaire pour être évacué dans la circulation sanguine. Ce processus dépend de la forte 

expression des canaux Kir4.1 au pied astrocytaire et est accompagné de mouvements d’eau via les canaux 

hydriques AQP4 (Hertz and Chen, 2016).  

L’altération d’AQP4 a été retrouvée par un autre groupe ayant démontré que l’anticorps peut à la fois 

induire une endocytose d’AQP4, notamment en reconnaissant l’isoforme M1, mais peut aussi induire 

l’activation du complément en reconnaissant l’isoforme M23 ces deux mécanismes conduisant à une perte 

d’AQP4 accompagnée ou non d’une perte astrocytaire (Hinson et al., 2007, 2012). De plus, nous avons 

retrouvé cette perte d’AQP4 à la fois in vitro et in vivo dans notre modèle de rat-NMO où elle était 

accompagnée d’une démyélinisation. La présence d’anti-AQP4 et leur pathogénicité a conduit à proposer 

une nouvelle définition de la NMO comme une canalopathie autoimmune (Vincent, 2013; Hinson et al., 

2016). De plus, la présence d’œdèmes vasogéniques, associés à une inflammation, a été identifiée dans 

des lésions cérébrales de patients présentant des anticorps anti-AQP4 (Matsushita et al., 2009). Par 

ailleurs, la présence d’une hydrocéphalie a été détectée chez certains patients NMO séropositifs (Clardy 

et al., 2014). Ces observations suggèrent une atteinte des flux hydriques par l’action des anticorps anti-

AQP4 dans la NMO.  

Nous avons démontré une perte de Kir4.1 induite par IgG-NMO, qui à notre connaissance n’avait pas 

encore été démontrée. La perte de Kir4.1 n’est cependant pas spécifique d’IgG-NMO car nous l’avons 

également observée en présence d’IgG-SEP. De plus, des études ont démontré la perte de Kir4.1 dans les 

oligodendrocytes autour de la plaque démyélinisées et dans les astrocytes périvasculaires ainsi qu’au sein 

des lésions actives chroniques de patients SEP (Schirmer et al., 2014).  Enfin, des études ont démontré la 

présence d’anticorps anti-Kir4.1 dans les pathologies démyélinisantes comme la SEP ou la NMO. 

Notamment, la présence des anticorps anti-Kir4.1 a été évaluée chez des patients SEP et NMO et étaient 
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présents chez 12% et 16% respectivement (Zhong et al., 2016) alors qu’une autre étude démontre une 

fréquence plus élevée avec 26,1% de patients SEP et 22% de patients NMO  présentant des anti-Kir4.1 

contre  6% chez des donneurs sains (Brill et al., 2015). Cependant ces résultats n’ont pas été confirmés par 

d’autres études qui observent des taux inférieurs ou même l’absence de ces anti-Kir4.1 chez des patients 

SEP et NMO dont les proportions ne diffèrent pas des donneurs sains (Nerrant et al., 2014; Higuchi et al., 

2016; Navas-Madroñal et al., 2017). Ainsi nous pouvons émettre l’hypothèse que la perte de Kir4.1 et 

d’AQP4 est une caractéristique de la dysfonction astrocytaire qui, dans notre cas, est induite par IgG-NMO 

(Figure 28-2). 

L’altération de la recapture du glutamate 

Une autre caractéristique de la dysfonction astrocytaire induite par IgG-NMO est la perte d’expression des 

transporteurs au glutamate GLAST et GLT-1. Notre travail a permis de confirmer les précédentes 

observations de l’équipe ainsi que celles d’un autre groupe démontrant une perte d’expression de GLT1 

(EAAT2) et une diminution de la recapture du glutamate (Hinson et al., 2008, 2017; Marignier et al., 2010, 

2016). Hinson et collaborateurs ont d’ailleurs démontré en 2017 que l’internalisation d’AQP4 et de GLT-1 

faisait intervenir les Fc récepteurs astrocytaires ce qui suggère un nouveau mécanisme d’action des IgG-

NMO (Hinson et al., 2017). Notre travail a également permis de montrer une altération de GLAST (EAAT1), 

autre transporteur au glutamate majoritaire. De plus, cette perte est spécifique des IgG-NMO car elle n’est 

pas retrouvée avec les IgG-SEP à l’inverse de la perte de GLT-1 retrouvée à la fois dans les astrocytes traités 

avec IgG-NMO ou IgG-SEP. Ainsi la perte d’expression des transporteurs au glutamate peut être à l’origine 

d’une augmentation de la concentration de glutamate et d’effets toxiques sur les oligodendrocytes et les 

neurones.   

Ainsi nos données suggèrent collectivement qu’IgG-NMO induit une profonde modification du phénotype 

astrocytaire, via i) l’endocytose de sa cible AQP4 et d’autres protéines membranaires (GLT-1, GLAST et 

Kir4.1), ii) la modulation de l’expression d’autres molécules comme la GFAP et les connexines astrocytaires 

et probablement via iii) une signalisation intracellulaire impliquant des voies telles que MAPK et NF B, 

conduisant à la production de cytokines et chimiokines proinflammatoires. Ces cytokines et chémokines 

sont probablement impliquées dans l’infiltration de cellules immunes in vivo. De plus, l’effet du milieu 

conditionné d’astrocytes traités par IgG-NMO suggère que la dysfonction astrocytaire est à l’origine de la 

production d’un milieu toxique pour la myéline et les oligodendrocytes et que la présence de ces cytokines 

et chimiokines pourrait jouer un rôle. Cependant les mécanismes associant la dysfonction astrocytaire et 

la démyélinisation restent mal compris et vont être discutés dans les prochains paragraphes. 
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La NMO est-elle une « connexinopathie » ? 

L’altération des connexines : une nouvelle caractéristique de l’« astrocyte 

NMO » 

Nos résultats ont montré une altération dynamique de l’expression des connexines astrocytaires induite 

par IgG-NMO caractérisée par une perte rapide suivie d’une augmentation de l’expression, plus 

particulièrement de Cx43, associée à l’augmentation de la taille des plaques de jonction communicantes. 

De façon surprenante, nous avons observé une diminution de l’activité jonction communicante 

concomitante avec l’augmentation de la taille des plaques de jonction communicante. Ces observations 

pourraient être expliquées par une endocytose précoce de Cx43 induite par IgG-NMO suivie de 

modifications post-traductionnelles et/ou de la synthèse de nouvelles connexines dont la fonctionnalité 

est altérée.  

En effet, l’activation de certaines kinases comme la PKC, induite par une augmentation de la concentration 

intracellulaire de Ca2+, peut induire la phosphorylation de la Cx43. Cette augmentation de Ca2+ 

intracellulaire peut être provoquée par l’activation de récepteurs couplés à des protéines G (comme les 

récepteurs purinergiques P2Y activés par l’ATP) ou par l’entrée de Ca2+ par des canaux. L’activation de la 

PKC réduit les communications inter-astrocytaires et la propagation de vagues calciques (Enkvist and 

McCarthy, 1992). Cela pourrait impliquer la phosphorylation de la sérine 368 réduisant la conductance des 

canaux et diminuant la communication intercellulaire (Lampe et al., 2000; Solan and Lampe, 2009). Ainsi 

nous pouvons émettre l’hypothèse que les IgG-NMO en induisant l’activation de voies intracellulaires, 

directement ou indirectement via la libération de facteurs extracellulaire, altèrent la fonction des 

connexines et réduisent le couplage intercellulaire par les jonctions communicantes.  

Par ailleurs, la présence de cytokines proinflammatoires telles que l’IL-1  et le TNF-  diminue également 

l’activité jonction communicante (Retamal et al., 2007a). Or les astrocytes NMO induits par IgG-NMO 

produisent ces cytokines. Ainsi l’altération du phénotype astrocytaire et la production de cytokines 

proinflammatoire serait à l’origine et/ou entretiendrait la perte d’activité jonction communicante. 

Ces cytokines ont néanmoins un effet opposé sur la fonction hémicanal, augmentant l’ouverture des 

hémicanaux (Retamal et al., 2007a; Froger et al., 2009, 2010). Nous avons également démontré une 

augmentation de l’activité hémicanal induite par IgG-NMO qui peut participer à la libération de glutamate 

(démontrée dans notre étude et bloquée par la carbenoxolone), ou à la libération d’autres molécules telles 



Discussion 

171 
 

que l’ATP (non démontrée). Glutamate et ATP sont également susceptibles d’entretenir, en retour, 

l’altération fonctionnelle des connexines en réduisant l’activité jonction communicante et en augmentant 

l’activité hémicanal (Même et al., 2004; De Vuyst et al., 2009). Il serait donc intéressant de d’étudier la 

libération d’ATP par les astrocytes en présence d’IgG-NMO ainsi que de vérifier l’implication de l’ATP et du 

glutamate dans les altérations des fonctions hémicanal et jonction communicante (Figure 28-2 et 3).  

Dysfonction astrocytaire, connexinopathie et démyélinisation  

Anticorps anti-AQP4 et démyélinisation : Nous avons démontré que les IgG-NMO induisent une 

démyélinisation. Celle-ci semble dépendre des patients, la proportion de diminution de la densité et la 

longueur des segments de myéline étant variable selon les patients. De plus, l’effet dépend de la présence 

d’anticorps anti-AQP4. En effet, un des patients testés ne présentait pas d’anticorps anti-AQP4 (NMO9) et 

l’effet démyélinisant des IgG de ce patient était moindre et il n’avait pas d’effet sur la longueur des 

segments de myéline tout comme les IgG-CTRL de donneurs sains. Comme discuté précédemment, les 

mécanismes d’action d’IgG-NMO sur l’astrocyte sont donc liés à la reconnaissance de la cible AQP4 et à 

l’induction d’un phénotype astrocytaire l’« astrocyte NMO » qui participerait dans la démyélinisation. La 

déplétion en anticorps anti-AQP4 ainsi que l’utilisation d’IgG issus de patients présentant des anti-MOG 

mais pas d’anti-AQP4 et de patients double séronégatifs, nous permettrait de confirmer cette observation.  

Nous proposons ainsi plusieurs mécanismes à l’origine de la démyélinisation induite par NMO-IgG :  

Glutamate, ATP et toxicité : Nos précédentes études et la présente ont démontré l’augmentation du 

glutamate dans le milieu extracellulaire d’astrocytes traités par IgG-NMO. Celle-ci peut résulter d’une 

dysfonction des hémicanaux mais aussi de la diminution de la recapture du glutamate. Nos précédents 

travaux ont démontré un effet toxique du glutamate, libéré par les astrocytes en contact avec les IgG-

NMO, pour les oligodendrocytes, toxicité réduite en présence d’antagoniste compétitif des récepteurs 

NMDA (Marignier et al., 2010). Une importante diminution de l’expression de GLT-1 a été démontrée en 

présence de bloqueurs de jonctions communicantes, comme Gap27, démontrant un potentiel lien 

fonctionnel entre la régulation du transport du glutamate et les jonctions communicantes (Figiel et al., 

2007).  De plus, l’activité augmentée des hémicanaux de connexine induite par l’IgG-NMO pourrait être 

impliquée dans la libération de glutamate. Ainsi, l’accumulation de glutamate dans le milieu extracellulaire 

pourrait avoir un effet excitotoxique pour les neurones et les oligodendrocytes. Cette hypothèse est en 

accord avec nos précédents résultats et les présents démontrant une altération de glutamate 

extracellulaire et une mort oligodendrocytaire ainsi qu’une démyélinisation (Marignier et al., 2010, 2016).  
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Ainsi l’inhibition des hémicanaux de Cx43 s’avère être bénéfique pour prévenir la démyélinisation dans la 

NMO. Par ailleurs, l’effet neuroprotecteur de l’inhibition des hémicanaux a déjà été démontré dans la 

maladie d’Alzheimer où la boldine, un alcaloïde inhibant spécifiquement les hémicanaux des astrocytes et 

microglies sans affecter les jonctions communicantes, bloque la libération d’ATP et de glutamate et 

diminue le stress oxydant des neurones de l’hippocampe (Yi et al., 2017). Cet effet neurotoxique du 

glutamate et de l’ATP, libérés par les hémicanaux, a été confirmé dans un modèle combinant une hypoxie 

et l’accumulation de peptide amyloïde- (Orellana et al., 2011).  

Cet effet délétère des hémicanaux de Cx43 a également été mis en évidence dans la sclérose latérale 

amyotrophique où la survie des motoneurones est augmentée en présence d’inhibiteurs d’hémicanaux 

(Almad et al., 2016). Mais aussi, dans un modèle d’EAE, le blocage des récepteurs purinergiques P2X7 

réduit fortement la mort oligodendrocytaire, la réactivité astrocytaire et la démyélinisation (Matute, 2011; 

Grygorowicz et al., 2016; Domercq et al., 2018). Ainsi il serait intéressant de vérifier l’implication de l’ATP 

dans la démyélinisation car elle peut être libérée par les hémicanaux de Cx43 dont l’ouverture est activée 

par IgG-NMO.  

Altération du K+ et du réseau neuroglial : La rupture du réseau neuroglial, sous-tendu par les connexines, 

ainsi que la perte de Kir4.1, pourraient être à l’origine d’une augmentation de la concentration de [K+]e. 

De plus, une diminution du K+ « spatial buffering » pourrait être impliquée dans la démyélinisation : en 

effet, l’augmentation de [K+]e a des effets délétères sur les oligodendrocytes et sur la myéline (Menichella 

et al., 2006). De plus, le KO de Kir4.1 a des effets semblables au double KO des connexines 

oligodendrocytaires Cx47/Cx32 et induit une démyélinisation (Neusch et al., 2001). Notre étude a 

démontré une altération de l’expression des connexines astrocytaires et oligodendrocytaires dans le rat-

NMO de manière concomitante aux lésions démyélinisantes. Cela pourrait être expliqué par la rupture du 

réseau neuroglial, impliqué non seulement dans la régulation du K+ mais aussi dans la distribution de 

métabolites énergétiques (glucose et lactate) aux neurones et aux oligodendrocytes (Giaume et al., 2010). 

La perte de couplage intercellulaire par les jonctions communicantes, induite par Gap27 ou IgG-NMO, 

pourrait conduire à une perte de couplage métabolique entre astrocytes-oligodendrocytes-neurones et 

pourrait altérer leurs fonctions.  

Milieu proinflammatoire : Nous avons démontré l’augmentation d’expression de cytokines 

proinflammatoires telles que l’IL-1  et TNF- production de ces 

cytokines et du composant de la cascade du complément C1q, par les cellules microgliales, induit un 

phénotype astrocytaire neurotoxique (Liddelow et al., 2017). Ces facteurs sont donc probablement 
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impliqués dans l’induction et le maintien du phénotype réactif astrocytaire dont les effets toxiques ont été 

démontrés sur la myéline et les oligodendrocytes par l’utilisation du milieu conditionné. En plus de l’effet 

direct de ces cytokines sur l’astrocyte, elles induisent la production d’espèces réactives de l’oxygène qui 

ont un effet délétère sur les neurones et les oligodendrocyte (John et al., 2003; Rothhammer and 

Quintana, 2015). Ainsi la modification du phénotype astrocytaire résulte en la production d’un milieu 

inflammatoire et toxique impliqué dans la démyélinisation. Cependant d’autres molécules et ions présents 

dans le milieu extracellulaire sont susceptibles d’être impliqués dans la démyélinisation induite par IgG-

NMO. Comme évoqué précédemment, la présence d’IL-1  et TNF- induire et/ ou maintenir 

l’altération de fonction des connexines en diminuant l’activité jonction communicante et en augmentant 

l’activité hémicanal (Même et al., 2004; Hinkerohe et al., 2005; Retamal et al., 2007b; Froger et al., 2009). 

La présence de cytokines anti-inflammatoires telles que le TGF-  ou l’IFN-  est capable de réverser cet 

effet (Robe et al., 2000; Hinkerohe et al., 2005). Il serait donc intéressant de vérifier l’implication des 

cytokines proinflammatoires dans l’altération de fonction des connexines en utilisant des anticorps 

bloquant l’IL-1  et le TNF-  ou des cytokines anti-inflammatoires comme le TGF-   

Dysfonction astrocytaire et transmission synaptique : un rôle pour les 

connexines ? 

Nous avons démontré un effet délétère des IgG-NMO sur la transmission synaptique glutamatergique. En 

effet, ils réduisent fortement les réponses post-synaptiques en condition basale. Cela pourrait résulter 

d’une altération de la fonction astrocytaire, la libération de molécules actives comme des cytokines, 

facteurs de croissance ou des gliotransmetteurs par l’astrocyte. Nous avons démontré la présence de 

cytokines et chimiokines proinflammatoires en présence d’IgG-NMO. Notre étude se basait sur des temps 

d’infusion court, or, l’effet de ces cytokines sur la transmission basale n’est pas clair et elles seraient plus 

probablement impliquées sur le long terme. En effet, la présence de taux élevés de TNF-  et d’IL-1 , par 

exemple, altère la LTP et provoque des comportement dits dépressifs, des troubles mnésiques et de 

l’humeur dans des modèles animaux (Jankowsky and Patterson, 1999; Khairova et al., 2009). En contexte 

neuroinflammatoire, comme dans les modèles EAE, l’augmentation de TNF-  augmentant la quantité de 

récepteurs AMPA de l’élément post-synaptique ainsi que la perturbation de la recapture du glutamate 

conduisent à une perte synaptique par excitotoxicité (Rizzo et al., 2018). Ainsi l’effet des IgG-NMO sur le 

long terme pourrait être toxique pour les synapses par des mécanismes similaires.  
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Notre étude suggère l’implication des connexines dans la diminution des réponses synaptiques, cet effet 

devra être validé par répétition. Les hémicanaux de Cx43 sont impliqués dans la régulation de la 

transmission glutamatergique basale par des mécanismes impliquant la libération d’ATP (Chever et al., 

2014). Ainsi le blocage des hémicanaux de Cx43 (avec le peptide inhibiteur Gap26) diminuait l’amplitude 

des potentiels post-synaptiques excitateurs en réduisant drastiquement la libération d’ATP. Il se pourrait 

donc qu’une altération précoce de l’activité hémicanal, induite par IgG-NMO, participant dans la 

gliotransmission, soit impliquée dans la diminution des réponses observée dans notre étude et devra être 

vérifiée par l’utilisation d’un peptide inhibiteur d’hémicanaux de Cx43 (TAT-Gap19).  

Cependant la gliotransmission peut aussi impliquer d’autres mécanismes que les hémicanaux comme la 

libération vésiculaire par les astrocytes. Ainsi, la libération d’ATP par les astrocytes, convertie en adénosine 

dans l’espace extracellulaire, conduit à une diminution des réponses basales et une augmentation de la 

potentialisation à long terme (Pascual, 2005) ce qui va à l’encontre de l’effet démontré par Chever et 

collaborateurs. Cela pourrait être expliqué par les différentes signalisation possibles des purines (ATP et 

adénosine) via différents récepteurs. Ainsi de nombreux mécanismes modulant la gliotransmission 

pourraient être impliqués dans la modulation de l’activité synaptique induite par IgG-NMO. Ceux-ci 

devront être considérés dans nos futures approches par l’utilisations de bloqueurs pharmacologiques 

spécifiques et notamment de l’ATP/adénosine et du glutamate, des gliotransmetteurs majoritaires. 

La carbenoxolone bloquant à la fois les jonctions communicantes et hémicanaux de toutes les connexines, 

nous utiliserons des bloqueurs spécifiques des fonctions hémicanal ou jonction communicantes (peptides 

TAT-Gap19 et Gap27 respectivement) afin de déterminer le rôle de chacune de ces fonctions dans l’effet 

des IgG-NMO. En effet, le blocage des jonctions communicantes pourrait résulter en une augmentation de 

la concentration de K+ extracellulaire [K+]e par diminution du K+ « spatial buffering » par les astrocytes 

comme démontré in vivo avec une augmentation de [K+]e en présence de bloqueurs de connexine : la 

carbenoxolone et le peptide inhibiteur de jonction communicante de Cx43 (Gap27) et qui n’était pas 

observée en présence du peptide inhibiteur d’hémicanaux de Cx43 (Gap19) (Bazzigaluppi et al., 2017). 

L’augmentation de [K+]e a un effet sur les réponses neuronales et diminue fortement l’amplitude des 

réponses enregistrées en potentiel de champs local. Dans notre étude, la carbenoxolone diminue 

l’amplitude des réponses et l’ajout d’IgG-NMO n’a pas d’effet. Or nous avons montré une forte diminution 

de l’activité jonction communicante en présence d’IgG-NMO. Cet effet, induit par IgG-NMO pourrait donc 

impliquer une altération de la redistribution du K+ via les jonctions communicantes inter-astrocytaires.  
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La NMO est considérée comme une maladie rémittente avec des poussées sévères liées à une activité 

auto-immune, or les troubles cognitifs évoluent de façon progressive et sans corrélation avec les poussées. 

La présence d’une atteinte chronique de l’expression et de la fonction des connexines, au-delà des 

atteintes lésionnelles aigues, suggère leur implication dans une progression lente des altérations 

cognitives observées chez les patients NMO.  

Enfin, cette étude visait à étudier l’effet aigu des IgG-NMO dans un premier temps afin d’ensuite évaluer 

l’effet chronique des IgG-NMO sur la transmission glutamatergique basale chez des rats infusés sept jours 

avec des IgG-NMO ou des IgG-CTRL, modèle que nous avons mis en place au laboratoire (rat-NMO). Une 

infusion de plus longue durée permettrait d’associer une altération de la transmission synaptique à 

d’éventuelles altérations cognitives, comme celles observées chez les patients, en testant par exemple la 

mémoire des animaux (Eizaguirre et al., 2017; Meng et al., 2017). Les altérations cognitives étant 

généralement associées à des altérations des mécanismes de potentialisation à long terme, ils pourraient 

également altérés en présence d’IgG-NMO. De plus, les lésions NMO touchant principalement le nerf 

optique et la moelle épinière, il serait intéressant de compléter cette étude par un protocole analysant la 

vitesse de conduction dans les voies visuelles. En effet, la démyélinisation induite par IgG-NMO pourrait 

être à l’origine d’une diminution de la vitesse de conduction des potentiels d’action dans le nerf optique 

et dans les voies visuelles résultant en une augmentation de la latence de réponse à un stimulus visuel. 

En résumé, les IgG-NMO sont responsables d’une altération de l’expression de protéines astrocytaires 

comprenant la perte d’expression des transporteurs au glutamate et du canal Kir4.1, et l’altération 

fonctionnelle des connexines, qui pourraient participer aux mécanismes d’altération de la transmission 

synaptique. Ces mécanismes pourraient impliquer à la fois une altération de la gliotransmission mais aussi 

une rupture de l’homéostasie du glutamate et du potassium.  
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Figure 28 : Schéma des mécanismes potentiels d’action d’IgG-NMO conduisant à la démyélinisation et 

l’altération synaptique. 1) les IgG-NMO présents dans le sang et dans le LCR peuvent pénétrer dans le 

parenchyme cérébral et altérer les fonctions de barrières en modifiant les fonctions des astrocytes et des 

épendymocytes exprimant l’AQP4. Cette rupture de barrière pourrait faciliter l’entrée de cellules immunes 

participant à la démyélinisation (3) et maintenir l’entrée des IgG-NMO. 2) Les IgG-NMO induisent un 

phénotype astrocytaire réactif et dysfonctionnel caractérisé par la perte d’expression des transporteurs 

au glutamate conduisant à une rupture de l’homéostasie du glutamate, la perte de Kir4.1, l’augmentation 

de GFAP, la production de cytokines et chimiokines proinflammatoires (2a) participant à la formation d’un 

milieu toxique pour la myéline et les oligodendrocytes (3). Les IgG-NMO altèrent les fonctions des 

connexines conduisant à une rupture du réseau neuroglial et à une perte de l’homéostasie du potassium 

et du support trophique aux oligodendrocytes (2b) participant à la démyélinisation (3). 3) La dysfonction 

astrocytaire peut également conduire à la formation d’un milieu toxique pour la myéline avec la 

production de cytokines proinflammatoires et de molécules excitotoxiques telles que l’ATP et le 

glutamate. 4) L’entrée d’IgG-NMO suivie de l’altération des fonctions astrocytaire et des connexines peut 

également participer à une diminution des réponses synaptiques avec une altération de la gliotransmission 

et la libération de cytokines proinflammatoires.  
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Vers de nouvelles voies thérapeutiques de protection de 
la myéline et des neurones dans la NMO ? 

Réversion du phénotype astrocytaire 

Au cours de cette thèse, nous avons également envisagé et testé de nouveaux mécanismes visant à réduire 

la cascade lésionnelle induite par IgG-NMO. Nos résultats démontrant un phénotype astrocytaire 

dysfonctionnel, proinflammatoire et toxique nous avons envisagé que la réversion de ce phénotype 

pourrait avoir des effets bénéfiques sur les oligodendrocytes et la myéline. C’est pourquoi nous avons 

utilisé le TGF- 1, un facteur de croissance aux effets anti-inflammatoires modulant la fonction astrocytaire. 

En effet, le TGF- 1 agit en activant des récepteurs au TGF-  de type II (T RII) ou type I (T RI). Les 

récepteurs de type III (T RIII) quant à eux jouent un rôle de recrutement et de présentation des ligands 

aux récepteurs de type I et II. La fixation de TGF- 1 sur T RII provoque la phosphorylation de T RI qui 

permet la phosphorylation de molécules cytoplasmique du complexe de facteurs de transcription Smad 

régulant l’expression de gènes cibles. Le TGF- 1 peut également induire l’activation d’enzyme, kinases, 

intracellulaires participent également à la signalisation de TGF- 1 (Guo and Wang, 2009; Weiss and 

Attisano, 2013). 

Ainsi, par l’induction de voies de signalisation intracellulaire, TGF- 1 pourrait contrecarrer l’effet des IgG-

NMO en réduisant la production de cytokines proinflammatoires. De plus un effet neuroprotecteur du 

TGF- 1 a été démontré dans des modèles d’accident vasculaire cérébral et d’infection du SNC réduisant 

l’inflammation et les dommages aux neurones (Cekanaviciute et al., 2014a; b). Nos résultats ont démontré 

que le TGF- 1 réduisait l’expression astrocytaire du TNF-  et de l’IL-1  démontrant un effet anti-

inflammatoire de ce facteur sur les astrocytes. Il existe également un lien entre TGF- 1 et les transporteurs 

au glutamate : la déplétion en TGF- 1 dans le cerveau adulte de souris conduit à une diminution 

d’expression des transporteurs au glutamate GLAST et GLT-1 résultant en une augmentation de 

l’excitotoxicité et une perte neuronale (Koeglsperger et al., 2013). Cette étude a également démontré que 

le TGF- 1 induit l’expression de GLAST et GLT-1 en culture astrocytaire. Ces résultats sont en accord avec 

nos observations : le TGF- 1 empêche la diminution d’AQP4, et GLAST et GLT1 induite par IgG-NMO dans 

des cultures astrocytaires mais également que l’utilisation du TGF- 1 empêchait la démyélinisation induite 

par IgG-NMO. 
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Ainsi, l’utilisation du TGF- 1 peut réverser le phénotype réactif et dysfonctionnel des astrocytes traités par 

IgG-NMO et rétablir ses fonctions indispensables au fonctionnement du SNC. Ces effets bénéfiques en font 

une voie thérapeutique potentielle qui a déjà été proposé dans le traitement d’atteintes 

neuroinflammatoires du SNC comme la maladie d’Alzheimer (Diniz et al., 2018) et qui pourrait être 

envisagée dans les pathologies démyélinisantes du SNC.  

Modulation des fonctions des connexines 

Notre étude a montré un rôle des connexines dans la démyélinisation induite par IgG-NMO. En effet, la 

dysfonction astrocytaire est caractérisée par une perte de communication intercellulaire via les jonctions 

communicantes et une augmentation de l’ouverture des hémicanaux. L’inhibition des jonctions 

communicantes et des hémicanaux de Cx43 par le peptide inhibiteur Gap27 dans une culture myélinisante 

conduisait à une perte de myéline semblable à celle des IgG-NMO. Cependant l’inhibition des hémicanaux 

de Cx43, sans inhibition des jonctions communicantes par le peptide Gap 19 (Abudara et al., 2014), 

empêchait la démyélinisation induit par IgG-NMO. Ainsi, une rupture du réseau neuroglial sous tendu par 

les jonctions communicantes, mais aussi l’ouverture des hémicanaux, induites par IgG-NMO, serait 

délétères pour la myéline. 

Ainsi, un intérêt grandissant est porté aux connexines car elles sont des cibles thérapeutiques 

prometteuses pour les pathologies du SNC (Charvériat et al., 2017). A l’heure actuelle, des thérapies 

combinées sont proposées avec l’utilisation de stimulateurs d’éveils (modafinil) et de bloqueurs de 

connexine (flécainide) pour le traitement de la narcolepsie. La combinaison modafinil + flecainide 

(THN102) potentialise l’effet du modafinil  et augmente le métabolisme du glucose dans des régions 

cérébrales impliquées dans les cycles veille-sommeil, les émotions et les fonctions cognitives (Vodovar et 

al., 2018). Ce traitement THN102 est en essai clinique de phase 2 dans la Narcolepsie et dans maladie de 

Parkinson (Communiqué de Presse, Theranexus®, 2019). De plus d’autres combinaisons de traitements 

avec des inhibiteurs de connexines sont également en essai clinique de phase 1 pour le traitement de la 

maladie d’Alzheimer et les douleurs neuropathiques. 

Ainsi une étude de l’effet des inhibiteurs de connexines in vivo permettrait de valider leur implication dans 

les altérations de la NMO et d’envisager des thérapies ciblant les connexines. Nos futures approches 

auront pour objectif de valider, in vivo, l’implication de la dysfonction des connexines, induite par IgG-

NMO, dans les atteintes de la NMO. Pour cela, nous pourrons co-infuser les IgG-NMO avec les peptides 

Gap27 ou Gap19 durant sept jours dans le ventricule de rats et évaluer la présence de lésions typiques 
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(perte axonale, démyélinisation, perte d’AQP4). Ce modèle nous permettrait également d’étudier 

l’implication des IgG-NMO et des connexines a plus long terme dans les altérations synaptiques. L’étude 

des connexines dans les pathologies démyélinisantes, telles que la NMO, pourrait fournir d’intéressantes 

voies thérapeutiques spécifiques des mécanismes physiopathologiques. 
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Résumé 

La Neuromyélite Optique (NMO) est une maladie auto-immune démyélinisante, rare et grave, du système 
nerveux central (SNC). Elle est caractérisée par une démyélinisation et une perte axonale ciblant 
principalement le nerf optique et la moelle épinière. La découverte d’un auto-anticorps (IgG-NMO) dirigé 
contre l’aquaporine-4 (AQP4), un canal hydrique exprimé par l’astrocyte, a été une étape clé dans la 
compréhension de la physiopathologie de la NMO, actuellement définie comme une astrocytopathie. La 
pathogénicité de l’IgG-NMO a été démontrée : il induit une internalisation d’AQP4 et des transporteurs 
au glutamate, provoquant une altération de la fonction astrocytaire. Cependant les mécanismes 
permettant de lier la dysfonction astrocytaire aux altérations caractéristiques de la NMO, notamment la 
démyélinisation, restent méconnus. 

Les astrocytes sont des cellules gliales essentielles à l’établissement et au maintien de l’homéostasie du 
SNC. Ils permettent la régulation des flux hydriques et ioniques, le contrôle extracellulaire des 
neuromédiateurs ainsi que l’apport de métabolites énergétiques aux neurones et aux oligodendrocytes. 
Ils sont aussi caractérisés par une très forte expression de connexines (Cx), des molécules 
transmembranaires s’assemblant sous une forme hexamérique : le connexon. Les connexines forment soit 
des hémicanaux, permettant l’échange de petites molécules entre les milieux intra- et extra-cellulaires, 
soit des jonctions communicantes par la juxtaposition de connexons appartenant à deux cellules, assurant 
le couplage intercellulaire avec le passage de petites molécules et d’ions (ATP, glutamate, lactate, 
calcium). Les fonctions hemicanal et jonction communicante sont fortement régulées en condition 
physiologique et altérées en condition pathologique, notamment en contexte neuroinflammatoire.  

Nous émettons l’hypothèse que les IgG-NMO altèrent l’expression et la fonction des connexines, et 
conduisent ainsi à la production d’un environnement toxique pour les oligodendrocytes et la myéline, et 
délétère pour le fonctionnement neuronal.  

Mon projet de thèse avait trois objectifs : i) la caractérisation du phénotype astrocytaire induit par les IgG-
NMO ; ii) l’identification d’altérations des connexines et leur implication dans la pathologie ; iii) la mise en 
évidence d’altérations de la transmission synaptique induites par les IgG-NMO et l’implication de 
connexines dans cet effet.  

Des modèles de cultures primaires gliales traitées par des IgG-NMO issue d’une cohorte de patients m’ont 
permis de caractériser le phénotype acquis par les astrocytes, et de proposer le concept d’un astrocyte 
réactif spécifique de pathologie. Les astrocytes réactifs spécifiques de la NMO induisent un milieu 
inflammatoire spécifique et toxique, provoquant une démyélinisation. Grâce au développement d’une co-
culture gliale et neuronale produisant des neurones myélinisés, et à l’utilisation de peptides inhibiteurs 
des Cx, j’ai pu montrer que les NMO-IgG ont un effet démyélinisant et que celui-ci implique les Cx. La 
démyélinisation est en effet associée à des modifications structurales et fonctionnelles des Cx 
astrocytaires, observées à la fois in vitro et dans notre modèle in vivo, le rat-NMO. Enfin, la mise en place 
d’une étude électrophysiologique en potentiel de champs local sur des tranches d’hippocampe de rats 
m’a permis d’étudier l’effet des IgG-NMO sur la transmission glutamatergique basale. J’ai pu mettre en 
évidence un effet dépresseur des IgG-NMO, partiellement bloqué par un inhibiteur de connexines, la 
carbenoxolone. 

Comme il a déjà été démontré par des études cliniques dans des pathologies neurodégénératives, 
l’utilisation de modulateurs de Cx semble être une voie thérapeutique prometteuse afin de prévenir la 
démyélinisation et les altérations du fonctionnement neuronal de la NMO. 
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