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I. La maladie de Huntington 

Décrite pour la première fois en 1872 par George Huntington, la maladie de Huntington (MH) 

est une maladie neurodégénérative (MND) génétique touchant le système nerveux central (SNC) 

(Wexler et al., 2016). Elle est également appelée chorée de Huntington du fait des troubles moteurs 

ressemblant à une danse observés chez les patients. La MH est une maladie rare qui touche environ 

10 à 12 individus pour 100 000 dans la population occidentale (Bates et al., 2015). L’âge d’apparition 

des premiers symptômes varie en fonction des patients mais ils apparaissent en moyenne vers l’âge 

de 45 ans (Ross et al., 2014). Certains patients atteints d’une forme juvénile de la MH peuvent 

développer les premiers symptômes avant l’âge de 20 ans (Quarrell et al., 2013). Le décès intervient 

entre 15 et 20 ans après la survenue des symptômes. A ce jour, seuls des traitements 

symptomatiques ciblant par exemple la chorée ou la dépression sont disponibles, dans le but 

d’améliorer la qualité de vie des malades (Roos, 2010; Coppen and Roos, 2017). Il n’existe pas de 

traitement curatif pour la MH. 

1. Triade de symptômes 

La MH est caractérisée par une triade de symptômes : des troubles moteurs progressifs ainsi 

que des désordres cognitifs et psychiatriques qui peuvent précéder les symptômes moteurs de 

plusieurs années (Bates et al., 2015). L’évolution de la MH peut être divisée en deux grandes phases. 

La période pré-symptomatique débute habituellement 10-15 ans avant l’apparition des symptômes 

moteurs caractéristiques de la maladie. Durant cette période, les patients sont tout d’abord 

indiscernables cliniquement des personnes non atteintes par la MH puis entrent dans une période 

prodromique caractérisée par l’apparition de changements subtils d’ordre cognitif, comportemental 

et parfois moteur (Bates et al., 2015) (Figure 1). Puis, la phase symptomatique, caractérisée par la 

survenue des symptômes moteurs, se déclare généralement entre 30 et 50 ans. 

a. Troubles moteurs  

Les troubles moteurs sont les symptômes caractéristiques de la MH et peuvent être divisés 

en deux phases au cours de la maladie (Bates et al., 2015). Tout d’abord, une phase d’hyperkinésie 

apparait et est caractérisée par les mouvements choréiformes involontaires (Figure 1). Cette phase 

d’hyperkinésie apparait tôt au cours de la maladie chez les patients adultes mais se stabilise et peut 

même diminuer dans les stades tardifs de la maladie (Ross et al., 2014). Des troubles des 

mouvements volontaires, incluant une incoordination, une bradykinésie (ralentissement des 

mouvements volontaires) et une rigidité, apparaissent ensuite (Bates et al., 2015). Ces troubles 

peuvent être à l’origine de problèmes de posture et d’équilibre entraînant des difficultés à la marche, 

à articuler puis à déglutir (Ross et al., 2014) (Figure 1). La chorée est plutôt rare dans la forme 

juvénile de la maladie dans laquelle les troubles des mouvements volontaires prédominent 

(Rosenblatt et al., 2006).  



 

IN
TR

O
D

U
C

TI
O

N
 :

 L
a 

m
al

ad
ie

 d
e 

H
u

n
ti

n
gt

o
n
 

13 

 

 

Figure 1- Progression des symptômes cliniques de la MH. La MH débute par une phase pré-symptomatique suivie d’une 
période prodomique durant laquelle des premiers symptômes subtils apparaissent. Les premiers symptômes moteurs sont 
diagnostiqués en moyenne vers l’âge de 45 ans et sont d’abord caractérisés par la chorée puis par la difficulté à effectuer 
des mouvements volontaires. Les troubles moteurs s’accompagnent généralement de symptômes cognitifs et 
psychiatriques. Adapté de (Ross et al., 2014). 

b. Troubles cognitifs 

Chez les patients atteints de la MH, les troubles cognitifs peuvent apparaître plusieurs 

années avant le diagnostic des signes moteurs (Papoutsi et al., 2014). Les fonctions cognitives 

déclinent progressivement et participent à la perte d’autonomie des patients (Ross et al., 2014). Dans 

la MH, les troubles cognitifs ont majoritairement un profil sous-cortical, c’est-à-dire qu’ils se 

caractérisent par un déficit des fonctions exécutives (Papoutsi et al., 2014), avec des troubles de 

l’attention, de la flexibilité mentale, de la planification et une désorientation dans l’espace. Des 

difficultés à interpréter les émotions peuvent également être, chez ces patients, responsables de 

malentendus dans les relations avec les autres au quotidien (Roos, 2010). L’apprentissage et la 

mémorisation de nouvelles informations sont aussi touchés, en particulier chez les enfants atteints 

d’une forme juvénile. Cependant, contrairement aux autres types de démences comme la maladie 

d’Alzheimer, la mémoire à court terme et le langage sont relativement préservés dans la MH (Ross et 

al., 2014).  

c. Troubles psychiatriques 

Les symptômes psychiatriques sont plus hétérogènes que les troubles moteurs et cognitifs et 

peuvent se déclarer 20 ans avant l’apparition des premiers symptômes moteurs, au cours de la phase 

pré-symptomatique (Ross et al., 2014). Il peut s’agir de dépression, d’anxiété, d’apathie ou encore 

d’irritabilité (Craufurd et al., 2001). La dépression est notamment très commune chez les patients 

atteints de la MH (plus de la moitié des patients, (Roos, 2010)). 

Un état psychotique tel que la schizophrénie, un état maniaque ou des troubles obsessionnels, sont 

plus rares mais peuvent également apparaître dans la MH (Bates et al., 2015). 
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En plus des altérations du SNC, les patients peuvent également souffrir de symptômes 

périphériques tels que des troubles du métabolisme et de l’immunité, une perte de poids et une 

insuffisance cardiaque (van der Burg et al., 2009).  

2. Cause et diagnostique de la maladie de Huntington   

a. Mutation de la Htt 

En 1993, la découverte du gène de la Huntingtine (Htt) situé sur le chromosome 4, a permis 

de mieux comprendre cette maladie (The Huntington’s Disease Collaborative Research group, 1993). 

En effet, une mutation dans le premier exon du gène htt est responsable de cette maladie génétique. 

Cette mutation entraîne une augmentation du nombre de répétitions du codon CAG codant pour une 

queue polyglutamine (polyQ) dans la partie N-terminale de la protéine Htt. Le nombre de répétitions 

CAG est très variable et est compris entre 5 et 35 dans la population saine, avec une moyenne 

comprise entre 17 et 20 répétitions (Kremer et al., 1994). Lorsqu’une personne possède entre 36 et 

39 répétitions de CAG, elle a un génotype intermédiaire avec possibilité de développer ou non la 

maladie (Myers, 2004). Au-dessus de 40 répétitions, la pénétrance est complète. Une forme juvénile 

de la MH  a été observée dans 5 à 10% des cas chez des patients possédant plus de 60 répétitions de 

CAG (Quarrell et al., 2013).  

 

La MH est une maladie autosomale dominante. Cependant, environ 10% des patients MH 

n’ont pas de parents malades. La majorité de ces patients reçoit l’allèle muté d’un parent 

asymptomatique ayant un nombre de CAG intermédiaire, c’est-à-dire entre 27 et 35 répétitions de 

CAG (Goldberg et al., 1993; Davis et al., 1994; Myers, 2004). En effet, plusieurs études ont montré un 

fort taux d’instabilité méiotique, particulièrement lors de la spermatogenèse, ce qui peut entrainer 

une augmentation du nombre de CAG dans la descendance (Trottier et al., 1994; Myers, 2004). Cette 

instabilité méiotique est également responsable du phénomène d’anticipation, caractérisé par une 

expansion du nombre de répétitions CAG au cours des générations successives et par conséquent un 

développement plus précoce de la maladie (Goldberg et al., 1993; Myers, 2004).   

 

Une corrélation existe entre le nombre de répétition du codon CAG et l’âge d’apparition des 

premiers symptômes : un grand nombre de répétitions est associé à un début précoce de la maladie 

(Andrew et al., 1993; Ross and Tabrizi, 2011).  Au contraire, la longueur de la queue polyQ aurait 

moins d’impact sur la progression de la maladie, suggérant un effet précoce du nombre de CAG sur la 

pathogenèse de la MH (Nopoulos, 2016). Cependant, le nombre de CAG n’explique que 70% de la 

variabilité de l’âge d’apparition des symptômes qui est également influencé par des facteurs 

génétiques et environnementaux (Ross and Tabrizi, 2011). Une étude d’association pangénomique 

(GWAS, genome-wide association study) a notamment montré que plusieurs gènes impliqués dans la 

réparation de l’ADN pouvaient modifier l’âge d’apparition des symptômes moteurs dans la MH 

(Holmans et al., 2017). Il a également été montré que l’activité sportive, le régime alimentaire, le 

stress et la caféine pouvaient influencer l’apparition des premiers symptômes de la MH (Mo et al., 

2015). 
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b. Diagnostic de la MH 

Le diagnostic de la MH se base sur l’histoire familiale (si disponible), le test génétique et 

l’évaluation clinique (Bates et al., 2015). La cause monogénique de la MH permet, si un risque de 

développer la maladie existe et si l’individu le souhaite, de détecter la présence ou non de la 

mutation dans le gène de la Htt par un test génétique avant même l’apparition des symptômes 

(Nance, 2017). Généralement, le diagnostic clinique de la MH repose sur l’apparition de signes 

moteurs anormaux chez une personne à risque (Ross et al., 2014). Des tests cliniques standards 

spécifiques de la MH sont utilisés pour aider à définir les différents symptômes et leur évolution au 

cours de la maladie. Le test le plus couramment utilisé est l’échelle appelée UHDRS (Unified 

Huntington’s Disease Rating Scale). Ce test prend en compte quatre composantes majeures de la 

MH : motrice, cognitive, comportementale et les capacités fonctionnelles (Huntington Study Group, 

1996). 

 

L’identification de la mutation responsable de la MH par un test génétique prédictif avant 

l’apparition des premiers symptômes permet de mener des études de suivi longitudinal. Par 

exemple, l’étude TRACK-HD évalue des biomarqueurs pour les essais cliniques et suit sur trois ans à la 

fois des patients porteurs de la mutation mais asymptomatiques et des patients ayant déjà 

développés la maladie (Tabrizi et al., 2013). PREDICT-HD est une autre étude plus large incluant 800 

patients asymptomatiques qui évalue des prédicteurs neurobiologiques en se basant sur des mesures 

cliniques, neuropsychologiques et d’imagerie pendant plus de 10 ans (Paulsen et al., 2014). 

L’ensemble de ces études permet d’identifier des biomarqueurs potentiels afin de suivre la 

progression de la pathologie. Certains de ces marqueurs apparaissent 10 à 15 ans avant le diagnostic 

moteur de la MH comme l’atrophie du striatum et la perte de matière blanche au niveau du corps 

calleux visible par imagerie par résonnance magnétique (IRM), des changements de métabolites 

mesurés par spectroscopie à résonnance magnétique ou encore l’apparition de certains troubles 

cognitifs et psychiatriques (Tabrizi et al., 2013; Paulsen et al., 2014; Sturrock et al., 2015). L’imagerie 

par tomographie par émission de positons (TEP) permet également de détecter des changements 

neuropathologiques jusqu’à 25 ans avant l’apparition des symptômes en utilisant par exemple un 

traceur de l’enzyme PDE10A (phosphodiesterase 10A) qui est enrichie dans les neurones striataux et 

diminuée dans la MH  (Niccolini et al., 2015).  

Des techniques ultrasensibles permettant de détecter de faibles quantités de protéines dans le 

liquide céphalo-rachidien (LCR) ont récemment été développées et permettent de quantifier le 

niveau de Htt mutée (mHtt) qui reflèterait son niveau cérébral (Southwell et al., 2015a; Wild et al., 

2015). La mHtt est détectable dans le LCR de patients asymptomatiques porteurs de la mutation et 

son niveau augmente avec la progression de la maladie. D’autres marqueurs permettant de suivre 

l’évolution de la maladie peuvent être mesurés dans le LCR comme les protéines Tau et NFL 

(neurofilament light) ou encore des marqueurs de l’inflammation tels que l’interleukine (IL) 6 ou la 

glycoprotéine YKL-40 (Rodrigues et al., 2016a, 2016b). Le niveau plasmatique de NFL serait corrélé à 

celui dans le LCR, ce qui permettait de prélever seulement du sang et de mesurer NFL dont le niveau 

est plus élevé chez les individus porteurs de la mutation du gène Htt (Byrne et al., 2017). Le 

développement de marqueurs de la MH permet de suivre l’évolution de la pathologie mais 
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également d’évaluer l’efficacité de nouvelles pistes thérapeutiques même avant l’apparition de 

symptômes cliniques mesurables.  

3. L’anatomopathologie de la maladie de Huntington  

Sur le plan anatomopathologique, la MH est caractérisée par la dégénérescence 

préférentielle des neurones striataux mais aussi corticaux et la présence d’agrégats intranucléaires et 

intracytoplasmiques due à l’accumulation anormale de mHtt (voir paragraphe III.1). De plus, les 

cellules gliales réagissent et deviennent réactives au cours de la MH (voir le paragraphe II.2.b). Une 

échelle évaluant différents stades de la neuropathologie de la MH a été établie par Vonsattel 

(Vonsattel et al., 1985a). Cette échelle se base sur des critères macroscopiques et microscopiques et 

détermine 5 stades de 0 jusqu’à 4 en fonction de la sévérité de la pathologie. Les différents stades 

sont étroitement corrélés aux signes cliniques chez le patient. 

a. L’atrophie du striatum  

Bien que la mHtt soit exprimée ubiquitairement dans le cerveau, la MH est caractérisée par une 

atrophie précoce et préférentielle du striatum qui s’accompagne d’un élargissement des ventricules 

(Vonsattel et al., 1985a) (Figure 2a). Cette atrophie est notamment visible par IRM avant l’apparition 

des premiers symptômes moteurs (Tabrizi et al., 2009) (Figure 2b). Une atrophie des régions 

corticales (Figure 2c) et de la matière blanche est également présente précocement dans le cerveau 

des patients et évolue avec la pathologie (Rosas et al., 2006, 2008; Zhang et al., 2018a). 

 
Figure 2- Atrophie du striatum et du cortex dans le cerveau d’un patient au cours de la MH. a-b. La MH est caractérisée 
par une atrophie préférentielle du striatum (noyau caudé (C) et putamen (P)) accompagnée d’un élargissement des 
ventricules visibles sur des cerveaux post-mortem de patients (a) ou par IRM (b). Cette atrophie commence avant 
l’apparition des premiers symptômes moteurs (b). Les volumes indiqués en b correspondent aux volumes du cerveau. Les 
flèches blanches indiquent le caudé putamen. (Tabrizi et al., 2009). c. Les patients MH présentent également une atrophie 
corticale progressive en fonction de l’évolution de la maladie. En haut, l’échelle de couleur correspond à la valeur de 
significativité pour la différence d’épaisseur de la région cérébrale entre les patients MH et leurs contrôles. L’échelle du bas 
représente le pourcentage de différence d’épaisseur des régions corticales entre les patients MH et leurs contrôles. (Rosas 
et al., 2008). 
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A des stades avancés de la maladie, des changements neuropathologiques interviennent 

dans d’autres structures cérébrales, notamment dans le globus pallidus, le thalamus, la substance 

noire, l’hypothalamus et le cervelet (Vonsattel et al., 1985a; Heinsen et al., 1999; Kassubek et al., 

2005; Petersén and Björkqvist, 2006; Rüb et al., 2013). 

b. La dégénérescence des neurones striataux  

Le striatum appartient au circuit des ganglions de la base, également appelés noyaux gris 

centraux. Ce circuit est composé du striatum, du globus pallidus interne (GPi) et externe (Gpe), du 

noyau sous-thalamique et de la substance noire (SN) (Morigaki and Goto, 2017) (Figure 3a). Le 

striatum constitue la voie d’entrée de cet ensemble de structures sous-corticales et est notamment 

impliqué dans le contrôle des mouvements moteurs (Balleine et al., 2009). Chez le primate, le 

striatum se divise en deux structures, le noyau caudé et le noyau putamen.  

Le striatum reçoit des afférences glutamatergiques du cortex et du thalamus, des afférences 

dopaminergiques de la substance noire et des afférences cholinergiques ou GABAergiques des 

interneurones striataux (Morigaki and Goto, 2017). Les neurones épineux de taille moyenne (MSNs, 

medium spiny neurons ou SPNs, spiny projection neurons) constituent 90 à 95% des neurones 

striataux. Les SPNs sont des neurones inhibiteurs qui utilisent l’acide gamma-aminobutyrique (GABA) 

comme neurotransmetteur principal (Morigaki and Goto, 2017). Les SPNs sont divisés en deux sous-

populations en fonction des récepteurs dopaminergiques qu’ils expriment et de leur projection 

axonale : les neurones de la voie directe (dSPNs) qui expriment les récepteurs dopaminergiques D1 

ainsi que le subtance P et la dynorphine comme co-neurotransmetteurs, et les neurones de la voie 

indirecte (iSPNs) exprimant les récepteurs D2 et l’encéphaline (Balleine et al., 2009; Eidelberg and 

Surmeier, 2011; Galvan et al., 2012). Les neurones dSPNs et iSPNs jouent des rôles complémentaires 

dans la sélection de l’action (Figure 3b (1)). Les dSPNs favorisent l’initiation du mouvement alors que 

les iSPNS exercent un effet inhibiteur sur cette initiation (Sepers and Raymond, 2014).  

Les neurones SPNs sont les neurones striataux les plus vulnérables dans la MH alors que les 

interneurones cholinergiques et GABAergiques du striatum sont relativement épargnés (Morigaki 

and Goto, 2017). Au cours de la MH, la neurodégénérescence striatale est biphasique et suit les 

symptômes cliniques moteurs. En effet, l’hyperkinésie est corrélée à la dégénérescence précoce des 

neurones de la voie indirecte, iSPNs, qui entraine une augmentation des mouvements involontaires 

(Figure 3b (2)) (Sepers and Raymond, 2014). Dans les stades plus évolués de la MH, la pathologie 

atteint les dSPNs. La dégénérescence de ces neurones de la voie directe corrèle avec la bradykinésie 

observée dans la MH correspondant à la perte de contrôle de l’exécution du mouvement (Figure 

3b(3)) (Sepers and Raymond, 2014). Une forte innervation glutamatergique et dopaminergique au 

niveau de ces neurones SPNs pourrait contribuer à leur vulnérabilité préférentielle dans la MH (voir 

paragraphe I.3.b.v).  

Dans le cortex, les neurones de la couche IV et V, qui sont des neurones glutamatergiques projettant 

dans le striatum, sont les plus vulnérables dans la MH (Hedreen et al., 1991). 
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Figure 3- Le circuit des ganglions de la base au cours de la MH. a. Schéma des ganglions de la base (https://science-
naturalphenomena.blogspot.com/2009/05/basal-ganglia.html) b. Dans le striatum, les neurones de la voie directe qui 
expriment le récepteur dopaminergique D1 favorisent les mouvements volontaires alors que les neurones de la voie 
indirecte exprimant les récepteurs D2 suppriment les mouvements involontaires (1). Au début de la MH, les neurones D2 
dégénèrent préférentiellement, ce qui entraine l’apparition de mouvements involontaires (2). Au cours de la progression de 
la maladie, les neurones D1 dégénèrent aussi, ce qui corrèle avec l’apparition des bradykinésies (3). D1 : SPNs exprimant les 
récepteurs D1, D2 : SPNs exprimant les récepteurs D2, GPi : globus pallidus interne, GPe : globus pallidus externe, SNc : 
Substance noire pars compacta, SNr : substance noire pars reticula, STN : noyau sous-thalamique. (Sepers and Raymond, 
2014). 

4. Physiopathologie de la maladie de Huntington : la huntingtine 

a. La huntingtine possède de nombreux rôles physiologiques 

i. Structure et distribution de la Htt 

Le gène htt est composé de 67 exons et sa transcription produit deux transcrits d’ARNm 

(Saudou and Humbert, 2016). Le transcrit qui contient une région 3’UTR supplémentaire est enrichi 

dans le cerveau. De plus, les transcrits de la Htt peuvent être sujets à l’épissage alternatif donnant 

naissance à différents isoformes de la Htt (Hughes et al., 2014; Ruzo et al., 2015).    

Le gène htt code pour la protéine Htt de 348 kDa. La Htt s’exprime dans l’ensemble du corps mais à 

des niveaux variables (Marques Sousa and Humbert, 2013). Le plus fort niveau d’expression de la Htt 

est observé dans le SNC. Dans le cerveau, la Htt s’exprime dans les neurones et les cellules gliales 

(Gutekunst et al., 1995; Trottier et al., 1995) (Figure 4). Dans la cellule, la Htt est majoritairement 

présente dans le cytoplasme mais peut se trouver dans le noyau et être transportée entre le noyau et 

le cytoplasme (DiFiglia et al., 1995; Hoogeveen et al., 1993; Kegel et al., 2002). Dans les neurones, la 

Htt peut être localisée à la fois au niveau des neurites et de la synapse. La Htt est associée à 

différentes organelles et structures cellulaires, comme la mitochondrie, les microtubules, la 

membrane plasmique et les endosomes (DiFiglia et al., 1995; Gutekunst et al., 1995; Trottier et al., 

1995; Kegel et al., 2005).  

 

https://science-naturalphenomena.blogspot.com/2009/05/basal-ganglia.html
https://science-naturalphenomena.blogspot.com/2009/05/basal-ganglia.html
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Figure 4- Expression de la Htt dans les différents types cellulaires du SNC. D’après la banque RNAseq du laboratoire de Ben 
Barres (Zhang et al., 2014). 

La Htt est composée de plusieurs domaines (Saudou and Humbert, 2016). Sa partie N-

terminale correspond à l’exon 1 du gène htt qui contient la mutation pathologique dans la mHtt et a 

donc particulièrement été étudiée. Dans cette région, la queue polyglutamine (polyQ) est précédée 

par une séquence de 17 acides aminés qui fonctionne comme une séquence d’export nucléaire et est 

sujet à de nombreuses modifications post-traductionnelles influençant l’élimination et la localisation 

de la Htt (Saudou and Humbert, 2016) (Figure 5). A la suite de la queue polyQ se trouve un domaine 

riche en proline qui semble important pour les interactions protéiques (Harjes and Wanker, 2003). Le 

reste de la protéine est moins bien caractérisé mais il a été montré que la Htt contient plusieurs 

répétitions HEAT (pour Huntingtin, EF3 (elongation factor 3), PP2A (protein phosphatase 2A), TOR 

(target of rapamycin) ; protéines dans lesquelles sont retrouvées ces répétitions) également 

importantes pour les interactions protéiques et le transport intracellulaire. Ces domaines HEAT ont 

été notamment bien décrits dans la structure tridimensionnelle de la Htt, récemment découverte par 

cryon-microscopie électronique (Guo et al., 2018b).  

 

La Htt fait l’objet de nombreuses modifications post-traductionnelles, telles que des sumoylations et 

des acétylations, importantes pour sa localisation, sa stabilisation et ses fonctions (Saudou and 

Humbert, 2016) (Figure 5). La Htt contient également plusieurs sites protéolytiques (PEST, séquence 

riche en proline (P), acide glutamique (E), sérine (S) et thréonine (T)) (Figure 5). Des sites de clivages 

sont présents à la fois sur la protéine Htt sauvage et sur la mHtt, mais l’activité protéolytique est 

augmentée dans la mHtt entrainant la production de fragments de mHtt (voir paragraphe III.1.b.i). 
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Figure 5- Structure de la protéine Htt. La partie N-terminale de la protéine Htt est composée de trois domaines : un 
domaine de 17 acides aminés, une queue polyQ et une région riche en proline. La Htt contient plusieurs domaines HEAT (H : 
nombre de répétitions), domaines sensibles à la protéolyse (PEST) et de régions désordonnées. La protéine Htt fait l’objet 
de nombreuses modifications post-traductionnelles comme des phosphorylations (orange), des ubiquitinations (Ubi), des 
acétylations (Acet) et sumoylations (Sumo) (noir). La Htt contient également de nombreux sites de clivages par des 
metalloprotéases (MMP), des caspases (Casp) et des calpaines (Calp) (bleu) (Saudou and Humbert, 2016). 

ii. La Htt possède de nombreux partenaires protéiques 

La Htt joue un rôle essentiel dans de nombreuses fonctions. Elle est notamment 

indispensable au cours du développement. Des études de délétion de la Htt sauvage chez la souris 

ont montré que la Htt est nécessaire pour le développement embryonnaire normal et la 

neurogenèse (Nasir et al., 1995; Zeitlin et al., 1995; White et al., 1997; Nguyen et al., 2013).  

 

La protéine Htt agit comme une protéine d’échafaudage régulant ainsi la signalisation 

intracellulaire et de nombreuses fonctions cellulaires (Cattaneo et al., 2005; Saudou and Humbert, 

2016). Plusieurs études se sont intéressées à l’interactome de la Htt et le grand nombre de 

partenaires identifiés (plus de 350) confirme l’implication de la Htt dans de nombreux processus 

cellulaires (Culver et al., 2012; Schaefer et al., 2012). La majorité des protéines partenaires de la Htt 

joue un rôle dans des fonctions liées à l’expression génique (transcription et épissage), la dynamique 

cellulaire (cytosquelette, endocytose, transport et adhésion), le métabolisme et l’élimination des 

protéines (pour une revue détaillée des fonctions de la Htt sauvage voir (Cattaneo et al., 2005; 

Saudou and Humbert, 2016)).  

Parmi les partenaires protéiques de la Htt, de nombreux facteurs de transcription comme CBP (CREB 

binding protein), NFκB (Nuclear factor κB) ou p53 sont retrouvés (Steffan et al., 2000; Takano and 

Gusella, 2002). La Htt interagit également avec de nombreux activateurs et répresseurs de la 

transcription et peut réguler leur transport entre le cytoplasme et le noyau (Borrell-Pagès et al., 

2006). La Htt régule aussi le remodelage de la chromatine en favorisant la méthylation des histones 

par exemple (Seong et al., 2010). Au sein de la cellule, la Htt joue donc un rôle important dans la 

régulation de la transcription.  
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La Htt est également impliquée dans le transport cellulaire (Caviston and Holzbaur, 2009).  En effet, 

la Htt régule le transport intracellulaire en interagissant à la fois avec les cargos (organelles, vésicules 

ou complexes de protéines transportées), les microtubules et les moteurs moléculaires comme la 

dynéine et la kinésine (Caviston et al., 2007; Colin et al., 2008)(Figure 6). Ces interactions sont 

majoritairement médiées par la protéine HAP1 (Htt-associated protein 1) (Engelender et al., 1997; Li 

et al., 1998; McGuire et al., 2006). Htt transporte de nombreuses organelles telles que les 

endosomes, les lysosomes (Caviston et al., 2011), les autophagosomes (Wong and Holzbaur, 2014) et 

des vésicules contenant par exemple le facteur neurotrophique BDNF (Brain neurotrophic factor) 

(Gauthier et al., 2004) ou des récepteurs au GABA (Twelvetrees et al., 2010). En participant au 

transport des vésicules au niveau pré et post-synaptique, la Htt jouerait un rôle dans de la synapse. 

En effet, la Htt participerait notamment à la formation des synapses excitatrices cortico-striatales 

(McKinstry et al., 2014). 

 

Figure 6- La protéine Htt est impliquée dans le transport vésiculaire. La Htt interagit avec les moteurs moléculaires 
Dynactine, Dynéine ou Kinésine via la protéine HAP1. (Saudou and Humbert, 2016). 

Par son interaction avec de nombreux partenaires protéiques, la Htt sauvage est donc une 

protéine essentielle pour de multiples fonctions cellulaires comme la transcription et le transport 

intracellulaire mais également dans la division cellulaire, la morphogenèse, l’autophagie et la survie 

cellulaire (Cattaneo et al., 2005; Saudou and Humbert, 2016). L’expansion de la queue polyQ de la 

Htt va altérer son interactome et peut donc entrainer un défaut des fonctions assurées normalement 

par la Htt. 

 

b. Mutations de la Huntingtine : gain ou perte de fonction ? 

Les causes de la dégénérescence observée dans la MH ne sont pas encore complétement 

comprises, elles pourraient être dues à la perte de fonctions de la Htt, au gain de fonctions toxiques 

de la mHtt ou alors à la combinaison des deux.  

La transmission autosomale dominante de la MH, c’est-à-dire qu’un seul allèle muté suffit à induire la 

pathologie, suggère que la mHtt acquière des propriétés toxiques perturbant de nombreuses 

fonctions cellulaires. Ces fonctions toxiques peuvent impliquer la protéine mHtt entière mais 

également les fragments N-terminaux obtenus après clivage par différentes protéases. La nature 

exacte de la forme toxique de la mHtt, forme monomérique, oligomérique ou agrégée, est encore 
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controversée (voir paragraphe III.1.b) (Arrasate and Finkbeiner, 2012). De plus, il a été récemment 

montré qu’après clivage de la forme entière de la mHtt, la partie C-terminale pourrait être toxique en 

perturbant l’activité du réticulum endoplasmique (El-Daher et al., 2015). Enfin, l’ARN de la mHtt 

forme des structures stables en épingle à cheveux qui sont également toxiques (Bañez-Coronel et al., 

2012). La mHtt, sous différentes formes, acquiert donc des fonctions toxiques responsables de la 

pathogenèse de la MH.  

Néanmoins la contribution de la perte de fonctions de la Htt sauvage dans la pathogenèse de la MH 

ne peut pas être écartée. Chez des souris adultes, la délétion ou l’inactivation de la Htt sauvage 

entraine une dégénérescence progressive similaire à celle observée dans la MH (O’Kusky et al., 1999; 

Dragatsis et al., 2000).  

 

Au cours de la MH, la mHtt n’est donc plus capable d’exercer certaines fonctions cellulaires 

et acquiert de nouvelles fonctions toxiques. De nombreuses études chez les modèles animaux et 

chez les patients MH ont identifié plusieurs processus cellulaires altérés qui pourraient participer à la 

pathogenèse de la MH (Zuccato et al., 2010; Labbadia and Morimoto, 2013; Jimenez-Sanchez et al., 

2017) (Figure 7).  

 

 

Figure 7- Principaux mécanismes de pathogenèse de la MH. Au cours de la MH, des agrégats de mHtt se forment dans la 
cellule (1) suggérant une altération des systèmes d’homéostasie des protéines (3). Plusieurs autres fonctions cellulaires sont 
défectueuses comme la transcription (2), les fonctions mitochondriales (4) entrainant un déficit du métabolisme 
énergétique, la transmission synaptique (5) responsable du phénomène d’excitotoxicité et le transport axonal (6). Les 
cellules gliales sont également impliquées dans la pathogenèse de la MH (7). (Jimenez-Sanchez et al., 2017). 
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i. Dérégulation transcriptionnelle   

Au cours de la MH, une altération majeure de la transcription a été décrite (Figure 7.2). La 

mutation de la Htt change les interactions normales de la Htt avec des facteurs régulant la 

transcription, ce qui induit des défauts de transcription qui perturbent différents processus 

cellulaires en aval. C’est par exemple le cas avec le facteur CBP impliqué dans la prolifération et la 

survie cellulaire (Steffan et al., 2000; Nucifora et al., 2001; Sugars et al., 2004), avec le facteur PGC-1α 

(Peroxisome proliferator-activating receptor G coactivator-1α) provoquant des défauts de 

métabolisme énergétique dans la cellule (voir paragraphe I.3.b.iii) (Cui et al., 2006), ou encore avec 

Sp1 et son co-activateur TAFII130, ce qui affecte par exemple la transcription du gène codant pour le 

récepteur dopaminergique D2 et pourrait expliquer la vulnérabilité des neurones iSPNs (Dunah et al., 

2002; Zhai et al., 2005). 

L’expression de la mHtt perturbe également l’activité des histone acetyltransférases et induit ainsi 

une hypoacétylation des histones et une augmentation de la formation d’hétérochromatine (Steffan 

et al., 2001).  

ii. Altération du transport intracellulaire 

Le transport intracellulaire est également altéré dans la MH (Gunawardena et al., 2003; 

Trushina et al., 2004; Sinadinos et al., 2009; Wong and Holzbaur, 2014) (Figure 7.6). Cette altération 

est majoritairement due à un défaut d’interaction entre la mHtt et les moteurs moléculaires (Morfini 

et al., 2009; Twelvetrees et al., 2010; Wong and Holzbaur, 2014).  

Une diminution de la dégradation par le système autophagie-lysosome est observée dans la MH et 

peut en partie s’expliquer par un défaut de transport des autophagosomes vers les lysosomes 

(Martin et al., 2015) (voir paragraphe III.3.b). Dans la MH, des dysfonctions synaptiques sont 

également liées à ce défaut de transport vésiculaire. Le transport axonal des vésicules contenant les 

neurotransmetteurs ou leurs récepteurs est nécessaire à la transmission synaptique. Par exemple, au 

cours de la MH, le transport des récepteurs GABAergiques de type A et glutamatergiques, AMPAR, 

est altéré et entraine un défaut d’excitabilité synaptique (Twelvetrees et al., 2010; Mandal et al., 

2011; Yuen et al., 2012).  

Un dysfonctionnement du transport des mitochondries est également observé dans la MH entrainant 

un défaut de métabolisme énergétique dans la cellule (voir paragraphe I.3.b.iii).  

iii. Déficit énergétique  

Il a également été montré que des déficits du métabolisme énergétique dans le cerveau 

étaient impliqués dans la pathogenèse de la MH (Mochel et al., 2007; Mochel and Haller, 2011; Liot 

et al., 2017). D’importantes dérégulations des fonctions mitochondriales ont notamment été décrites 

dans la MH (Figure 7.4). Plusieurs mécanismes sous-tendant ces déficits au cours de la MH ont été 

proposés (Damiano et al., 2010; Labbadia and Morimoto, 2013; Jimenez-Sanchez et al., 2017).  

Tout d’abord, la mHtt interfère avec le facteur de transcription PGC-1α et entraîne ainsi un défaut 

d’expression des gènes impliqués dans la biogenèse mitochondriale (Cui et al., 2006; Weydt et al., 

2006; Costa and Scorrano, 2012). De plus, l’association de la mHtt avec la membrane externe des 

mitochondries entraine une déplétion des réserves d’ATP (Adénosine triphosphate) intracellulaires, 
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une augmentation de la production des espèces réactives de l’oxygène (ROS) ainsi qu’un défaut de la 

signalisation calcique (Panov et al., 2002; Choo et al., 2004; Mochel and Haller, 2011). Le transport 

antérograde et rétrograde des mitochondries est également altéré par la mHtt, ce qui réduit 

notamment l’apport énergétique via les mitochondries au niveau des synapses (Orr et al., 2008a). 

Des défauts de fragmentation des mitochondries sont aussi observés (Song et al., 2011).  

L’ensemble de ces observations démontrent l’implication d’un déficit énergétique dans la 

pathogenèse de la MH. Les altérations du fonctionnement des mitochondries sont également à 

l’origine d’un stress oxydatif décrit dans le cerveau de modèle murin et de patients de la MH (Perluigi 

et al., 2005; Stoy et al., 2005; Sorolla et al., 2008).  

 

iv. Diminution du support trophique : le BDNF 

Au cours de la MH, il a été montré que l’expression de gènes enrichis dans le striatum est 

particulièrement diminuée chez les modèles murins et les patients de la MH (Desplats et al., 2006; 

Cha, 2007; Mazarei et al., 2010; Seredenina and Luthi-Carter, 2012). Par exemple, dans le cerveau de 

modèles murins et de patients MH, l’expression du facteur neurotrophique BDNF est diminuée dans 

le cortex et celle de son récepteur TrkB (Tropomyosin receptor kinase B) est diminuée dans le 

striatum (Ginés et al., 2006; Zuccato et al., 2010). La Htt sauvage séquestre le répresseur REST/NRSFs 

(repressor element-1 transcription/neuron restrictive silencer factors) dans le cytoplasme et 

l’empêche de réprimer la transcription des gènes cibles dans le noyau (Zuccato et al., 2003). La mHtt 

ayant une affinité réduite avec REST/NRSF, ce dernier peut alors entrer dans le noyau et se fixer sur 

les séquences RE1/NRSE (Repressor element 1/neuron-restrictive silencer element) présentes au 

niveau du promoteur des gènes cibles comme BDNF et ainsi réprimer son expression au cours de la 

MH (Rigamonti et al., 2007; Zuccato et al., 2007). 

Le BDNF est majoritairement synthétisé au niveau des neurones corticaux et transmis au striatum via 

des vésicules transportées le long des axones (Borrell-Pagès et al., 2006). En plus de diminuer son 

expression, la mHtt inhibe également le transport du BDNF le long des axones corticaux et sa 

libération dans le striatum, ainsi que le transport rétrograde de son récepteur TrkB au niveau des 

neurones striataux (Gauthier et al., 2004; Liot et al., 2013).  

La réduction du niveau de BDNF dans le striatum pourrait participer à la dégénérescence des 

neurones SPNs au cours de la MH (Figure 8, violet) (Sepers and Raymond, 2014). En effet, chez la 

souris, la délétion ou l’inhibition de BDNF dans le cortex ou dans la substance noire et de TrkB dans le 

striatum entraine des déficits moteurs, une dégénérescence neuronale et une atrophie striatale 

similaire à celle observée dans la MH (Li et al., 2012). Au contraire, la surexpression de BDNF dans 

des modèles transgéniques de la MH, R6/1 et YAC128, améliore les performances motrices de ces 

souris, diminue les dysfonctions neuronales et prévient l’atrophie du striatum (Gharami et al., 2008; 

Xie et al., 2010). 
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v. Transmission synaptique et excitotoxicité 

Dans les années 80, l’observation d’une neurodégénérescence striatale suite l’injection d’un 

agoniste du glutamate chez le rat a été la première évidence de la contribution du phénomène 

d’excitotoxicité dans la MH (Beal et al., 1986). L’excitotoxicité correspond à l’exposition excessive des 

neurones au glutamate entrainant l’altération de l’homéostasie et la signalisation calcique. Dans la 

MH, les SPNs semblent particulièrement sensibles face à la l’excitotoxicité glutamatergique (Levine et 

al., 1999; Cowan and Raymond, 2006; Milnerwood and Raymond, 2010).  

L’expression et la signalisation anormales des récepteurs glutamatergiques pourraient contribuer à 

cette altération de la transmission glutamatergique (Joshi et al., 2009 ; Raymond et al., 2017) (Figure 

8, vert). Les récepteurs ionotropiques glutamatergiques NMDAR (N-methyl-D-aspartate receptor) 

sont majoritairement impliqués dans ce phénomène d’excitotoxicité. La composition des différentes 

sous-unités des récepteurs NMDAR peuvent être à l’origine de la sensibilité glutamatergique accrue 

dans la MH (Cepeda et al., 2001; Zeron et al., 2002; Fan et al., 2007). En effet, les NMDAR contenant 

la sous-unité GluN2A seraient impliqués dans des fonctions liées à la survie alors que ceux composés 

de la sous-unité GluN2B auraient des effets plus néfastes et favoriseraient l’excitotoxicité (Zeron et 

al., 2002; Liu et al., 2007). La sous-unité GluN2B est majoritairement exprimée dans le striatum par 

rapport à GluN2A, ce qui pourrait notamment expliquer la vulnérabilité des SPNs (Küppenbender et 

al., 2000). De plus, au cours de la MH, la mHtt semble également affecter le transport des récepteurs 

NMDAR et la balance entre les récepteurs synaptiques et extra-synaptiques dans les neurones 

striataux (Fan et al., 2007; Okamoto et al., 2009; Milnerwood and Raymond, 2010). L’activation des 

récepteurs NMDAR synaptiques favorise la survie cellulaire alors que la stimulation des récepteurs 

extra-synaptiques entraine plutôt la mort cellulaire (Hardingham and Bading, 2010). Les récepteurs 

extra-synaptiques contiennent plus de sous-unités GluN2B que les récepteurs synaptiques 

(Steigerwald et al., 2000; Jocoy et al., 2011). De plus, une diminution de l’expression des récepteurs 

métabotropiques aux endocannabinoïdes CB1 (CB1R) est également observée précocement chez les 

patients et les modèles murins de la MH (Glass et al., 2000; Dowie et al., 2009; Van Laere et al., 2010) 

(Figure 8, rouge). CB1R régule la libération des neurotransmetteurs excitateurs au niveau pré-

synaptique et notamment la transmission glutamatergique au niveau de l’axe cortico-striatal (Sepers 

and Raymond, 2014). 

Le phénomène d’excitotoxicité peut également impliquer d’autres types cellulaires que les neurones 

et être la conséquence d’un défaut de recapture et de clairance du glutamate par les astrocytes (voir 

paragraphe II.2.a.i). Une altération de la concentration et du temps de présence du glutamate au 

niveau de la synapse cortico-striatale pourrait alors entrainer une stimulation excessive des neurones 

SPNs par le glutamate et ainsi les rendre plus vulnérables (Ehrlich, 2012; Sepers and Raymond, 2014). 
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Figure 8- Altérations de l’axe cortico-striatal au cours de la MH. Un dysfonctionnement de l’ensemble des 
neurotransmetteurs et neuromodulateurs au niveau de l’axe cortico-striatal pourrait expliquer la dégénérescence des 
neurones striataux GABAergiques dans la MH. Les flèches vers le bas indiquent une diminution au niveau de la synapse et 
vers le haut indiquent une augmentation. CB1/2 : récepteurs aux endocannabinoïdes, mGLuR : récepteur métabotropique 
du glutamate, GLT-1 : transporteur du glutamate, NMDAR : récepteur au glutamate, TrkB : récepteur du BDNF, DA : 
Dopamine. (Sepers and Raymond, 2014). 

De plus, une augmentation du niveau de dopamine et de ses enzymes de biosynthèse a 

également été observée dans le cerveau post-mortem de patients MH à un stade précoce de la 

maladie (Eidelberg and Surmeier, 2011). Les récepteurs dopaminergiques D2 ont plus d’affinité pour 

la dopamine que les récepteurs D1. Une forte libération de dopamine par les axones de la substance 

noire entrainerait donc une activation accrue des récepteurs D2 qui résulterait en une inactivation 

des neurones iSPNs et une dégénérescence de ces derniers (Sepers and Raymond, 2014) (Figure 8, 

bleu). 

 

 

De nombreuses fonctions, telles que la transcription, le transport intracellulaire, le 

métabolisme énergétique et la transmission glutamatergique, sont donc altérées au cours de la MH, 

notamment dans les neurones striataux, et peuvent être à l’origine de la pathologie (Figure 7). 

D’autres processus cellulaires sont également impactés dans la MH et les mécanismes sont 

développés dans des parties plus spécifiques de ce manuscrit comme l’homéostasie protéique (voir 

paragraphe III). Les cellules gliales, et notamment les astrocytes, sont aussi impliquées dans ces 

dysfonctions observées dans la MH comme dans l’altération du métabolisme du cholestérol (CH) 

(voir paragraphe II.2.a.ii) et le phénomène de neuroinflammation (voir paragraphe II.2.b).  

L’étude de ces processus cellulaires altérés au cours de la MH permet le développement d’approches 

thérapeutiques spécifiques ciblant ces fonctions défectueuses.  
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c. Pistes thérapeutiques  

A ce jour, il n’existe aucun traitement curatif de la MH. Seuls des traitements 

symptomatiques contre la chorée ou les troubles psychiatriques sont disponibles pour les patients 

(Ross and Tabrizi, 2011). Parmi les anti-choréiques, la principale molécule donnée est la 

tétrabenazine qui est un inhibiteur du transporteur vésiculaire de la DA VMAT2, réduisant ainsi la 

quantité de dopamine libérée au niveau pré-synaptique (Scott, 2011). Les symptômes psychiatriques, 

qui sont souvent les plus handicapants pour les patients, sont traités avec les médicaments standards 

utilisés chez les patients non MH comme des neuroleptiques ou des antidépresseurs (Bates et al., 

2015). Dans la MH, une prise en charge multidisciplinaire est également nécessaire pour essayer de 

préserver le plus longtemps possible la qualité de vie du patient. Cette prise en charge implique par 

exemple des orthophonistes, psychologues ou encore des assistantes sociales (Bates et al., 2015). 

 

Ces 20 dernières années, un peu moins de 100 essais cliniques, testant environ 40 molécules 

différentes ont été réalisés pour la MH mais très peu (3,5%) ont donné des résultats assez 

satisfaisants pour poursuivre les études (Travessa et al., 2017). Il y a actuellement 42 essais cliniques 

actifs ou en cours de recrutement pour la MH (d’après ClinicalTrials.gov). Les nouvelles pistes 

thérapeutiques développées ciblent soit des mécanismes cellulaires spécifiques altérés dans la MH 

(voir paragraphe I.3.b), soit directement la mHtt en diminuant son niveau d’expression (Caron et al., 

2018; McColgan and Tabrizi, 2018) (Figure 9).  

i. Cibler les voies de pathogenèse de la maladie de Huntington 

De nombreux essais cliniques ciblent les fonctions cellulaires qui participeraient à la 

pathogenèse de la MH (Figure 9) (pour des revues détaillées voir (Caron et al., 2018; McColgan and 

Tabrizi, 2018)). Par exemple, parmi ces essais, certains se sont intéressées au coenzyme Q10 et à la 

créatine afin de contrer les déficits du métabolisme énergétique (McGarry et al., 2017; Hersch et al., 

2017) ou aux inhibiteurs d’histone acétylase afin de prévenir les défauts transcriptionnels (Mielcarek 

et al., 2013). 

D’autres stratégies thérapeutiques ciblent les facteurs neurotrophiques comme le BDNF et le CNTF 

(Ciliary neurotrophic factor). Le CNTF a notamment montré un fort potentiel thérapeutique dans 

plusieurs modèles de souris de la MH et a été testé dans un essai clinique (Bloch et al., 2004). Pour 

délivrer le CNTF directement dans le SNC, des cellules encapsulées produisant le CNTF ont d’abord 

été utilisées et testées en clinique puis le transfert de gènes par des vecteurs lentiviraux a été 

développé (Azzouz et al., 2004; Bachoud-Lévi et al., 2000; Bloch et al., 2004; Zala et al., 2004). Dans 

notre laboratoire, une étude a notamment montré que la surexpression de CNTF dans le striatum par 

des vecteurs lentiviraux avait un effet protecteur dans des modèles de MH et induisait également 

une forte réactivité astrocytaire (Escartin et al., 2006, 2007). Le CNTF, en activant les astrocytes, 

améliorerait notamment la recapture du glutamate par les astrocytes, ce qui participerait à son effet 

neuroprotecteur (Escartin et al., 2006; Beurrier et al., 2010). Ces résultats montrent qu’il serait 

intéressant de cibler les autres types cellulaires que les neurones qui dégénèrent, et notamment les 

astrocytes qui, en condition physiologique, sont essentielles au bon fonctionnement neuronal (voir 

paragraphe II.1.b). 
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Figure 9- Principales cibles thérapeutiques pour la MH. De nombreuses fonctions cellulaires altérées dans la MH sont des 
cibles thérapeutiques potentielles. Certaines de ces cibles ont fait ou font l’objet d’essais cliniques, d’autres sont encore au 
stade de recherche pré-clinique. (Bates et al., 2015). 

Des molécules thérapeutiques ciblant l’inflammation ont notamment été développées. La majorité 

de ces composés a pour but de réduire la neuroinflammation (Garcia-Miralles et al., 2016; Southwell 

et al., 2015b). Par exemple, un essai clinique en cours (Legato-HD) teste un immunomodulateur 

appelé Laquimod (Caron et al., 2018). Ce composé agit sur les cellules gliales en diminuant 

l’activation de la voie NFκB dans les astrocytes et la libération de cytokines par la microglie (Brück et 

al., 2012; Mishra et al., 2014). Le laquimod agit également directement sur les neurones en réduisant 

le processus d’apoptose. Il diminue ainsi la libération de cytokines pro-inflammatoires par les cellules 

gliales et favorise la survie neuronale. Ce composé est actuellement en phase II et les premières 

données révèlent que les scores moteurs évalués par l’UHDRS ne sont pas améliorés mais que 

l’atrophie cérébrale est réduite.  

 

Enfin, les mécanismes de dégradation de la protéine mHtt sont également des cibles 

intéressantes (Boland et al., 2018; Harding and Tong, 2018). Une des approches possibles est 

l’activation des protéines chaperonnes par des composés comme le geldanamycine ou le 17-AAG, qui 

augmentent l’expression des chaperonnes comme Hsp70 et Hsp40, ou directement par 

surexpression des chaperonnes (Sittler et al., 2001; Labbadia et al., 2012). Ces approches ont montré 

leur efficacité dans des modèles cellulaires et murins de la MH (Boland et al., 2018) (voir paragraphe 

III.4). Une autre stratégie peut être l’activation directe du protéasome ou de l’autophagie, les deux 

processus majeurs de protéolyse cellulaire (voir paragraphe III.2 et 3). L’augmentation de 

l’autophagie par différents composés améliore le phénotype pathologique dans plusieurs modèles 
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cellulaires, de drosophiles, de poissons et de souris de la MH (Hochfeld et al., 2013). Parmi les 

composés activant l’autophagie, le rilménidine est actuellement testé chez des patients MH au 

Royaume-Uni (Underwood et al., 2017). 

ii. Cibler la mHtt  

L’approche thérapeutique la plus prometteuse dans la MH est de cibler directement la cause 

de la pathologie, c’est-à-dire l’ADN ou l’ARN de la mHtt afin de diminuer son expression (Wild and 

Tabrizi, 2017). Plusieurs stratégies sont développées : cibler l’ARN de la mHtt grâce à l’utilisation 

d’oligonucléotides antisens (ASO) ou d’ARN interférent (ARNi), ou utiliser des complexes en doigt de 

zinc synthétiques qui suppriment la transcription de la mHtt (Caron et al., 2018) (Figure 10). Ces 

approches ont été testées dans des modèles rongeurs de la MH et ont amélioré les symptômes et la 

neuropathologie (Drouet et al., 2009; Kordasiewicz et al., 2012; Stanek et al., 2014; Cambon et al., 

2017). La technique d’ARNi permet la dégradation de l’ARN cible par le complexe cytoplasmique RISC 

(RNA-induced silencing complex). La méthode pour délivrer l’ARNi dans le cerveau est invasive car 

elle nécessite une injection intracraniale dans le striatum, mais une seule injection suffit pour un 

effet à long terme (Wild and Tabrizi, 2017). Les ASO induisent la dégradation de l’ARN cible par 

l’enzyme RNAse. L’administration de ces ASO se fait par injection intrathécale mais les ASO sont 

dégradés au cours du temps, des injections répétées sont donc nécessaires pour avoir un effet à long 

terme (Geary et al., 2015). Dans la MH, ces ASO peuvent être non sélectifs, c’est-à-dire que l’ARN de 

la Htt sauvage va être dégradé en même temps que l’ARN de la mHtt, ou sélectifs en ciblant des 

polymorphismes associés uniquement à la mHtt (Caron et al., 2018).  

Les résultats dans les modèles animaux de la MH montrent une réduction jusqu’à 80% du niveau 

d’ARN de la Htt avec des ASO, et supportent donc leur développement en clinique (Kordasiewicz et 

al., 2012). Le laboratoire pharmaceutique Ionis a développé et testé en clinique les premiers ASO non 

sélectifs contre la Htt. Les premiers résultats sont encourageants puisqu’une diminution de la mHtt 

d’environ 40% est mesurée dans le LCR chez des patients traités pendant 3 mois, sans effets 

indésirables majeurs (Mestre, 2018). Le laboratoire Roche, désormais responsable du 

développement du médicament, a annoncé que l’essai passerait directement en phase III pour lequel 

le recrutement est en cours. Un autre laboratoire, Wave Biosciences, a récemment commencé le 

recrutement de participants pour un essai clinique de phase Ib/IIa pour tester des ASO sélectifs de la 

mHtt (Caron et al., 2018).  

 

Figure 10- Principales stratégies thérapeutiques permettant la diminution de l’expression de la mHtt. (Wild and Tabrizi, 
2017) 
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Une autre approche possible est l’utilisation de la technologie CRISPR-Cas9 (Wild and Tabrizi, 

2017). Cette stratégie est très prometteuse puisqu’elle permettrait d’inactiver totalement et 

sélectivement la mHtt (Malkki, 2016; Shin et al., 2016; Vachey and Déglon, 2018). Un ARN guide 

permet de cibler spécifiquement la séquence ADN de la mHtt dans laquelle la nucléase Cas9 effectue 

une cassure double brin. Cette stratégie a montré son efficacité en améliorant les troubles moteurs 

et les caractéristiques neuropathologiques dans plusieurs modèles cellulaires et animaux de la MH 

(Kolli et al., 2017; Monteys et al., 2017; Xu et al., 2017; Yang et al., 2017). Contrairement aux 

techniques précédentes qui diminuent partiellement la mHtt, la technique de CRISPR-Cas9 inactive 

complètement la mHtt. Des études pré-cliniques complémentaires sont donc nécessaires afin de 

s’assurer de la spécificité et la faisabilité de cette approche en clinique.   

5. Modèles murins de la maladie de Huntington 

Les premiers modèles animaux de la MH ont été générés par injection de toxines ciblant les 

fonctions mitochondriales ou la transmission glutamatergique déjà décrites comme étant altérées 

dans la MH (Jenkins et al., 1993; Brouillet et al., 1995, 1999). L’injection striatale d’agonistes des 

récepteurs au glutamate NMDAR, comme l’acide quinolinique, induit une excitotoxicité et la mort 

sélective des neurones GABAergique SPNs, les neurones les plus atteints dans la MH (Coyle and 

Schwarcz, 1976; Schwarcz et al., 1984). Des toxines mitochondriales, comme le malonate ou l’acide 

3-nitropropionique, qui entrainent la mort cellulaire en altérant le métabolisme énergétique 

cellulaire, peuvent également être utilisées (Brouillet et al., 1999). Cependant, ces modèles 

présentent plusieurs limites dont la principale est la nature aiguë de la lésion qui s’oppose à la 

progression lente de la MH chez l’homme.  

La découverte de la mutation dans le gène Htt en 1993, a permis le développement de plusieurs 

modèles génétiques de la MH (Menalled and Chesselet, 2002). Depuis, de nombreux modèles ont été 

développés dans différentes espèces comme chez la souris, le rat, le poisson, la drosophile, l’oiseau, 

le cochon, le mouton et les primates non-humains (Pouladi et al., 2013). Les rongeurs, et 

particulièrement les souris, sont les animaux les plus utilisés. Plus de vingt modèles de rongeurs de la 

MH ont déjà été créés. Je me focaliserai sur les modèles murins, et plus particulièrement sur les deux 

modèles utilisés dans notre étude (Tableau 1).  

a. Les principaux modèles murins de la maladie de Huntington 

Plusieurs modèles murins génétiques de la MH ont été générés suivant différents critères : 

l’expression de la protéine mHtt entière ou seulement d’un fragment, le nombre de répétitions CAG 

incorporés avec ou non l’interruption par des codons CAA codant aussi pour la glutamine mais 

présentant moins d’instabilité méiotique, la nature de la séquence (ADN complémentaire ou ADN 

génomique contenant les introns et les séquences de régulations), l’utilisation de la séquence 

humaine ou endogène murine, ou encore le promoteur utilisé pour contrôler l’expression de la mHtt 

(Pouladi et al., 2013). Il existe trois grandes catégories de modèles murins génétiques de la MH : les 

modèles transgéniques exprimant un fragment de la mHtt humaine, les modèles transgéniques 
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exprimant la forme entière de la mHtt humaine et les modèles appelés “Knock-in” (KI) générés par 

l’insertion de la mutation directement dans le gène htt de la souris (Pouladi et al., 2013).  

 

Les modèles transgéniques exprimant seulement un fragment de la mHtt ont été les premiers à être 

développés avec les souris R6/1 et R6/2 (Mangiarini et al., 1996). Ces souris expriment l’exon 1 de la 

mHtt humaine avec 116 et 144 répétitions CAG respectivement. Le modèle N171-82Q est un autre 

modèle transgénique exprimant les 171 premiers acides aminés de la mHtt humaine avec 82 

répétitions CAG sous le contrôle du promoteur prion murin (Schilling et al., 1999). Ces modèles 

transgéniques exprimant une forme tronquée de la mHtt humaine développent précocement et 

rapidement les symptômes de la MH tels que les troubles moteurs et cognitifs, la perte de poids et la 

réduction de l‘espérance de vie (Pouladi et al., 2013). Ces symptômes cliniques s’accompagnent de la 

présence d’agrégats nucléaires et cytoplasmiques de mHtt dans le cerveau. Ces modèles 

correspondent plutôt à une forme juvénile de la maladie. Dans ces modèles exprimant seulement un 

fragment de la mHtt, il manque une partie C-terminale de la protéine dans laquelle sont présents des 

sites de modifications post-traductionnelles comme des sites de phosphorylation ou de clivage 

importants pour beaucoup d’interactions protéiques et de fonctions de la mHtt (Saudou and 

Humbert, 2016). 

 

Dans les modèles transgéniques exprimant la forme entière, la séquence de la mHtt humaine est 

exprimée grâce à l’utilisation de chromosome artificielle de levure (YAC, yeast artificial chromosome) 

ou de bactérie (BAC, bacterial artificial chromosome) (Hodgson et al., 1999; Gray et al., 2008a). La 

séquence exprimée contient à la fois les exons, les introns et les séquences régulatrices permettant 

une expression similaire à la protéine mHtt humaine. Parmi ces modèles, les plus étudiés sont les 

souris YAC128, exprimant la mHtt avec 128 répétitions CAG et les souris BACHD (Slow et al., 2003; 

Gray et al., 2008a). Les souris BACHD expriment la mHtt avec 97 répétitions de CAG et CAA 

permettant une meilleure stabilité de la mutation dans la descendance (Gray et al., 2008a). Ces 

modèles développent des troubles moteurs et cognitifs ainsi qu’une atrophie striatale et corticale 

plus progressive que les souris exprimant une forme tronquée de la mHtt. Ces modèles exprimant la 

protéine entière permettent notamment d’étudier les mécanismes de clivage de la mHtt ainsi que les 

stades plus précoces de la pathogenèse (Slow et al., 2003; Gray et al., 2008a). 

 

Enfin, les modèles KI sont générés par l’insertion de l’expansion CAG/CAA dans le gène Htt de la 

souris (Menalled, 2005). Il existe différentes lignées de souris KI avec un nombre de répétitions CAG 

variables de 50 à 175 (Menalled et al., 2003; Hickey et al., 2008; Menalled, 2005; Menalled et al., 

2012). La principale caractéristique de ces souris KI est l’apparition très progressive des symptômes, 

similaire à ce qu’on observe chez les patients (Menalled, 2005).  

Le modèle Hdh140, qui reproduit la base génétique et la progression lente de la MH, est un des deux 

modèles utilisés dans cette étude et est développé dans le prochain paragraphe (Tableau 1).  
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b. Les modèles murins utilisés dans l’étude 

i. Les souris Knock-in Hdh140 

Dans ces modèles KI, l’insertion des séquences humaines de répétitions de CAG dans l’exon 1 

du gène de la Htt murine permet donc que la mHtt soit sous contrôle du promoteur endogène 

(Menalled, 2005). La mHtt s’exprime, par conséquent, de la même manière que la Htt murine 

endogène. Ces souris peuvent être hétérozygotes ou homozygotes pour la mutation. Les souris KI 

hétérozygotes miment génétiquement mieux les patients MH majoritairement hétérozygotes pour la 

mutation dans le gène de la Htt.   

 

Menalled et collaborateurs ont développé et caractérisé un modèle KI avec 140 répétitions 

CAG, les souris Hdh140. Nous utilisons ces souris dans notre étude (Menalled et al., 2003).  

A 1 mois, ces souris présentent une hyperactivité locomotrice et un comportement de rearing 

(redressement sur ses pattes arrières) exacerbé. Cette hyperactivité disparaît très vite et à l’inverse, 

une légère hypoactivité motrice est observée dès l’âge de 4 mois. Cette diminution de l’activité 

motrice progresse et se confirme à 12 mois avec une perte de force, une marche anormale et un 

déséquilibre (Menalled et al., 2003). Un déficit au test du rotarod est également observé chez ces 

souris dès 9 mois.  

D’un point de vue anatomopathologique, des agrégats de mHtt commencent à apparaitre dans le 

striatum dès l’âge de 2 mois. A 4 mois, les agrégats de mHtt sont présents dans tout le striatum, puis 

s’étendent progressivement à d’autres structures et apparaissent dans le noyau accumbens, le 

cortex, l’hippocampe et le cervelet à des âges avancés (Menalled et al., 2003). Ces agrégats de mHtt 

se forment dans le noyau et le cytoplasme comme chez les patients MH.  

Il a également été montré qu’un déficit de transcription, et notamment une diminution d’expression 

de gènes spécifiques du striatum tels que Darpp32 (dopamine- and cAMP-regulated neuronal 

phosphoprotein) et Pde10a, est mesurée chez ces souris à partir de l’âge de 6 mois (Rising et al., 

2011; Langfelder et al., 2016). Une neurodégénérescence progressive, un défaut du métabolisme 

glutamatergique et une réactivité astrocytaire ont été observés à partir de 12 mois mais sont 

significatifs seulement chez les souris homozygotes (Lerner et al., 2012; Pépin et al., 2016). De 

manière générale, le phénotype pathologique est aggravé et accéléré chez les souris homozygotes. 

Ces souris Hdh140 reproduisent donc la génétique et l’évolution de la MH humaine. Les avantages et 

inconvénients de ce modèle sont résumés dans le Tableau 1 ci-dessous. 
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Tableau 1- Description des modèles murins de la MH utilisés dans notre étude.  

Modèle 
Construction 

génétique 
Promoteur 

Caractéristiques 
histopathologiques 

Avantages Désavantages 

Hdh140  
(Menalled et al., 

2003) 

Insertion de 140 
CAG dans l’exon 1 
de la Htt murine 

Promoteur 
endogène de la 
Htt murine 

- petits agrégats dans 
le striatum* 
 
- arophie du striatum 
  
- diminution de 
l’expression de 
transcrits neuronaux 

- construction génétique 
pertinente 
 
- apparition progressive 
des symptômes  
 

- modèle tardif de la 
maladie (évolution lente) 
 
- réactivité astrocytaire 
très faible et tardive  

LV-mHtt/ 
neurones  

(de Almeida et 
al., 2002)   

Vecteur lentiviral 
exprimant les 171 
premiers acides 
aminés de la 
mHtt avec 82 CAG 
 
(enveloppe : VSV) 

PhosphoGlycérate 
Kinase  
(PGK, promoteur 
ubiquitaire) 

- agrégats nucléaires 
et cytoplasmiques 
dans les neurones 
 
- lésion neuronale   
 
- réactivité 
astrocytaire 

- modèle facile et rapide à 
générer 
 
- forte réactivité 
astrocytaire 
 
- perte neuronale  

- lésion locale 
 
- seulement un fragment 
de la mHtt 

LV-mHtt/ 
astrocytes  

(Faideau et al., 
2010) 

Vecteur lentiviral 
exprimant les 171 
premiers acides 
aminés de la 
mHtt avec 82 CAG 
 
(enveloppe : 
Mokola) 

PhosphoGlycérate 
Kinase  
(PGK, promoteur 
ubiquitaire) 

- agrégats nucléaires 
et cytoplasmiques 
dans les astrocytes 

- réactivité 
astrocytaire 

- modèle expérimental 
permettant l’étude de 
l’effet de la mHtt 
directement dans les 
astrocytes 
 
 - forte réactivité 
astrocytaire 

- pas de mHtt dans les 
neurones 
 
- seulement un fragment 
de la mHtt 

* contrairement à ce qui est décrit dans la littérature, les souris Hdh140 de notre colonie présentent des agrégats seulement dans le 
striatum 

ii. Le modèle lentiviral  

Bien que certains symptômes et changements moléculaires de la MH soient reproduits dans 

ces modèles génétiques, ils ne présentent peu ou pas de perte neuronale ou de réactivité 

astrocytaire. 

 

Les vecteurs viraux sont des outils moléculaires permettant le transfert de gènes. L’injection 

de vecteurs viraux dans le cerveau a permis le développement de modèles rapides des MND, 

notamment de la MH par la surexpression de la mHtt (Déglon and Hantraye, 2005). Ces vecteurs 

viraux permettent une forte expression du transgène localement dans une région cible du cerveau 

(Ruiz and Déglon, 2012). Les principaux vecteurs viraux utilisés sont les vecteurs dérivés des lentivirus 

(LV) et des virus adéno-associés (AAV). 

Les vecteurs LV sont dérivés du virus de l’immunodéficience humaine (VIH) et appartiennent à la 

famille des rétrovirus. Ils sont dépourvus de séquences nucléotidiques virales pathogènes et sont 

incapables de réplication. Les LV ont une grande capacité de clonage et sont intégratifs, c’est-à-dire 

qu’ils intègrent leur génome à celui de l’hôte favorisant l’expression persistante du transgène. La 

première étude, utilisant l’injection striatale des vecteurs LV codant un fragment de la mHtt humaine 

(LV-mHtt) pour modéliser la MH, a été faite chez le rat (de Almeida et al., 2002). Le vecteur LV code 

pour les 171 premiers acides aminés de la mHtt humaine avec 82 répétitions CAG et est pseudotypé 

avec la protéine d’enveloppe VSV (vesicular stomatitis virus) permettant l’expression du transgène 

dans les neurones. Le LV-mHtt a ensuite été utilisé chez la souris et a notamment permis d’étudier 
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les mécanismes liés à la toxicité de la mHtt (Galvan et al., 2012; Damiano et al., 2013; Ben Haim et al., 

2015a). Chez la souris, la dégénérescence neuronale dans le striatum apparaît 4 à 6 semaines après 

injection du LV-mHtt. Dans ce modèle, la présence d’agrégats de mHtt et d’astrocytes réactifs est 

observée dans la zone d’infection. Les altérations motrices et cognitives n’ont pas été évaluées chez 

ces souris. L’injection du LV-mHtt provoque une lésion locale qui n’a probablement pas d’effets 

majeurs sur le comportement des rongeurs. Le caractère versatile des vecteurs viraux a permis de 

développer des modèles de la MH dans d’autres espèces. Par exemple, chez le primate non-humain, 

l’injection striatale du LV-mHtt entraine l’apparition progressive de mouvements choréiformes et de 

dyskinésie (Palfi et al., 2007). 

Des modèles utilisant l’injection d’AAV codant un fragment de la mHtt ont également été générés et 

présentent des altérations du comportement moteur (Senut et al., 2000; DiFiglia et al., 2007; Jang et 

al., 2018). 

 

De plus, les vecteurs viraux peuvent cibler différents types cellulaires dans le cerveau. Colin et 

collaborateurs ont par exemple développé des vecteurs LV ciblant les astrocytes (Colin et al., 2009). 

Ces vecteurs lentiviraux sont pseudotypés avec l’enveloppe du lyssavirus mokola ayant un tropisme 

pour les astrocytes, et possèdent quatre copies d’une séquence cible du microRNA124a (miR124T) en 

3’ du gène d’intérêt permettant d’éliminer l’expression résiduelle du transgène dans les neurones. La 

séquence miR124T est complémentaire de la séquence du microRNA124a, exprimée exclusivement 

dans les neurones, et permet une inhibition de l’expression du transgène par ARN interférence. La 

combinaison de ces deux stratégies permet l’expression sélective du transgène dans les astrocytes. 

Grâce à ce vecteur LV-mHtt ciblant spécifiquement les astrocytes, un modèle murin d’expression 

sélective de la mHtt dans les astrocytes a été développé par une équipe de notre laboratoire 

(Faideau et al., 2010). Une forte réactivité astrocytaire est décrite dans ce modèle dès 4 semaines 

après injection ainsi que la présence d’agrégats de mHtt. Ce modèle ne présente pas de perte 

neuronale mais une baisse de transcrits spécifiques de neurones striataux comme Darpp32. 

Nous avons utilisé les deux modèles lentiviraux dans notre étude, le modèle LV-mHtt/neurones et 

LV-mHtt/astrocytes. Les avantages et inconvénients de ces modèles sont décrits dans le Tableau 1. 

 

 

 

 La MH est une maladie neurodégénérative génétique causée par une mutation entrainant 

une expansion de la queue polyQ dans la protéine Htt. La dégénérescence observée dans la MH 

pourrait être due à la perte de fonctions de la Htt sauvage et au gain de fonctions toxiques de la 

mHtt. De nombreux processus cellulaires sont altérés dans la MH comme la transcription, le 

transport vésiculaire et la transmission glutamatergique affectant particulièrement les neurones 

GABAergiques du striatum. Ces processus cellulaires impliquent également les cellules gliales, et 

notamment les astrocytes qui participent au phénomène d’excitotoxicité, à la régulation 

métabolique et à la neuroinflammation. 
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II. Les astrocytes 

1. Les astrocytes, des cellules partenaires indispensables dans le SNC  

a. Caractéristiques des astrocytes 

i. Définition 

La neuroglie a été initialement décrite par Rudolf Virchow en 1856 comme un tissu conjonctif 

scellant les cellules nerveuses entre elles (Virchow, 1856). Peu de temps après, le développement 

des techniques histologiques et de microscopie par Camilo Golgi, Santiago Ramón y Cajal et Pio del 

Rio Hortega a permis de mettre en évidence la grande diversité de ces cellules neurogliales et leur 

morphologie complexe (Somjen, 1988; Kettenmann and Ransom, 2004). C’est en 1893 que Michael 

von Lenhossek propose le terme « astrocyte » en référence à la morphologie étoilée de ces cellules 

(Lenhossek, 1893). Les premiers dessins de Ramón y Cajal et del Rio Hortega révèlent, en effet, le 

pléomorphisme de ces astrocytes (Garcia-Marin et al., 2007) (Figure 11a et d). 

Plus tard, Kölliker et Andriezen divisent les astrocytes en deux types distincts en fonction de leur 

morphologie et de leur localisation dans le SNC (Andriezen, 1893). Les astrocytes fibreux, localisés 

dans la matière blanche, possèdent une morphologie allongée avec de fins et longs prolongements. 

Les astrocytes protoplasmiques se trouvent dans la matière grise et ont une morphologie plus 

complexe avec de nombreux prolongements (Garcia-Marin et al., 2007; Verkhratsky and Nedergaard, 

2018). 

 

Les astrocytes peuvent être identifiés par l’expression de différents marqueurs comme la 

protéine des filaments intermédiaires GFAP (Glial Fibrillary Acid Protein), la protéine S100β, la 

glutamine synthase et la déshydrogénase Aldh1L1 (Aldehyde Dehydrogenase 1 Family Member L1) 

(Cahoy et al., 2008; Sofroniew and Vinters, 2010). Alors que la GFAP ne marque qu’environ 15% du 

volume total occupé par les astrocytes, l’utilisation de sondes fluorescentes ou de souris 

transgéniques avec les astrocytes fluorescents a permis de mettre en évidence la morphologie 

complexe des astrocytes avec leurs nombreux prolongements ramifiés (Bushong et al., 2002; 

Wilhelmsson et al., 2006) (Figure 11b-c).  

Cependant, les marqueurs utilisés habituellement pour détecter les astrocytes ne sont pas exprimés 

uniformément par tous les astrocytes. Par exemple, la GFAP, qui est le marqueur le plus largement 

utilisé, est préférentiellement exprimé par les astrocytes de la matière blanche chez la souris 

(Bushong et al., 2002). Les astrocytes de la matière grise présentent, eux aussi, des différences 

d’expression de la GFAP en fonction des régions. Alors qu’en condition physiologique, les astrocytes 

de l’hippocampe expriment la GFAP à un niveau détectable, peu d’astrocytes dans le thalamus et le 

striatum sont positifs pour la GFAP (Sofroniew and Vinters, 2010; Khakh and Sofroniew, 2015). De 

plus, il existe plusieurs isoformes et variants de la GFAP (α, β, γ, δ and κ) qui peuvent être exprimés 

différemment en fonction des astrocytes (Middeldorp and Hol, 2011).  
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Figure 11- Les astrocytes, des cellules gliales complexes. Des premiers dessins (a,d) aux techniques modernes d’imagerie 
(b,c,e,f), les astrocytes présentent une morphologie étoilée avec de nombreux prolongements ramifiés. Les astrocytes sont 
organisés en domaine (c). Ils entourent les vaisseaux sanguins via les pieds astrocytaires (d-e) et leurs prolongements 
constituent la synapse tripartite avec les neurones pré et postsynaptiques (f). a,d. (Sierra et al., 2016). b. (Oberheim et al., 
2009). c. (Wilhelmsson et al., 2006). e. (Kacem et al., 1998). f. (Eroglu and Barres, 2010). 

ii. Organisation des astrocytes dans le cerveau  

Les astrocytes présentent de nombreux prolongements formant des domaines anatomiques 

organisés avec peu de chevauchement avec les astrocytes adjacents (Bushong et al., 2002; Halassa et 

al., 2007; Nedergaard et al., 2003) (Figure 11c). Néanmoins, ces domaines astrocytaires sont 

interconnectés et forment un réseau fonctionnel et complexe grâce à des jonctions communicantes 

(Nedergaard et al., 2003). Ces jonctions communicantes entre les astrocytes sont formées par 

l’assemblage de connexines (Cx) dont les principales sont les Cx43 et Cx30 (Rouach et al., 2002). 

Cette communication intercellulaire spécialisée permet la diffusion de nombreuses molécules 

essentielles aux processus de signalisation et de communication. En effet, ces jonctions 

communicantes sont perméables aux petites molécules comme les ions (K+, Ca2+), les seconds 

messagers (AMP, ATP, IP3), les substrats métaboliques (glucose) ou les acides aminés (glutamate) 

(Giaume et al., 2010; Escartin and Rouach, 2013). Grâce à cette communication inter-astrocytaire, les 

astrocytes peuvent intégrer les informations de leur environnement, notamment de la synapse, et 

répondre au mieux aux besoins des neurones (Volterra and Meldolesi, 2005) (voir paragraphe II.1.b).  

 

A l’origine, les astrocytes étaient considérés comme des cellules contribuant principalement 

à l’organisation structurelle du cerveau. Comme les autres cellules gliales, les astrocytes sont 

globalement électriquement silencieux; ils ne conduisent pas de potentiels d’action contrairement 

aux neurones (Kuffler, 1967; Mishima and Hirase, 2010). Cependant, les astrocytes ne sont pas 

physiologiquement inactifs (Sofroniew and Vinters, 2010). En effet, des variations de la concentration 

calcique intracellulaire sont observées dans les astrocytes ; celles-ci représentent une forme 

d’excitabilité et un moyen de communication pour les astrocytes (Charles et al., 1991; Sofroniew and 
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Vinters, 2010). Cette augmentation calcique peut se produire spontanément comme oscillation 

intrinsèque résultant de la libération de Ca2+ des stocks intracellulaires ou être déclenchée par 

l’activité neuronale via les neurotransmetteurs comme le glutamate ou les purines, et peut parfois se 

propager sous la forme d’une vague calcique entre les astrocytes voisins (Volterra and Meldolesi, 

2005; Sofroniew and Vinters, 2010). En réponse à cette élévation de Ca2+, les astrocytes peuvent 

libérer dans le milieu extracellulaire des transmetteurs, appelés gliotransmetteurs, comme par 

exemple le glutamate, l’ATP, l’adénosine, la D-sérine, qui peuvent moduler l’activité des autres 

cellules avoisinantes telles que les autres astrocytes, les neurones, la microglie, les oligodendrocytes 

ou encore les cellules du système vasculaire (Volterra and Meldolesi, 2005; Araque et al., 2014; 

Petrelli and Bezzi, 2016). 

 

Les astrocytes ont d’abord été décrits comme une population de cellules gliales homogènes 

mais il a été montré que les astrocytes présentaient, en fonction des régions cérébrales et même au 

sein d’une région, une hétérogénéité dans leur morphologie et leur densité (Emsley and Macklis, 

2006), leur profil transcriptomique (Bachoo et al., 2004; Cahoy et al., 2008; Lovatt et al., 2007), 

l’expression de récepteurs, canaux et transporteurs (Matyash and Kettenmann, 2010) et enfin dans 

leurs fonctions (Oberheim et al., 2012). Il existerait plus de neuf types d’astrocytes dans le cerveau 

de rongeurs avec des morphologies et localisations spécifiques. En plus des astrocytes fibreux et 

protoplasmiques originalement décrits, il existe des astrocytes spécialisés comme la glie de Müller 

dans la rétine, la glie de Bergmann dans le cervelet et les tanycytes à la base du troisième ventricule 

(Verkhratsky and Nedergaard, 2018). De plus, des études transcriptomiques sur les astrocytes ont 

permis d’identifier des marqueurs spécifiques de certaines sous-populations astrocytaires (Bachoo et 

al., 2004; Lovatt et al., 2007; Cahoy et al., 2008). Lin et collaborateurs ont par exemple identifiés cinq 

populations différentes d’astrocytes dans plusieurs régions du cerveau qui expriment 

différentiellemment les marqueurs moléculaires CD (Cluster of differenciation) 51, CD61 et CD71 

(John Lin et al., 2017). 

 

 

Bien qu’ils ne soient pas les cellules les plus abondantes du SNC comme il est souvent écrit 

dans la littérature (von Bartheld et al., 2016), les astrocytes constituent une proportion significative 

des cellules cérébrales et jouent un rôle essentiel dans le bon fonctionnement neuronal (Gorshkov et 

al., 2018; Verkhratsky and Nedergaard, 2018). 

b. Les astrocytes jouent de nombreux rôles dans le système nerveux central 

Idéalement positionnés dans le SNC entre le système vasculaire et les synapses, les 

astrocytes répondent dynamiquement aux changements de leur environnement et contrôlent ainsi 

l’homéostasie cérébrale (Allaman et al., 2011) (Tableau 2 et Figure 12). 

Les astrocytes sont associés aux neurones pré- et post-synaptiques au sein de la synapse tripartite 

(Figure 11f). Cette place privilégiée à la synapse leur permet de réguler la synaptogenèse, la 

maturation et l’élimination des synapses en excès pendant le développement et à l’âge adulte 

(Chung et al., 2015). Ils apportent également un support trophique tout au long de la vie des 
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neurones. Les astrocytes jouent aussi un rôle actif dans la transmission synaptique en permettant la 

recapture et le recyclage des neurotransmetteurs depuis la fente synaptique et en libérant des 

gliotransmetteurs (Barres, 2008) (Tableau 2 et Figure 12). Les astrocytes sont notamment importants 

dans l’homéostasie glutamatergique et potassique, qui sont nécessaires à la transmission neuronale. 

Les astrocytes, via leurs pieds astrocytaires (Figure 11d-e), sont également associés aux vaisseaux 

sanguins et forment ce qu’on appelle l’unité neurovasculaire, leur permettant entre autres d’assurer 

un support métabolique pour les neurones, de réguler la barrière hémato-encéphalique (BHE) et 

d’éliminer les débris et déchets cellulaires (Allaman et al., 2011; Verkhratsky et al., 2015) (Tableau 2 

et Figure 12). 

 

Les fonctions astrocytaires sont donc nombreuses et essentielles pour le bon fonctionnement 

du SNC. Des études récentes ont également mis en avant le rôle des astrocytes dans les fonctions 

cérébrales supérieures comme la consolidation mnésique, la régulation du sommeil et la prise 

alimentaire (Ben Achour and Pascual, 2012) (Tableau 2).  

 

 
Figure 12- Les astrocytes sont essentiels au bon fonctionnement du SNC. Les astrocytes communiquent entre eux via les 
Cx et les vagues calciques mais aussi avec les autres types cellulaires via la libération de gliotransmetteurs et de cytokines 
(jaune). Ils fournissent l’apport énergétique nécessaire aux neurones pour fonctionner (vert). Ils participent activement à la 
transmission synaptique via la libération de gliotransmetteurs. Ils régulent également les concentrations en ions et en 
neurotransmetteurs nécessaire au bon fonctionnement de la synapse (orange). Enfin, Ils jouent un rôle essentiel dans le 
maintien de l’homéostasie des fluides et dans l’élimination des déchets via le système glymphatique (bleu). Les astrocytes 
participent également à la défense anti-oxydante (rouge). AA : acide ascorbique, AQP4 : Aquaporine 4, CH : Cholestérol, Cx : 
connexines, D-ser : D-sérine, GAT1/3 : transporteur du GABA, Glc : Glucose, Gln : Glutamine, Glut : Glutamate, GLUT1 : 
transporteur du glucose, GLT1/GLAST : transporteur au glutamate,  GSH : glutathione Gly : Glycogène, Kir4.1 : canal 
potassique, NO : monoxide d’azote, PGE : prostaglandine. Inspirée de (Garwood et al., 2017) 
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Tableau 2- Les fonctions des astrocytes en condition physiologiques et au cours de la MH.  

 Fonctions Processus biologiques Références Dans la MH Références 

Partenaire synaptique 

Développement 
Synaptogenèse 

Libération de thrombospondines, CH, intégrines, 

Hevin, SPARC… 

(Mauch et al., 2001; Christopherson 

et al., 2005; Pfrieger, 2010) 
↘synthèse du CH (Leoni and Caccia, 2015) 

 Maturation 
Libération de TNFα (insertion AMPAR), stéroïdes 

(GABAR), CH… 

(Slezak and Pfrieger, 2003; Garcia-

Segura and Melcangi, 2006) 

 Elimination synapse 
Activation de la voie du complément ; Phagocytose 

via MEGF10 et MERTK 

(Chung et al., 2013; Jung and 

Chung, 2018) 
  

 

Support trophique 
Libération de facteurs neurotrophiques (BDNF, CNTF, 

VEGF…) 

(Blondel et al., 2000; Liberto et al., 

2004; Allaman et al., 2011) 

↘production et transport du 

BDNF ;↘ libération de 

CCL5/Rantes 

(Zuccato et al., 2001; Wang et al., 

2012; Hong et al., 2016; Chou et al., 

2008) 

Transmission synaptique 

« Synapse Tripartite » 
Gliotransmission 

Libération de gliotransmetteurs (adénosine, ATP, D-

sérine, glut, GABA…) 

(Haydon, 2001; Volterra and 

Meldolesi, 2005; Araque et al., 

2014) 

↘GABA (via GAT3) 
(Dvorzhak et al., 2013; Wojtowicz 

et al., 2013) 

 

Recapture de NT Glut via GLT-1 et GLAST ; GABA via GAT1 et GAT3 

(Danbolt, 2001; Nedergaard et al., 

2002; Beenhakker and Huguenard, 

2010; Zhou and Danbolt, 2013) 

↘GLT-1 (mRNA, protéine) ; 

↘ recapture du glut 

(Behrens et al., 2002; Lievens et al., 

2001; Shin et al., 2005; Estrada-

Sánchez et al., 2009; Faideau et al., 

2010) 

 = recapture du glut (Parsons et al., 2016) 

 Recyclage des NT 
Recyclage et synthèse du glut et GABA via le cycle 

gln-glut-GABA 

(Schousboe, 2003; Allaman et al., 

2011) 
↘GS ; ↘cycle gln-glut-GABA 

(Lievens et al., 2001; Boussicault et 

al., 2014; Skotte et al., 2018) 

 
Homéostasie K+ 

Capture du K+ dans la fente synaptique (via le canal 

Kir4.1) 

(Higashi et al., 2001; Bay and Butt, 

2012; Allen, 2014; Bellot-Saez et al., 

2017) 

↘Kir4.1 
(Cepeda et al., 2010; Tong et al., 

2014; Jiang et al., 2016) 

Homéostasie du CH 

Production du CH dans le SNC et transport via ApoE 

jusqu’aux autres types cellulaires (composant structurel 

des membranes, synaptogenèse, maturation des synapses, 

libération des NTs, synthèse de myéline …)  

(Björkhem and Meaney, 2004; 

Pfrieger and Ungerer, 2011; 

Valenza and Cattaneo, 2011) 

↘ métabolisme du CH ; 

↘ ApoE 

(Valenza et al., 2010; Leoni et al., 

2008; Boussicault et al., 2016; Leoni 

and Caccia, 2015) 
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 Fonctions Processus biologiques Références Dans la MH Références 

Partenaire métabolique 

« unité 

neurovasculaire » 

Support métabolique 
« Lactate shuttle » : capture du Glc des vaisseaux 

sanguins (GLUT-1), métabolisé en lactate puis libéré 

dans la fente synaptique ; réserve de Gly 

(Pellerin et al., 2007; Belanger et 

al., 2011; Allaman et al., 2011) ↘capture du Glc (Boussicault et al., 2014) 

Contrôle flux sanguin 

Libération de médiateurs (NO, AA, PGE) modulant le 

diamètre des vaisseaux en fonction de l’activité 

neuronale 

(Gordon et al., 2007; Iadecola and 

Nedergaard, 2007; Koehler et al., 2009) ↘régulation du flux sanguin (Hsiao et al., 2015) 

Partenaire  

homéostasique 

Maintien homéostasie 
Ionique (K+, Cl-, Na+), Fluides (via AQP4), pH (CO2 

métabolisé) 
(Allaman et al., 2011) ↘homeostasie du K+ 

(Tong et al., 2014; Jiang et al., 2016) 

Système glymphatique 

Système lymphatique du cerveau : élimine les 

déchets dans la circulation sanguine via les pieds 

astrocytaires 

(Iliff et al., 2012; Jessen et al., 2015; Plog 

and Nedergaard, 2018) 
  

Partenaire de défense 
Défense antioxydante 

Libération de molécules antioxydantes (GSH, 

superoxide, AA) 
(Wilson, 1997; Allaman et al., 2011) 

↘libération d’AA ; 

↗stress oxydatif 

(Acuna et al., 2013; Rebec, 2013; 

Boussicault et al., 2014) 

Maintien BHE 
Intégrité de la BHE: via les pieds astrocytaires 

(angiotensine II) 

(Abbott et al., 2006; Alvarez et al., 2013; 

Daneman and Prat, 2015) 
↘BHE (implication astrocytes ?) 

(Drouin-Ouellet et al., 2015; Di 

Pardo et al., 2017) 

Fonctions cérébrales 

émergentes 
Mémoire 

Gliotransmission régulant la LTP/LTD (Panatier et al., 2006; Gibbs et al., 2008; 

Ben Achour and Pascual, 2012; Adamsky 

et al., 2018) 

 
 

Sommeil/Eveil Libération d’adénosine (Halassa et al., 2009; Jones, 2009; 

Haydon, 2017) 
  

Respiration Gliotransmission (gln-glut, PGE2) ; régulation pCO2 (Gourine et al., 2010; Forsberg and 

Herlenius, 2018) 
  

Neuro-endocrines 

 

Changement morphologique pendant la lactation et 

la déshydratation 
(Hebb et al., 1999; Theodosis, 2002) 

↘fonctions hypothalamiques 

(implication des astrocytes ?)  
(van Wamelen et al., 2014) 

Homéostasie énergétique, prise alimentaire (via 

récepteurs aux hormones leptine, insuline…) 
(García-Cáceres et al., 2016; Douglass et 

al., 2017; Camandola, 2018) 

AA : acide ascorbique, AQP4 : Aquaporine 4, CH : Cholestérol, D-ser : D-sérine, GAT1/3 : transporteur du GABA, Glc : Glucose, Gln : Glutamine, Glut : Glutamate, GLUT1 : transporteur du glucose, GLT1/GLAST : transporteur au 

glutamate,  GSH : glutathione Gly : Glycogène, NO : monoxide d’azote, PGE : prostaglandine
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2. Les astrocytes au cours de la maladie de Huntington 

Dans les MND, et notamment dans la MH, la majorité des études se focalisent sur les 

neurones et leurs dysfonctions. Les altérations observées dans les MND résulteraient en réalité de 

dysfonctions des cellules neuronales mais aussi des cellules non neuronales (Lobsiger and Cleveland, 

2007). Depuis quelques années, l’idée neuro-centrique évolue et de plus en plus d’études 

s’intéressent maintenant aux rôles des cellules gliales et particulièrement des astrocytes dans la MH 

(Khakh et al., 2017; Gorshkov et al., 2018; Robertson, 2018). 

a. Les dysfonctions des astrocytes au cours de la maladie de Huntington 

La mHtt s’exprime dans tous les cellules du SNC y compris dans les astrocytes (Singhrao et al., 

1998; Hebb et al., 1999; Shin et al., 2005) (voir paragraphe I.4.a.i, Figure 4). Plusieurs études se sont 

intéressées à l’effet de l’expression de la mHtt spécifiquement dans les astrocytes et ont montré que 

cela entraine la mort des neurones striataux en co-culture, et l’apparition de symptômes liés à la MH 

chez la souris (déficits moteurs, perte de poids, réduction de la durée de vie…) (Bradford et al., 2009, 

2010; Faideau et al., 2010; Shin et al., 2005). De plus, l’expression de la mHtt à la fois dans les 

neurones et les astrocytes de souris accentue le phénotype neuropathologique tel que le nombre 

d’agrégats de mHtt et la lésion neuronale dans le striatum par rapport à l’expression de la mHtt 

seulement dans un des types cellulaires (Meunier et al., 2016). Au contraire, la diminution de 

l’expression de la mHtt dans les astrocytes des souris BACHD ralentit la progression de la maladie en 

restaurant notamment l’expression de marqueurs synaptiques et la transmission cortico-striatale du 

glutamate (Wood et al., 2018). Enfin, le remplacement des cellules gliales du striatum de souris 

sauvages par des cellules gliales humaines exprimant la mHtt suffit à induire un phénotype 

pathologique et inversement, chez les souris R6/2, les cellules gliales humaines non malades 

retardent la progression de la maladie (Benraiss et al., 2016). L’ensemble de ces résultats suggère 

donc que l’expression de la mHtt dans les astrocytes est suffisante pour induire l’altération de 

plusieurs fonctions cellulaires dans la MH.  

Dans la MH, les fonctions astrocytaires semblent majoritairement défectueuses chez les patients et 

les modèles animaux de la MH (Khakh et al., 2017) (Tableau 2). Je développerai ici certaines 

fonctions spécifiques des astrocytes altérées dans la MH.  

i. Altération de la transmission synaptique 

Homéostasie glutamatergique et excitotoxicité  

Les astrocytes sont impliqués dans la régulation de l’homéostasie glutamatergique en 

capturant le glutamate en excès au niveau de la fente synaptique grâce à des transporteurs tels que 

GLT-1. Plusieurs études post-mortem ont observé une diminution de l’expression de l’ARNm et de la 

protéine GLT-1 dans le cerveau de patients MH (Arzberger et al., 1997; Faideau et al., 2010; Shin et 

al., 2005). Une diminution de 40% est déjà observée chez les patients au stade 0 de la maladie, ce qui 

suggère que cette perte de GLT-1 est une caractéristique pathologique précoce dans la MH (Faideau 

et al., 2010). Cette baisse de GLT-1 est associée à un défaut de recapture du glutamate dans le cortex 
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préfrontal de patients (Hassel et al., 2008). L’expression de GLT-1 est également diminuée dans 

plusieurs modèles animaux, souris et drosophile, de la MH (Lievens et al., 2001; Behrens et al., 2002; 

Lievens et al., 2005). Jiang et collaborateurs ont mis en évidence que cette perte de GLT-1 dans les 

astrocytes était responsable d’une altération de la signalisation glutamatergique dans le modèle R6/2 

(Jiang et al., 2016). Une diminution de la clairance du glutamate par les astrocytes dans la fente 

synaptique peut, en effet, engendrer une excitotoxicité (voir paragraphe I.4.b.iv) (Shin et al., 2005; 

Hassel et al., 2008). L’expression sélective de la mHtt dans les astrocytes est suffisante pour induire 

une diminution de l’expression de GLT-1, une altération de la recapture du glutamate et de l’activité 

des neurones striataux, et des troubles moteurs chez la souris (Bradford et al., 2009, 2010; Faideau 

et al., 2010). Cette augmentation du glutamate, particulièrement au niveau de la synapse cortico-

striatale, s’accompagne d’une altération de courants calciques, notamment dû à l’activation 

excessive des récepteurs métabotropiques au glutamate (Jiang et al., 2016).  

 

En condition physiologique, une fois dans les astrocytes, le glutamate est métabolisé par l’enzyme 

glutamine synthase (GS) en glutamine qui est à son tour transportée jusqu’aux neurones et utilisée 

pour produire du glutamate et du GABA (Danbolt, 2001). L’expression de l’enzyme GS est diminuée 

dans plusieurs modèles de la MH suggérant également une altération du cycle glutamate-glutamine 

(Lievens et al., 2001; Boussicault et al., 2014). Une analyse protéomique et biochimique chez les 

souris R6/2 montre, en effet, une dérégulation du cycle glutamate-glutamine-GABA avec un défaut 

du métabolisme et de la libération de la glutamine entrainant une diminution de la synthèse du 

GABA (Skotte et al., 2018). Ces résultats sont en accord avec l’augmentation du niveau de glutamine 

dans le cerveau des souris R6/2 qui peut résulter d’un défaut de libération de glutamine des 

astrocytes vers les neurones et donc entrainer une diminution de la production de GABA (Behrens et 

al., 2002; Tsang et al., 2006; Tkac et al., 2007; Zacharoff et al., 2012). Les taux de GABA sont 

notamment diminués dans le cerveau de patients MH (Spokes et al., 1980; Patassini et al., 2016). De 

plus, une altération de la transmission GABAergique est observée au cours de la MH (Khakh et al., 

2017). L’activité des récepteurs GABAB (pré-synaptiques) et des récepteurs GABAA (post-

synaptiques) des neurones striataux est diminuée dans le cerveau des souris R6/2 et zQ175 

(Wojtowicz et al., 2013). La libération du GABA via le transporteur astrocytaire GAT3 est également 

réduite, ce qui entraine une altération de l’inhibition tonique des SPNs dans la MH (Dvorzhak et al., 

2013; Wojtowicz et al., 2013). 

 

Homéostasie potassique 

L’homéostasie potassique, qui est essentielle pour la transmission synaptique, est également 

altérée au cours de la MH (Cepeda et al., 2010; Chan and Surmeier, 2014; Zhang et al., 2018b). Le 

canal Kir4.1, enrichi dans les astrocytes, joue notamment un rôle important dans cette homéostasie 

potassique (Nwaobi et al., 2016). Une étude a montré que le niveau protéique de Kir4.1 était 

diminué dans deux modèles murins de la MH, les souris R6/2 et les souris KI zQ175, et 

particulièrement dans les astrocytes présentant des agrégats de mHtt (Tong et al., 2014). Cette 

diminution de Kir4.1 dans les astrocytes apparaît tôt dans la maladie et entraine une augmentation 

de la concentration potassique dans la fente synaptique causant une hyperexcitabilité des neurones 
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striataux SPNs et une altération de la transmission synaptique. La surexpression par des vecteurs 

viraux de Kir4.1 dans les astrocytes du striatum normalise la concentration potassique, contre 

l’hyperexcitabilité des neurones et améliore certains symptômes moteurs chez les souris R6/2 (Tong 

et al., 2014). De plus, les dysfonctions de la signalisation calcique et glutamatergique observées dans 

des modèles murins de la MH sont en partie restaurées par l’expression de Kir4.1 dans les astrocytes 

(Jiang et al., 2016).  

Kir4.1 dans les astrocytes joue donc un rôle important dans les dysfonctions observées dans la MH, 

en participant notamment aux défauts d’homéostasie potassique et glutamatergique qui sont 

responsables de dysfonctions neuronales (Dvorzhak et al., 2016; Jiang et al., 2016). 

ii. Altération du métabolisme 

Métabolisme du glucose 

Le métabolisme du glucose est dérégulé dans la MH. Des études d’imagerie par tomographie 

par émission de positons ont reporté une diminution du métabolisme cérébral du glucose dans le 

striatum de patients à un stade précoce de la MH (Grafton et al., 1992; Powers et al., 2007). Dans les 

souris BACHD, le métabolisme du glucose est diminué dans des régions restreintes et spécifiques du 

cerveau comme dans la partie dorso-latérale du striatum, le gyrus denté de l’hippocampe et le 

cervelet (Boussicault et al., 2014). In vitro, le métabolisme neuronal du glucose est altéré lorsque les 

neurones sont cultivés avec des astrocytes exprimant la mHtt alors que le métabolisme est normal 

dans les cultures seules de neurones de souris MH (Boussicault et al., 2014; Hamilton et al., 2015). 

L’expression de mHtt dans les astrocytes n’impacte pas la recapture du glucose par les astrocytes 

mais altère la recapture du glucose par les neurones. Les astrocytes semblent donc réguler 

indirectement le métabolisme neuronal du glucose dans la MH (Boussicault et al., 2014). 

 

Métabolisme du cholestérol 

L’homéostasie du CH est également impactée dans la MH (Valenza and Cattaneo, 2011; Leoni 

and Caccia, 2015). Dans le cerveau, le CH joue un rôle majeur dans le développement, la 

synaptogenèse, l’activité et la survie des neurones (Björkhem and Meaney, 2004; Pfrieger and 

Ungerer, 2011; Valenza and Cattaneo, 2011). La BHE est imperméable au CH, il est donc produit in 

situ dans le SNC et majoritairement par les astrocytes (Björkhem and Meaney, 2004; Pfrieger and 

Ungerer, 2011). Une altération de l’homéostasie du CH impacte sévèrement la formation des 

synapses mais également l’activité neuronale (Pfrieger and Ungerer, 2011; Boussicault et al., 2016). 

L’expression de gènes impliqués dans la synthèse mais également dans la dégradation du CH est 

diminuée dans des modèles de culture, de souris et chez les patients de la MH, suggérant une 

dérégulation générale du métabolisme du CH dans la MH (Leoni and Caccia, 2015). En effet, l’enzyme 

CYP46A1, qui convertit le CH en 24S-hydroxy-CH, est diminuée dans le cerveau de modèles murins et 

de patients de la MH, ce qui entraine une réduction de la dégradation du CH (Boussicault et al., 

2016). Il a notamment été montré que le niveau du 24S-hydroxy-CH est diminué dans le plasma de 

plusieurs modèles murins et de patients de la MH (Leoni et al., 2008, 2013; Valenza et al., 2010). La 

surexpression de CYP46A1 par des vecteurs viraux dans le striatum de souris R6/2 régule le 
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métabolisme du CH, diminue l’atrophie striatale, le nombre et la taille des agrégats de mHtt et 

améliore les troubles moteurs (Boussicault et al., 2016). 

Une fois produit dans les astrocytes, le CH est délivré aux neurones grâce à l’apolipoprotéine E 

(ApoE) (Mauch et al., 2001; Pfrieger and Ungerer, 2011). Dans la MH, le transport du CH médié par 

ApoE est diminué (Leoni and Caccia, 2015). De plus, la surexpression de la mHtt dans des cultures 

d’astrocytes primaires altère la production et la sécrétion d’ApoE (Valenza et al., 2010).  

L’ensemble de ces résultats suggère qu’un défaut du métabolisme du CH impliquant les astrocytes 

contribue à la pathogenèse de la MH. 

iii. Diminution des fonctions de support 

Support trophique  

Les astrocytes participent au support trophique des neurones en libérant notamment des 

facteurs neurotrophiques. Par exemple, les astrocytes sont une source importante de BDNF 

(Miyamoto et al., 2015). Comme expliqué dans le paragraphe I.4.b.iii, le niveau de BDNF est diminué 

dans le cerveau de modèles murins et de patients de la MH (Zuccato et al., 2001; Labbadia and 

Morimoto, 2013). L’expression de mHtt dans des cultures primaires d’astrocytes corticaux ou 

l’utilisation de tranches de cerveaux de souris modèle de la MH montrent une diminution de la 

sécrétion de BDNF par les astrocytes qui est associée à une réduction du développement des 

neurites (Wang et al., 2012; Hong et al., 2016). La baisse de sécrétion du BDNF par les astrocytes 

serait due à une altération de son exocytose (Hong et al., 2016). La surexpression de BNDF dans les 

astrocytes diminue la neurodégénérescence et améliore la longévité et les performances motrices 

dans des modèles transgéniques de la MH (Giralt et al., 2010; Arregui et al., 2011). 

De plus, une accumulation intracellulaire de la chimiokine CCL5 (C-C Motif Chemokine Ligand 

5)/RANTES, qui a des propriétés neuroprotectrices, est observée dans le cytosol des astrocytes des 

modèles murins R6/2 et Hdh150 et des patients atteints de la MH (Chou et al., 2008). L’expression 

spécifique de la mHtt dans les astrocytes diminue également la libération de CCL5/RANTES par ces 

astrocytes.  

Au cours de la MH, les astrocytes libèrent donc moins de facteurs neurotrophiques ou de chimiokines 

réduisant leur support trophique envers les neurones.  

 

Défense anti-oxydante  

Les astrocytes participent à la défense anti-oxydante en sécrétant des molécules réductrices 

comme l’acide ascorbique (AA) et la glutathione (Allaman et al., 2011). Une altération de cette 

défense anti-oxydante est observé dans la MH (Rebec, 2013). Des études ont notamment montré un 

défaut de libération et de transport d’AA par les astrocytes ainsi qu’un plus faible niveau d’AA 

pendant l’activité comportementale chez les souris R6/2 (Acuna et al., 2013; Rebec et al., 2002; 

Rebec, 2018). De plus, l’expression de mHtt dans les astrocytes induit un stress oxydatif dans les 

neurones (Boussicault et al., 2014). 
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L’ensemble de ces résultats suggère donc que l’expression de la mHtt dans les astrocytes est 

suffisante pour induire plusieurs aspects pathologiques de la MH et que les dysfonctions 

astrocytaires pourraient participer à la physiopathologie de cette maladie. Cependant, la 

contribution de ces dysfonctions astrocytaires à la MH restent peu comprise : est-ce qu’elles 

précèdent, accompagnent ou suivent les dysfonctions neuronales ? 

b. Les astrocytes deviennent réactifs au cours de la maladie de Huntington  

La neuroinflammation est un mécanisme de défense dont le but est de protéger le SNC 

contre tout stimulus pathologique comme une infection, une lésion ou une maladie. Une des 

caractéristiques communes des MND est l’activation chronique des cellules gliales conduisant à cette 

neuroinflammation (Stephenson et al., 2018). Les astrocytes et la microglie réactifs sont les 

principaux acteurs de cette réponse inflammatoire dans le SNC et sécrètent des médiateurs 

inflammatoires comme les cytokines et les chimiokines (Heneka et al., 2014). Ils peuvent parfois être 

aidés par le recrutement des macrophages et lymphocytes périphériques mais également par les 

autres cellules du SNC comme les neurones et les oligodendrocytes (Cunningham et al., 2018; 

Stephenson et al., 2018). Plusieurs études ont montré l’accumulation de microglies réactives et 

d’astrocytes réactifs dans le cerveau de patients MH (Soulet and Cicchetti, 2011; Crotti and Glass, 

2015). Quelle est leur contribution ? 

i. Les astrocytes réactifs 

Etant donné leurs rôles physiologiques essentiels dans le bon fonctionnement neuronal, il 

n’est pas surprenant que les astrocytes réagissent face à un stimulus pathologique dérégulant 

l’homéostasie du SNC. Les astrocytes sont capables de répondre à une grande variété de stimuli 

pathologiques aigus (accident vasculaire cérébral, trauma) et chroniques (tumeurs, infection, MND) 

comme dans la MH, en devenant réactifs (Sofroniew and Vinters, 2010; Ben Haim et al., 2015b; 

Liddelow and Barres, 2017).  

 

La réactivité astrocytaire a été observée par les premiers anatomopathologistes ayant décrits 

les cellules gliales au 19ième siècle. La découverte des filaments intermédiaires a permis de mieux 

caractériser ce phénomène (Eng et al., 1971). En effet, les astrocytes réactifs surexpriment des 

protéines des filaments intermédiaires telles que la GFAP, la vimentine et la nestine. La surexpression 

de ces protéines, et particulièrement de la GFAP, est devenue un marqueur de la réactivité 

astrocytaire (Bignami and Dahl, 1976). Une autre caractéristique de la réactivité astrocytaire est 

l’hypertrophie du soma et des prolongements astrocytaires (Wilhelmsson et al., 2006). Cette 

réactivité peut également entrainer un réarrangement de l’arborisation astrocytaire avec une 

augmentation du nombre de prolongements primaires et leur polarisation vers le site lésionnel 

(Wilhelmsson et al., 2006; Bardehle et al., 2013). L’organisation en domaine des astrocytes ne semble 

néanmoins pas impactée par la réactivité, sauf dans des conditions pathologiques sévères comme au 

niveau de la cicatrice gliale ou dans l’épilepsie (Oberheim et al., 2008). Des études transcriptomiques 
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ont aussi permis de révéler des changements transcriptionnels importants dans les astrocytes 

réactifs (Zamanian et al., 2012). 

Sofroniew et collaboteurs ont proposé une classification de la réactivité en plusieurs stades en 

fonction du stimulus allant des astrocytes hypertrophiques et surexprimant la GFAP jusqu’à la 

prolifération astrocytaire et la formation de la cicatrice gliale (Sofroniew and Vinters, 2010). La 

cicatrice gliale forme une barrière autour du tissu endommagé afin de protéger dans un premier 

temps le tissu adjacent sain (Burda and Sofroniew 2014). Cette cicatrice gliale correspond au stade le 

plus extrême de la réactivité astrocytaire et se forme principalement après des lésions aiguës 

(Anderson et al., 2016; Burda et al., 2016). Les conditions pathologiques chroniques comme les MND 

sont plutôt associées à des stades légers à sévères de la réactivité avec très peu ou pas de 

prolifération (Ben Haim et al., 2015b; Cunningham et al., 2018). Dans ce manuscrit, je n’utiliserai 

donc pas le terme « d’astrogliose » qui implique la notion de prolifération astrocytaire mais plutôt les 

termes de « réactivité astrocytaire » ou « d’astrocytes réactifs » correspondant à la réponse des 

astrocytes à toutes conditions pathologiques dans le SNC.  

 

Tout comme les astrocytes en condition physiologique, la réactivité astrocytaire est une 

réponse complexe et hétérogène présentant des différences morphologiques, moléculaires et 

fonctionnelles (Anderson et al., 2014). Plusieurs études ont montré que les astrocytes réactifs 

répondaient différemment en fonction de la nature, de la sévérité, du stade de la maladie ou de la 

durée du stimulus pathologique (Anderson et al., 2014; Ben Haim et al., 2015b; Ben Haim and 

Rowitch, 2017). Alors que certains marqueurs sont surexprimés par la majorité des astrocytes 

réactifs (GFAP, Serpina3n, Lipocalin 2), une analyse transcriptomique a révélé que les astrocytes 

réactifs présentaient des profils d’expression génique différents et spécifiques après une ischémie ou 

en condition de neuroinflammation (induite par LPS) chez la souris (Zamanian et al., 2012). Suite à 

une ischémie, les astrocytes réactifs surexpriment des facteurs neurotrophiques et auraient donc 

plutôt des fonctions trophiques. Au contraire, au cours d’une réaction neuroinflammatoire, les 

astrocytes surexpriment des facteurs du complément, qui sont notamment impliqués dans la 

phagocytose des synapses, et seraient, par conséquent, plus délétères. La neuroinflammation et 

l’ischémie induiraient donc deux types différents d’astrocytes réactifs, appelés respectivement « A1 » 

et « A2 » en référence à la nomenclature utilisée pour les macrophages et la microglie. Cette 

hétérogénéité dépendrait notamment de l’environnement des astrocytes et de la communication 

inter-gliale. Une étude a récemment montré que les astrocytes réactifs A1 sont induits par la 

microglie activée qui libère les cytokines IL-1α, TNF et la molécule du complément C1q (Liddelow et 

al., 2017). Ces astrocytes A1 perdraient plusieurs de leurs fonctions physiologiques et acquerraient 

de nouvelles fonctions toxiques responsables de la mort des neurones et des oligodendrocytes. Des 

astrocytes réactifs qui expriment certains marqueurs A1 sont observés dans les MND et notamment 

dans la MH (Liddelow et al., 2017). Dans le cerveau âgé, les astrocytes surexpriment majoritairement 

des gènes caractéristiques des astrocytes A1 mais l’expression de gènes liés aux astrocytes A2 est 

également augmentée (Clarke et al., 2018). Ceci montre que les différents types d’astrocytes, A1 et 

A2, peuvent coexister dans le cerveau.  
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De la même façon que la microglie réactive, la classification A1/A2 pour les astrocytes réactifs est 

contestée (Cunningham et al., 2018). Les astrocytes réactifs pourraient, en réalité, exister sous de 

multiples états en fonction de la région cérébrale mais également du stimulus pathologique et de 

l’évolution de la pathologie. Le développement récent des techniques de séquençage « cellule 

unique » apportera de nombreux indices sur cette hétérogénéité astrocytaire. 

ii. La réactivité astrocytaire dans la maladie de Huntington 

La présence d’astrocytes réactifs dans la MH a été mise en évidence, il y a plusieurs années, 

par la surexpression de la GFAP dans le cerveau de patients atteints de la MH par des techniques de 

biochimie et d’immunohistochimie (Selkoe et al., 1982; Vonsattel et al., 1985b) (Figure 13b et c). Sur 

l’échelle neuropathologique de Vonsattel (Figure 13a), les astrocytes réactifs sont présents dès le 

stade 1 de la MH au niveau des zones de perte neuronale dans le noyau caudé puis dans le putamen 

(Vonsattel et al., 1985b) (Figure 13a). La réactivité astrocytaire augmente ensuite avec l’évolution de 

la maladie jusqu’au stade 4. A des stades tardifs, une neurodégénérescence et de la réactivité 

astrocytaire moins intenses ont été observées dans d’autres régions du cerveau comme le noyau 

accumbens, le globus pallidus, le thalamus et le noyau sous-thalamique (Vonsattel and DiFiglia, 

1998). L’expression de mHtt a été détectée dans des astrocytes réactifs proches des zones de 

dégénérescence neuronale dans le cerveau de patients MH (Singhrao et al., 1998; Shin et al., 2005). 

Plus récemment, une étude effectuée dans le laboratoire, a montré la présence d’astrocytes réactifs 

dans la partie dorsale du noyau caudé de cerveaux de patients MH dès le stade 0, c’est-à-dire avant 

même la perte neuronal (Figure 13c) (Faideau et al., 2010).  

 

 
Figure 13- Les astrocytes deviennent réactifs dans le cerveau des patients au cours de la MH. a. Les différents stades de la 
MH sur l’échelle de Vonsattel établie en 1985 et basée sur les observations anatomopathologiques macroscopiques et 
microscopiques. (Xuereb et al., 1996). b. La protéine GFAP est surexprimée dans des homogénats de cerveau de patients 
MH. (Selkoe et al., 1982). c. Les astrocytes surexpriment la GFAP dans le cerveau de patients au stade 0 de la MH et le 
niveau de GFAP augmente avec l’évolution de la maladie. (Faideau et al., 2010). 
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Dans l’étude de Faideau et collaborateurs, la réactivité astrocytaire est associée à une 

diminution du marquage du transporteur glutamatergique GLT-1 dans le cerveau de patients MH 

(Faideau et al., 2010). Chez les modèles murins, la présence de réactivité astrocytaire est plus difficile 

à mettre en évidence (Tong et al., 2014; Ben Haim et al., 2015a). Des déficits des fonctions 

astrocytaires sont majoritairement décrits chez ces modèles mais ne sont pas corrélés avec la 

présence d’astrocytes réactifs. C’est par exemple le cas dans l’étude de Tong et collaborateurs qui 

met en évidence un défaut de l’homéostasie potassique dans les astrocytes sans observer de 

réactivité astrocytaire dans les modèles R6/2 et zQ175 de la MH (Tong et al., 2014).  

 

Dans les modèles murins de la MH, la réactivité astrocytaire est très variable. Elle est présente dans 

certains modèles particulièrement aigus de la MH comme les modèles basés sur des toxines (3-NP ou 

quinolinate) ou les modèles viraux (de Almeida et al., 2002; Cirillo et al., 2010; Ignarro et al., 2013; 

Meunier et al., 2016). Chez les modèles transgéniques exprimant un fragment de la mHtt, qui 

présentent un début précoce et une évolution rapide de la maladie, la réactivité astrocytaire est 

observée assez tardivement : à 4 mois dans le modèle N171-82Q et à 3 mois chez les souris R6/2 

(Heng et al., 2008; Ferrante, 2009) (Figure 14). Chez les souris R6/1 qui présentent moins de 

répétitions CAG et une évolution plus lente que les R6/2, la présence d’astrocytes réactifs n’a pas été 

montrée (Yu et al., 2003). La réactivité astrocytaire décrite dans la littérature n’a cependant pas été 

retrouvée dans la colonie de souris N171-82Q de notre laboratoire. Dans les modèles murins plus 

progressifs de la maladie exprimant la mHtt entière ou les modèles KI, la réactivité astrocytaire n’a 

pas été observée ou uniquement à des stades très avancés de la maladie. La présence d’astrocytes 

réactifs a été décrite dans les modèles possédant un nombre élevé de répétitions CAG. Les souris 

BACHD avec 125 CAG présentent une réactivité astrocytaire à 12 mois (Wegrzynowicz et al., 2015). 

Dans les modèles KI, les souris HdhQ150 ont des astrocytes réactifs à partir de 14 mois (Figure 14) 

alors que la réactivité astrocytaire n’est pas observée avant 24 mois chez les souris HdhQ111 (Lin et 

al., 2001; Menalled and Chesselet, 2002; Heng et al., 2008). La réactivité astrocytaire est donc 

faiblement représentée dans les modèles transgéniques murins de la MH et tardivement 

contrairement à ce qu’on peut observer chez les patients atteints de la MH.  

 

 
Figure 14- La réactivité astrocytaire est décrite dans quelques modèles murins de la MH. La présence d’astrocytes réactifs 
GFAP

+
 est observée dans le cerveau des souris transgéniques N171-82Q (4 mois), R6/2 (3 mois) et du modèle KI HdhQ150 

(14 mois). (Yu et al., 2003). 
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La majorité de ces études utilisent la GFAP comme marqueur de réactivité astrocytaire, qui manque 

peut-être de sensibilité. Comme expliqué précédemment (voir paragraphe II.1.a.i), la GFAP est très 

faiblement exprimée en condition physiologique dans le striatum. Nous pouvons donc nous 

demander si l’augmentation du marquage GFAP ne serait visible dans le striatum qu’à des stades 

avancés de la réactivité astrocytaire. L’utilisation d’autres marqueurs de réactivité, au niveau 

protéique et transcriptomique (comme par exemple la serpina3n), pourrait permettre de détecter 

plus précocément de la réactivité astrocytaire dans les modèles souris de la MH.  

 

La réactivité astrocytaire est donc un phénomène précoce chez les patients atteints de la MH 

mais qui n’est pas bien reproduite dans les modèles murins de la maladie. Il est donc difficile 

d’étudier les astrocytes réactifs dans ces modèles et, par conséquent, de comprendre leur rôle dans 

l’évolution de la MH.  

iii. Les autres partenaires cellulaires de la neuroinflammation 

La microglie est un partenaire essentiel des astrocytes au cours de la neuroinflammation. 

Dans certaines conditions pathologiques, ces cellules microgliales peuvent induire la réactivité 

astrocytaire en libérant des cytokines (voir paragraphe II.2.b.i) (Liddelow et al., 2017). En tant que 

cellules immunitaires majeures du SNC, la microglie contribue au maintien de l’homéostasie via son 

activité de phagocytose, la sécrétion de cytokines et l’élimination de synapses en excès (Nimmerjahn 

et al., 2005; Hanisch and Kettenmann, 2007). Tout comme les astrocytes, la microglie devient 

réactive dans la MH. L’imagerie par TEP a permis de mettre en évidence une activation microgliale 

chez les patients présymptomatiques de la MH, qui peut être détectée jusqu’à 15 ans avant 

l’apparition des premiers symptômes et qui suit ensuite l’évolution de la pathologie (Pavese et al., 

2006; Tai et al., 2007a, 2007b; Politis et al., 2015). Les ligands TEP utilisés peuvent également 

reconnaître la protéine TSPO dans les astrocytes réactifs (Lavisse et al., 2012). L’activation microgliale 

est associée à la surexpression de cytokines inflammatoires comme IL-6, IL-8 et TNFα dans le SNC et 

dans le plasma de patients MH (Bjorkqvist et al., 2008; Silvestroni et al., 2009; Politis et al., 2015). De 

plus, l’expression de la mHtt seulement dans la microglie est suffisante pour induire une 

augmentation de l’expression des gènes pro-inflammatoires (Crotti et al., 2014).  

 

En plus des deux principaux acteurs (astrocytes et microglie), d’autres types cellulaires 

peuvent également participer à la neuroinflammation comme les oligodendrocytes qui sécrètent 

aussi des cytokines et chimiokines (Stephenson et al., 2018). En conditions pathologiques, les 

oligodendrocytes peuvent être à la fois protecteurs en favorisant les processus de régénération mais 

peuvent également contribuer à la neurodégénérescence s’ils produisent moins de myéline 

(Stephenson et al., 2018). L’expression de mHtt spécifiquement dans les oligodendrocytes chez la 

souris entraîne une diminution de l’expression des gènes de synthèse de myéline, une 

démyélinisation progressive ainsi que l’apparition de symptômes moteurs (Huang et al., 2015).  

La neuroinflammation dans le SNC peut également s’accompagner de l’activation des cellules 

immunitaires périphériques telles que les lymphocytes T (Niemelä et al., 2018). De plus, les 

monocytes et macrophages obtenus à partir du sang de patients MH ne produisent pas plus de 



 

IN
TR

O
D

U
C

TI
O

N
 :

 L
es

 a
st

ro
cy

te
s 

50 

cytokines pro-inflammatoires que les cellules contrôles mais sont hyperactifs suite à une stimulation 

avec le LPS (Crotti et al., 2014; Trager et al., 2014). Les macrophages et monocytes de modèles de 

souris et de patients de la MH ont également une capacité migratoire altérée (Kwan et al., 2012). Les 

cellules immunitaires périphériques semblent donc être plutôt défectueuses dans la MH.  

 

Dans la MH, la majorité des études chez les modèles murins ont montré un défaut des 

fonctions astrocytaires en l’absence de réactivité astrocytaire franche. Il a été montré que lorsqu’ils 

deviennent réactifs, les astrocytes perdent plusieurs de leurs fonctions physiologiques et acquièrent 

de nouvelles fonctions qui peuvent impacter négativement ou positivement la pathologie 

(Verkhratsky and Nedergaard, 2018). Le rôle délétère ou bénéfique des astrocytes réactifs dans la 

MH est donc encore controversé (Ben Haim et al., 2015b; Cunningham et al., 2018). Pour mieux 

comprendre l’impact de cette réactivité astrocytaire dans la MH, il est indispensable d’utiliser des 

outils permettant de moduler la réactivité astrocytaire in vivo et d’étudier les effets de cette 

modulation sur les caractéristiques pathologiques (Ben Haim et al., 2015a). 

c. La voie JAK2-STAT3 contrôle la réactivité astrocytaire dans la maladie de 
Huntington 

i. Activation directe ou indirecte des astrocytes réactifs par la 
mHtt 

Dans la MH, la protéine toxique est la mHtt. L’expression de la mHtt spécifiquement dans les 

astrocytes grâce à l’utilisation de vecteurs lentiviraux entrainent une augmentation de l’expression 

de la GFAP et une hypertrophie des astrocytes (Faideau et al., 2010; Ben Haim et al., 2015a) (voir 

article 1). Cette réactivité astrocytaire est directement liée à l’expression de la mHtt puisque 

l’expression du même fragment de Htt sans un nombre élevé de CAG n’entraine pas de changement 

dans les astrocytes (Faideau et al., 2010; Ben Haim et al., 2015a). Ces résultats suggèrent donc que 

l’action intrinsèque de la mHtt dans les astrocytes peut induire un état de réactivité (Figure 15).  

Les autres types cellulaires du SNC comme les neurones, la microglie ou les oligodendrocytes, 

peuvent également interagir avec les astrocytes et induire la réactivité astrocytaire (Figure 15). Dans 

un modèle de souris conditionnelles de la MH, le nombre d’astrocytes réactifs augmente lorsque la 

mHtt s’exprime dans les neurones et diminue significativement lorsque l’expression de mHtt est 

éteinte (Yamamoto et al., 2000). De nombreuses molécules de signalisation libérées par les cellules 

du SNC sont augmentées dans des conditions pathologiques et peuvent influencer l’état des 

astrocytes. 

Le mécanisme précis liant l’accumulation de protéines toxiques et la réactivité astrocytaire reste à 

déterminer. Les récepteurs cellulaires PPR (Pattern Recognition Receptor) reconnaissant des signaux 

de danger (appelés  DAMPs (danger associated molecular patterns)), comme les protéines toxiques, 

ont été décrit dans les cellules microgliales, mais leur rôle dans les astrocytes est beaucoup moins 

connu (Heneka et al., 2014) (Figure 15).  

 



 

IN
TR

O
D

U
C

TI
O

N
 :

 L
es

 a
st

ro
cy

te
s 

51 

ii. Les voies de signalisation activées dans les astrocytes réactifs 
au cours de la maladie de Huntington 

De nombreuses voies de signalisation sont impliquées dans la réactivité astrocytaire et 

notamment dans les MND comme la voie NF-κB (Nuclear factor-kappa B), les voies des MAPK 

(Mitogen-activated protein kinases), la voie CN (Calcineurine)/NFAT (Nuclear factor of activated T-

cells) et la voie JAK2-STAT3 (Janus kinase 2-Signal transducer and activator of transcription 3) (Kang 

and Hebert, 2011; Ben Haim et al., 2015b) (Figure 15).  

 

 
Figure 15- Principaux stimuli et voies de signalisation impliquées dans l’induction de la réactivité astrocytaire au cours 
des MND. Dans les MND, les différents types cellulaires du SNC (neurones, microglie, astrocytes) sont dysfonctionnels et 
peuvent libérer différentes molécules de signalisation qui induisent l’activation de voies de signalisation dans les 
astrocytes : la voie JAK-STAT3 (rouge), la voie des MAPK (vert), la voie CN/NFAT (violet) et la voie NFκB (orange). Les 
protéines toxiques, comme la mHtt, exprimées ou internalisées par les astrocytes peuvent interférer avec les différentes 
voies de signalisation intracellulaires. (Ben Haim et al., 2015b). 

La voie de signalisation NFκB est une voie importante associée à la neuroinflammation. Elle est 

impliquée dans de nombreux processus cellulaires comme l’inflammation, la réponse immunitaire, la 

division cellulaire et l’apoptose (Mattson and Camandola, 2001; Mattson and Meffert, 2006). La voie 

NFκB est activée au cours des MND et notamment dans la MH. En effet, NFκB s’accumule dans les 

noyaux des astrocytes dans le modèle murin R6/2 de la MH et dans le striatum de patients MH (Hsiao 

et al., 2013; Kim et al., 2015). La mHtt peut également interférer avec cette voie de signalisation. La 

mHtt interagit avec le complexe inhibiteur (IKK) de la voie et favorise sa dégradation, ce qui induit 

l’activation de NFκB (Khoshnan et al., 2004). Cette étude ne précise pas si cette activation peut se 

produire dans les astrocytes. De plus, l’inhibition de la voie NFκB dans des modèles cellulaires et de 

souris de la MH, par la surexpression de mutants, réduit la neurotoxicité et améliore les 

performances motrices des souris MH (Khoshnan et al., 2004; Hsiao et al., 2013).  
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Les cytokines inflammatoire, LPS, IL1 et TNFα sont connues pour activer les voies de signalisation 

NFκB et CN notamment dans les astrocytes (Kaltschmidt et al., 2005; Furman and Norris, 2014). Il a 

été montré que l’inhibition de TNFα diminue la réactivité astrocytaire observée dans le cerveau des 

souris R6/2 (Hsiao et al., 2014). Cependant, les mutants utilisés dans toutes ces études ne sont pas 

spécifiquement exprimés dans les astrocytes et peuvent donc agir dans plusieurs types cellulaires. 

D’autres voies de signalisation, notamment la voie MAPK/ERK (Extracellular signal-regulated kinase) 

ont été étudiées dans le contexte de la MH. Plusieurs études mettent en évidence une activation de 

la kinase ERK dans des modèles cellulaires et dans le cerveau de souris et de patients atteints de la 

MH (Apostol et al., 2006; Roze et al., 2008; Kim et al., 2015). D’autres études montrent, à l’inverse, 

que la mHtt inhibe la voie ERK (Lievens et al., 2005; Ginés et al., 2010). Par exemple, chez la 

drosophile, l’expression de peptides polyQ bloque l’activation de ERK via le récepteur à l’EGF 

(Epidermal growth factor) dans les cellules gliales, entrainant ainsi la diminution de l’expression des 

transporteurs au glutamate (Lievens et al., 2005). Le niveau d’activation (ou d’inhibition) de la voie 

MAPK/ERK dans la MH sont en réalité très variables en fonction du modèle, du stade de la maladie, 

de la région cérébrale et du type cellulaire étudiés (Bowles and Jones, 2014). Le rôle de cette voie 

dans la MH, et notamment dans la réactivité astrocytaire, reste donc à établir.  

 

Bien que plusieurs voies de signalisation soient activées dans plusieurs types cellulaires dont les 

astrocytes au cours de la MH, aucune étude à ce jour n’a montré que ces voies étaient nécessaires à 

la réactivité astrocytaire dans cette maladie. 

iii. La voie JAK2-STAT3  

La voie JAK2-STAT3 est une voie de signalisation ubiquitaire impliquée dans de nombreux 

processus cellulaires tels que la croissance cellulaire, la prolifération, la différenciation et 

l’inflammation (Article3, Annexe 2). Cette voie est majoritairement responsable de la signalisation 

des cytokines dans la cellule. La fixation des cytokines à leur récepteur active la kinase JAK2 (Figure 

16). Une fois activée, JAK2 phosphoryle STAT3 qui s’accumule sous forme de dimère dans le noyau 

où il active la transcription des gènes cibles (Levy and Darnell, 2002) (Figure 16). Notre équipe a 

montré que cette voie était activée dans les astrocytes réactifs dans plusieurs modèles de MND dont 

plusieurs modèles murins et primates de la MH (Ben Haim et al., 2015a). En effet, STAT3 s’accumule 

dans le noyau des astrocytes réactifs du striatum dans des modèles de souris et de primates de la 

MH. De plus, l’inhibition de JAK2 diminue la réactivité astrocytaire dans le modèle de la MH par 

injection de quinolinate (Ignarro et al., 2013). 

SOCS3 (Suppressor of cytokine signaling 3) inhibe la voie JAK2-STAT3 en se liant simultanément à 

JAK2 et au récepteur et en agissant comme un pseudo-substrat pour JAK2, ce qui en fait l’inhibiteur 

le plus efficace et spécifique de cette voie (Kershaw et al., 2013) (Figure 16). Notre équipe a 

développé des vecteurs viraux ciblant spécifiquement cette voie dans les astrocytes. Ces vecteurs 

viraux surexprimant SOCS3 permettent d’inhiber in vivo la voie JAK2-STAT3 dans les astrocytes. La 

surexpression de SOCS3 par ces vecteurs lentiviraux prévient l’accumulation nucléaire de STAT3, 

l’hypertrophie du soma et des prolongements astrocytaires et la surexpression de GFAP dans le 

cerveau de souris modèles de la MH (Ben Haim et al., 2015a). L’ensemble de ces données montrent 
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que la voie JAK2-STAT3 est nécessaire pour l’activation des astrocytes réactifs dans les modèles de la 

MH.  

 
Figure 16- La voie JAK2-STAT3. Des hormones, facteurs de croissances et cytokines (IL-6, CNTF) se fixent sur le récepteur et 
activent la voie. Les JAKs sont des tyrosine-kinases associées au récepteur qui se transphosphorylent et s’activent. Une fois 
activée, JAK phosphoryle le récepteur et libère ainsi le site de liaison de STAT3 au récepteur (SH2). Une fois recruté, STAT3 
est phosphorylé par JAK2 sur la tyrosine 705. Les protéines P-STAT3 se dimérisent et s’accumulent dans le noyau. Le dimère 
P-STAT3 se lie alors à des séquences spécifiques nommées « STAT3-responsive element » (SRE) sur le promoteur des gènes 
cibles et induit leur transcription. Parmi ces gènes cibles, on retrouve les gènes gfap, vimentine et socs3, l’inhibiteur de la 
voie. Adapté de (Ceyzeriat et al., 2016) (Article3, Annexe 2).  

Notre équipe a écrit une revue détaillée, dont je suis second auteur, sur la voie JAK-STAT3 et 

notamment sur son importance dans la réactivité astrocytaire (Ceyzeriat et al., 2016) (voir Article 3, 

Annexe 2). 

 

 

Depuis leur découverte, les cellules gliales sont passées de simple tissu conjonctif à acteurs 

indispensables au bon fonctionnement du SNC. Les astrocytes jouent un rôle essentiel de support 

pour les neurones en maintenant l’homéostasie du SNC et en fournissant un support métabolique et 

trophique aux neurones. De plus, les astrocytes participent activement à la transmission synaptique. 

Ces nombreuses fonctions leur permettent de réagir face à un changement de leur environnement. 

En effet, en conditions pathologiques, et notamment dans la MH, les astrocytes deviennent réactifs. 

Cependant, cette réactivité astrocytaire est faiblement reproduite chez les modèles murins de la MH, 

ce qui rend difficile son étude. Il est donc nécessaire d’utiliser des modèles qui reproduisent mieux la 

réactivité astrocytaire ainsi que des approches astrocyte-spécifiques afin de mieux comprendre cette 

réactivité. Notre équipe a notamment développé des vecteurs viraux ciblant la voie JAK2-STAT3 

spécifiquement dans les astrocytes afin de moduler la réactivité astrocytaire in vivo (Ben Haim et al., 

2015a) (Articles 1 et 2) Ces outils nous permettent d’évaluer la contribution des astrocytes réactifs 

dans la MH, et notamment sur l’agrégation de la mHtt, une caractéristique pathologique majeure de 

la MH. 
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III. L’agrégation et les systèmes de protéostasie dans la 
maladie de Huntington 

1. Agrégation  

a. Définition 

L’agrégation commence dès lors que deux ou plusieurs protéines ou fragments de protéines 

anormales s’assemblent (Ross and Poirier, 2005a). Ces protéines ou peptides mal conformés 

exposent à leur surface des régions hydrophobes, normalement cachées lorsque ces protéines sont 

correctement repliées (Dobson, 2003; Hartl et al., 2011). Le milieu intracellulaire étant hydrophile, 

ces régions hydrophobes interagissent les unes avec les autres et favorisent ainsi leur oligomérisation 

(Takalo et al., 2013). Le noyau d’agrégation ainsi formé, se polymérise par la suite pour former des 

oligomères solubles ou agrégats préfibrillaires : c’est la première étape du processus d’agrégation. 

Ces oligomères vont ensuite former des polymères plus structurés appelés protofilaments ou 

protofibrilles puis des agrégats fibrillaires très ordonnés, appelés amyloïdes, riches en feuillets β. 

L’ordre des évènements dans ce processus d’agrégation est mal connu (Ross and Poirier, 2005a). Les 

fibrilles amyloïdes peuvent se former par addition linéaire de monomères passant par les stades 

d’oligomères et de protofibrilles jusqu’aux fibrilles. Autre alternative, une série de processus 

d’agrégation peuvent avoir lieu en parrallèle : les monomères peuvent s’accumuler pour former 

directement les fibrilles ou peuvent former des espèces alternatives d’agrégation (Ross and Poirier, 

2005a) (Figure 17a). Des monomères de différentes natures, les oligomères ou les protofibrilles 

peuvent par exemple former des oligomères annulaires ou sphériques (Wacker et al., 2004). Des 

agrégats amorphes, qui ne contiennent pas de fibrilles, peuvent également se former probablement 

via les intermédaires oligomériques ou la précipitation de monomères (Ross and Poirier, 2005a). Si 

un agrégat devient assez large, il peut être visualisé par microscopie optique. Les gros agrégats bien 

délimités dans la cellule sont souvent appelés inclusions (Ross and Poirier, 2005a).  
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Figure 17- Les différentes espèces d’agrégation. (a) Potentielles voies de formation des agrégats. Les monomères peuvent 
s’additionner linéairement en passant par les oligomères et les protofibrilles (flèches rouges) ou peuvent directement 
former les fibrilles et former en parallèle d’autres espèces d’agrégation (flèches grises). Adapté de (Ross and Poirier, 
2005a). (b) La mHtt mal conformée peut former différents états d’agrégation. (Muchowski and Wacker, 2005). 

Un déséquilibre entre la production, le bon repliement et l’élimination des protéines entraîne 

l’accumulation de protéines mal conformées et ainsi la formation de ces agrégats amyloïdes (Bose 

and Cho, 2017). En général, les protéines mal conformées sont plutôt inactives et les problèmes 

engendrés par la mauvaise conformation sont dus à une perte de fonction. Cependant, ces protéines 

mal conformées peuvent se rassembler, comme décrit ci-dessus, en agrégats ordonnés qui 

interagissent de façon inappropriée avec les autres composants cellulaires altérant ainsi un grand 

nombre de fonctions cellulaires (la transmission synaptique, les fonctions mitochondriales, la 

transcription et la signalisation cellulaire) et la viabilité cellulaire (Stefani and Rigacci, 2013). Une 

cinquantaine de maladies, avec des symptômes très variés, sont associées à une mauvaise 

conformation de peptides ou protéines et à leurs agrégats (Knowles et al., 2014). Les fibrilles 

amyloïdes sont des structures classiquement retrouvées dans ces maladies et notamment dans les 

maladies neurodégénératives comme la maladie d’Alzheimer (MA), de Parkinson (MP) et de 

Huntington (MH) qui sont également appelées protéinopathies (Bose and Cho, 2017; Cox et al., 

2018). Malgré les différences de tailles et de séquences des protéines à l’origine de l’agrégation dans 

ces maladies, les lésions caractéristiques de chaque pathologie contiennent des fibrilles de type 

amyloïde avec des caractéristiques biochimiques communes comme l’insolubilité aux détergents, 

leur teneur en feuillets β et la capacité à lier des colorants lipophiles comme le rouge Congo (Ross 

and Poirier, 2005a).  
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b. L’agrégation dans la maladie de Huntington 

i. Agrégats de mHtt 

Les agrégats de mHtt retrouvés dans la MH sont des structures très organisées (Poirier et al., 

2002). Des études biochimiques ont montré que la mHtt forme des agrégats répondant aux 

caractéristiques des fibrilles amyloïdes alors que la Htt sauvage ne s’agrège pas (Scherzinger et al., 

1997). En effet, des agrégats purifiés à partir de cerveau de patient MH lient le rouge Congo : ces 

agrégats ont donc une structure amyloïde. Au cours de leur formation, plusieurs intermédiaires ont 

été identifiés suggérant un processus séquentiel classique d’agrégation de la mHtt des monomères 

jusqu’aux fibrilles en passant par les oligomères et les protofibrilles (Poirier et al., 2002). De plus, une 

étude utilisant la microscopie à force atomique a montré que la mHtt peut également s’assembler en 

oligomères sphériques et annulaires ou en agrégats amorphes (Wacker et al., 2004) (Figure 17b). 

 

Des analyses post-mortem de cerveaux de patients MH, mais également des études utilisant 

des modèles cellulaires et murins, montrent que les agrégats contiennent majoritairement des 

fragments N-terminaux de la mHtt (DiFiglia et al., 1997; Gutekunst et al., 1999; Schilling et al., 2007). 

Plusieurs études montrent que la région polyQ de la mHtt constitue le cœur amyloïde des agrégats 

alors que les régions autour (les 17 premiers acides aminés et la région riche en proline) réguleraient 

son agrégation (Bugg et al., 2012). Des fragments de mHtt de tailles variables ont été décrits dans le 

cerveau de patients MH, de modèles de souris et dans des systèmes de culture cellulaire (DiFiglia et 

al., 1997; Mende-Mueller et al., 2001; Lunkes et al., 2002). Plusieurs études montrent que les 

fragments de mHtt sont responsables de la toxicité neuronale et suffisants pour induire la MH 

(Davies et al., 1997; Schilling et al., 1999; Wellington et al., 2000; Ratovitski et al., 2009). De plus, 

l’apparition des caractéristiques pathologiques de la MH est accélérée dans les modèles murins 

exprimant un fragment N-terminal de la mHtt comparés à ceux exprimant la forme entière de la 

mHtt (Mangiarini et al., 1997; Schilling et al., 1999; Menalled et al., 2003; Gray et al., 2008b). Il a été 

montré que les fragments N-terminaux de la mHtt s’agrègent préférentiellement (Ross and Tabrizi, 

2011). La toxicité liée aux fragments de la mHtt dépend de la taille de ces fragments. En effet, le 

fragment contenant les 171 premiers acides aminés de la mHtt avec 82 répétitions glutamine, N171-

82Q, est plus toxique pour les cellules que les fragments N233-82Q et N120-82Q (Juenemann et al., 

2011). La mHtt peut également être clivée par des caspases (caspases 2, 3 et 6), des calpaïnes, la 

cathepsine D, la metalloprotéinase-10 (MMP-10) et la thrombine au niveau de différents sites dans 

les 600 premiers résidus de sa partie N-terminale (Wellington et al., 2000; Kim et al., 2001; Gafni and 

Ellerby, 2002; Lin et al., 2007; Miller et al., 2010) (Figure 5). Les clivages de la mHtt par les caspases 

et calpaïnes joueraient notamment un rôle important dans son agrégation. En effet, la mutation de 

deux sites de clivages de calpaïnes dans la mHtt engendre une protéine qui s’agrège moins et dont la 

toxicité est diminuée dans un modèle de culture cellulaire (Gafni et al., 2004). De plus, le clivage de la 

mHtt par la caspase 6 est un clivage initial critique pour les autres clivages suivants et le 

développement de la MH (Graham et al., 2006). Au moins deux plus petits fragments N-terminaux de 

la mHtt, appelés cp-A et cp-B, ont été décrits (Lunkes et al., 2002; Kim et al., 2006). La ou les 

protéase(s) responsable(s) de la production de ces deux fragments appartiendraient à la famille des 
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aspatyl endopeptidases comme la cathepsine D. Des expériences d’immunomarquage ont montré 

que cp-A est présent dans les agrégats nucléaires alors que cp-B, de plus grande taille, est détecté au 

niveau des agrégats cytoplasmiques (Lunkes et al., 2002). Une étude a également montré que les 

neurones sont capables de générer ces deux fragments in vivo (Kegel et al., 2010).  

ii. Modulation de l’agrégation et ubiquitination 

L’agrégation de la mHtt est influencée par des facteurs intrinsèques comme la longueur de la 

queue polyglutamine, les séquences entourant la queue polyglutamine et la conformation du 

monomère de mHtt (Stefani and Rigacci, 2013; Arndt et al., 2015). Ces séquences moduleraient à la 

fois le taux et le mode d’agrégation de la mHtt ainsi que la stabilité des agrégats. Les 17 premiers 

acides aminés favoriseraient la formation de fibrilles alors que la séquence polyP inhiberait plutôt 

l’agrégation (Shen et al., 2016; Chen and Wolynes, 2017). Les mécanismes précis de régulation sont 

encore incompris. L’utilisation de la microscopie à force atomique a permis de mettre en évidence la 

présence simultanée de différentes conformations de monomères de mHtt dont certaines sont plus 

enclin à s’agréger que d’autres (Wacker et al., 2004). 

L’agrégation de la mHtt peut également être modulée par des facteurs extrinsèques. Les protéines 

partenaires de la Htt sont très nombreuses et sont impliquées dans des processus cellulaires divers 

comme le transport de vésicules, la régulation transcriptionnelle, l’endocytose et le contrôle-qualité 

des protéines (Harjes and Wanker, 2003; Kaltenbach et al., 2007). L’expression de ces protéines peut 

influencer la formation des agrégats de mHtt par différents mécanismes (Arrasate and Finkbeiner, 

2012). Par exemple, l’activité des protéines impliquées dans l’homéostasie protéique (protéines 

chaperonnes, système ubiquitine-protéasome et autophagie) peut jouer sur la conformation et la 

dégradation de la mHtt. Les protéines responsables des modifications post-traductionnelles de la 

mHtt comme la phosphorylation, l’ubiquitination, la sumoylation ou l’acétylation influencent 

également le ciblage de la mHtt vers les systèmes de dégradation de la cellule et donc la formation 

des agrégats de mHtt (Arrasate and Finkbeiner, 2012). 

 

L’accumulation d’ubiquitine au niveau des agrégats de mHtt est observée dans le cerveau de 

patients et de modèles de la MH (DiFiglia et al., 1997; Gutekunst et al., 1999) (Figure 19b). Cela 

pourrait être dû à l’agrégation de la mHtt ubiquitinylée. Cependant, la mHtt soluble a une longue 

demi-vie dans la cellule, suggérant que la mHtt n’est pas efficacement ubiquitinylée pour être 

dégradée par le protéasome (Juenemann et al., 2013; Tsvetkov et al., 2013). Seulement un faible 

pourcentage de la mHtt serait en effet ubiquitinylée (Hipp et al., 2012). A l’inverse, les fragments de 

mHtt agrégés sont polyubiquitinylés. L’ubiquitination pourrait donc s’effectuer une fois que la mHtt 

est séquestrée dans les agrégats (Juenemann et al., 2015). En effet, il a été montré que 

l’ubiquitination des protéines ne serait pas indispensable à leur agrégation (Bersuker et al., 2016). 

L’ubiquitination et l’agrégation de la mHtt sont donc deux processus indépendants et 

temporellement dissociés. L’agrégation de la mHtt est un processus rapide suivi de l’ubiquitination, 

soit par ubiquitination directe de la mHtt, soit par recrutement de protéines ubiquitinylées dans les 

agrégats (Gong et al., 2012; Skibinski and Boyd, 2012). De plus, Juenemann a récemment démontré 
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le recrutement dynamique des enzymes d’ubiquitination et de déubiquitination dans les agrégats 

(Juenemann et al., 2018).  

Des ubiquitinations atypiques qui stabilisent l’agrégation de la mHtt ont également été observées au 

cours de la MH. Par exemple, Ube2W est une enzyme de conjugaison de l'ubiquitine E2 (voir 

paragraphe III.2.a), dont la particularité est d’ubiquitinyler ses substrats au niveau de leur partie N-

terminale et de favoriser les fragments N-terminaux désordonnés (Scaglione et al., 2013; Tatham et 

al., 2013; Vittal et al., 2015). Wang et collaborateurs ont montré que l’absence de cette enzyme 

diminue la formation d’agrégats ou d’oligomères insolubles de la mHtt et augmente le niveau 

cellulaire de mHtt soluble dans des modèles de culture cellulaire et de souris de la MH (Wang et al., 

2018). Un autre exemple est l’ubiquitine ligase E3 WWP1 dont l’expression régule positivement le 

niveau de mHtt, la formation d’agrégats et la toxicité cellulaire de la mHtt (Lin et al., 2016).  

iii. Les agrégats de mHtt : bénéfiques ou délétères ? 

L’agrégation protéique a des conséquences importantes sur le fonctionnement de la cellule. 

Plusieurs études montrent que les agrégats de mHtt sont toxiques alors que d’autres montrent au 

contraire qu’ils sont protecteurs, ou encore qu’ils pourraient avoir les deux rôles. Le rôle des agrégats 

de mHtt reste donc controversé (Ross and Poirier, 2005b; Arrasate and Finkbeiner, 2012; Soares et 

al., 2018). 

 

Dans les premières études, les agrégats dans les modèles murins et chez les patients MH sont 

étroitement corrélés aux symptômes de la MH (Davies et al., 1997). Plusieurs hypothèses peuvent 

expliquer le rôle toxique de ces agrégats (Arrasate and Finkbeiner, 2012). L’agrégation de la mHtt 

peut aussi entrainer la séquestration de la Htt sauvage et ainsi perturber les nombreuses fonctions 

physiologiques auxquelles elle participe (voir paragraphe I.3) (Busch et al., 2003). De plus, les 

agrégats de mHtt peuvent également co-agréger d’autres protéines essentielles au fonctionnement 

cellulaire comme les facteurs de transcription, les chaperonnes ou des composants du protéasome, 

ce qui engendre des dérégulations transcriptionnelles et des défauts d’homéostasie cellulaire 

affectant la survie neuronale (Schaffar et al., 2004; Hosp et al., 2017). Cependant, des études ont 

montré que certaines protéines garderaient leur activité même une fois liées aux agrégats (Schipper-

Krom et al., 2014). Enfin, des stratégies de réduction de l’agrégation par des inhibiteurs peptidiques 

ou chimiques ont montré une amélioration des troubles moteurs, de l’atrophie ou de la 

dégénérescence neuronale dans des modèles animaux de la MH (Nagai et al., 2003; Zhang et al., 

2005; Takeuchi and Nagai, 2017). Cependant, ces molécules pourraient agir en modulant le niveau de 

mHtt soluble et donc indirectement impacter la formation des agrégats (Chopra et al., 2007).  

 

En effet, plusieurs études montrent, au contraire, que les agrégats de mHtt seraient 

protecteurs en piégeant la protéine soluble mHtt mal conformée qui serait la forme la plus toxique 

(Ross and Poirier, 2005a). Plusieurs observations confirment cette hypothèse. Tout d’abord, les 

agrégats de mHtt se forment dans le striatum, qui subit une forte dégénérescence au cours de la MH, 

mais sont également très présents dans le cortex cérébral qui est sujet à une plus faible 

dégénérescence (Gutekunst et al., 1999). De plus, dans le striatum, les agrégats sont majoritairement 
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observés dans les interneurones par rapport aux SPNs qui meurent préférentiellement dans la MH 

(Kuemmerle et al., 1999). Les agrégats de mHtt ne sont donc pas uniquement présents dans la sous-

population neuronale la plus affectée dans la MH. De plus, dans un modèle de la MH de culture 

primaire de neurones striataux, plusieurs expériences ont permis de mettre en évidence que la 

formation d’agrégats est dissociée de la mort neuronale (Saudou et al., 1998). Le laboratoire de 

Finkbeiner a développé une technique d’imagerie de cellules vivantes permettant de suivre 

individuellement les neurones en culture. Cette technique a permis de prouver que les neurones 

formant des agrégats meurent moins que ceux qui n’en forment pas (Arrasate et al., 2004). Cette 

étude montre également que la formation d’agrégats diminue aussi le niveau de mHtt soluble, ce qui 

suggère que les agrégats réduisent la concentration de mHtt soluble en la séquestrant. D’autres 

études dans des modèles murins de la MH ont confirmé que les agrégats de mHtt ne sont pas liés à la 

toxicité observée dans la MH (Arrasate and Finkbeiner, 2012). 

 

Mais une des questions importantes est de savoir si l’espèce toxique de la mHtt est le monomère mal 

conformé ou une forme soluble d’agrégats comme les oligomères ou les protofibrilles (Ross and 

Poirier, 2005a). Plusieurs études reportent que la présence de formes oligomériques solubles serait 

la cause de la cytotoxicité observée dans la MH plutôt que les monomères de mHtt (Sánchez et al., 

2003; Takahashi et al., 2008; Leitman et al., 2013). Par exemple, en utilisant la microscopie confocale 

FRET (fluorescence resonnance energy transfer), Takahashi et collaborateurs montrent que les 

cellules neuronales contenant les oligomères de mHtt meurent plus rapidement que ceux contenant 

les monomères ou agrégats de mHtt (Takahashi et al., 2008). Les agrégats de mHtt pourraient donc 

être protecteurs en recrutant et neutralisant les formes oligomériques toxiques (Saudou et al., 1998; 

Arrasate et al., 2004; Takahashi et al., 2008). D’autres études proposent également que les 

oligomères sphériques et annulaires jouent un rôle dans les dysfonctions et la mort neuronale dans 

les MND (Caughey and Lansbury, 2003).  

Les mécanismes par lesquels les oligomères solubles exercent leur toxicité semblent impliquer des 

interactions aberrantes entre les oligomères et des composants essentiels au bon fonctionnement 

cellulaire (Cox et al., 2018). En effet, une étude de l’interactome des oligomères solubles et des 

agrégats insolubles de mHtt montre que l’interactome des oligomères soluble est très complexe (Kim 

et al., 2016). On y retrouve des protéines de liaison à l’ARN, des protéines impliquées dans la 

biogenèse des ribosomes, dans la transcription, dans la traduction et dans le transport de vésicules, 

ce qui suggère que les oligomères interfèrent avec des mécanismes cellulaires centraux. A l’inverse, 

les agrégats sont moins interactifs et sont fortement associés avec les protéines du contrôle-qualité 

cellulaire comme la chaperonne Hsp40 et des facteurs impliqués dans le système de dégradation 

Ubiquitine-Protéasome (Kim et al., 2016). Les agrégats de mHtt pourraient donc également en partie 

contribuer aux dysfonctions cellulaires en séquestrant des composants du système d’homéostasie 

cellulaire comme expliqué au début de ce paragraphe (Qin and Gu, 2004).  
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Il existe donc deux modèles opposés pour expliquer la relation entre la formation des 

agrégats de mHtt et la toxicité liée à la mHtt (Figure 18). Le rôle des agrégats de mHtt est donc 

controversé avec d’un côté des agrégats toxiques qui interfèreraient avec l’activité cellulaire en 

séquestrant avec la mHtt d’autres protéines essentielles, et de l’autre, des agrégats plutôt 

protecteurs en piégeant les oligomères solubles qui seraient les formes les plus toxiques. Cependant, 

il est techniquement compliqué de détecter les changements de conformation de la mHtt et 

l’oligomérisation in vivo et donc d’évaluer leurs conséquences pathologiques (Arrasate and 

Finkbeiner, 2012). De nouveaux outils deviennent disponibles comme des anticorps spécifiques 

contre une conformation donnée pouvant différencier les formes monomériques et oligomériques 

de la mHtt (Kayed et al., 2003; Peters-Libeu et al., 2005; Legleiter et al., 2009). D’autres molécules 

sensibles à la conformation de la mHtt permettent également de distinguer les monomères et les 

oligomères dans des cellules en culture (Ramdzan et al., 2010). Une étude récente a notamment 

utilisé cet outil et a montré que la mHtt soluble cause une hyperpolarisation de la membrane 

mitochondriale, ce qui provoque une augmentation de la production d’espères réactives de 

l’oxygène et induit l’apoptose (Ramdzan et al., 2017) (Figure 18). En se formant, les agrégats de mHtt 

réduisent ce potentiel mitochondriale et évitent l’apoptose mais co-agrègent également d’autres 

composants essentiels pour le métabolisme cellulaire et provoquent un état de quiescence de la 

cellule jusqu’à sa mort lente par nécrose (Ramdzan et al., 2017). Une autre étude a également 

montré que la capacité des cellules à former de larges agrégats et le temps de survie de ces cellules 

étaient corrélés (Gong et al., 2008). Les agrégats seraient donc dans un premier temps protecteurs 

en piégeant la forme soluble toxique de la mHtt puis en grossissant, ces agrégats deviendraient 

toxiques en séquestrant des composants cellulaires essentiels.  

 

 
Figure 18- Les différentes hypothèses sur le double rôle des agrégats de mHtt. Les agrégats peuvent être à la fois délétères 
en séquestrant les protéines partenaires de la mHtt avec d’importantes fonctions cellulaires (facteur de transcription, 
chaperonnes…) et bénéfiques en piégeant la forme toxique de la mHtt qui induit l’apoptose. Cependant, les agrégats  
mènent à plus long terme à la mort cellulaire par nécrose. Adaptée de (Ramdzan et al., 2017). 

 

iv. Localisation et transfert de la mHtt 

Localisation intra et intercellulaire 

Avec l’expansion de la queue polyQ, la mHtt devient insoluble et forme des agrégats dans le 

noyau cellulaire et le cytoplasme, à la fois dans la région périnucléaire et les neurites (Davies et al., 

1997; DiFiglia et al., 1997; Gutekunst et al., 1999) (Figure 19a et b). Dans le cerveau de patients MH, 

les agrégats dans les prolongements cytoplasmiques sont plus abondants que les agrégats nucléaires 

dans les premiers stades de la maladie (DiFiglia et al., 1997; Gutekunst et al., 1999). Le défaut de 
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transport intracellulaire provoqué par les agrégats de mHtt pourrait expliquer l’accumulation 

préférentielle de la mHtt dans les prolongements neuronaux (Gunawardena et al., 2003; Trushina et 

al., 2004; Reddy and Shirendeb, 2012). De plus, une étude a récemment mis en évidence que les 

processus d’élimination de la mHtt sont moins efficaces au niveau de ces prolongements que dans le 

corps cellulaire des neurones (Zhao et al., 2016). 

 

 
Figure 19- Différentes localisations des agrégats de mHtt. a-b. Les agrégats de mHtt se forment dans le noyau (flèche) et 
dans le cytoplasme (pointe) des cellules (a) et sont ubiquitinylés (b) dans le cortex de patients atteints de la MH. Adapté de 
(Ross and Poirier, 2005a). c-d. Dans les modèles murins de la MH, les agrégats de mHtt présentent des différences de taille 
et de localisation. De larges agrégats sont présents dans le cortex et le striatum des souris N171-82Q (c) alors que de petits 
agrégats sont présents seulement dans le striatum de souris Hdh140 (d).  

Chez les patients atteints de la MH, les agrégats de mHtt sont majoritairement observés dans 

le cortex et le striatum (DiFiglia et al., 1997). Dans les modèles murins, la localisation des agrégats 

peut être variable, par exemple les souris KI Hdh140 présentent de petits agrégats principalement 

dans le striatum alors que dans les souris transgéniques N171-82Q se forment de gros agrégats 

corticaux et striataux (Schilling et al., 1999; Menalled et al., 2003) (Figure 19c et d).  

 

Chez les patients MH, des agrégats sont également observés dans les cellules gliales mais 

beaucoup moins fréquemment que dans les neurones (Shin et al., 2005) (Figure 20a). Une étude de 

Jansen a notamment évalué le nombre d’agrégats de mHtt nucléaire dans les neurones et les cellules 

gliales dans le cerveau de modèles murins transgéniques et KI et de patients MH (Jansen et al., 2017). 

Ils ont montré que les agrégats nucléaires de mHtt étaient présents dans les neurones mais 

également dans les astrocytes, la microglie et les oligodendrocytes mais avec des fréquences très 

différentes (Figure 20b). En effet, dans les stades avancés de la maladie, environ 30 à 50% des 

agrégats sont dans les neurones, 30% dans les cellules gliales S100β positive, 4 à 10% dans les 

astrocytes GFAP, 3 à 10% dans les oligodendrocytes et 0 à 2% dans la microglie. De plus, seuls les 

agrégats neuronaux s’élargissent en fonction de la progression de la maladie. Ces agrégats nucléaires 

dans les neurones persistent donc pendant une longue période dans le temps et l’augmentation de 
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leur taille peut être due à la séquestration de la mHtt nouvellement synthétisée mais également à la 

séquestration d’autres protéines partenaires. Les agrégats de mHtt dans les cellules gliales ne 

changent pas de taille, ces cellules ont donc une meilleure capacité à contenir les agrégats.  

 

 
Figure 20- Les agrégats de mHtt sont présents dans différents types cellulaires. a. Dans le cerveau de patients MH, les 
agrégats de mHtt (EM48) sont observés dans les astrocytes (GFAP) mais sont majoritairement présents dans les neurones. 
(Shin et al., 2005). b. La fréquence des agrégats de mHtt (S829) est différente en fonction des types cellulaires. Adaptée de 
(Jansen et al., 2017). 

Le nombre d’agrégats de mHtt peut être corrélé au niveau protéique de mHtt disponible dans la 

cellule, qui est régulé par la synthèse et la dégradation de la mHtt. Les différences de proportion des 

agrégats entres les neurones et les cellules gliales pourraient donc en partie s’expliquer par des 

capacités de dégradation de la mHtt différentes entre les types cellulaires du SNC (Jansen et al., 

2017). C’est par exemple le cas des astrocytes qui dégradent plus efficacement la mHtt que les 

neurones (Tydlacka et al., 2008; Zhao et al., 2016) (voir paragraphe III.5). Ces différences de 

protéolyse peuvent même se retrouver au sein d’un même type cellulaire. En effet, le marqueur 

S100β marque majoritairement les astrocytes alors que dans le striatum la GFAP marque les 

astrocytes réactifs. Dans les cellules GFAP, les agrégats sont moins fréquents que dans les cellules 

S100β positives (Jansen et al., 2017) et il a été observé que les astrocytes réactifs surexprimaient des 

composants des systèmes de protéostasie cellulaire comme certaines sous-unités de 

l’immunoprotéasome et des protéines chaperonnes (Orre et al., 2014) (voir paragraphe III.5).  

 

 

Le transfert intercellulaire de la mHtt  

De récentes études ont également suggéré que la mHtt agrégée pouvait aussi se propager 

entres cellules et entres régions et ainsi répandre l’agrégation dans des cellules ou régions non-

affectées (Walker and LeVine, 2012). La présence d’agrégats de mHtt dans des allogreffes faites dans 

le striatum de patients atteints de la MH prouve que le transfert de la mHtt est possible in vivo 

(Cicchetti et al., 2014). 
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Pour étudier la sécrétion de la mHtt, plusieurs modèles expérimentaux, de culture cellulaire 

et in vivo de drosophile et de souris, exprimant la Htt sauvage et la mHtt ont été développés (Pecho-

Vrieseling et al., 2014; Babcock and Ganetzky, 2015; Jeon et al., 2016). Ces études montrent une 

sécrétion préférentielle de la mHtt. En effet, son niveau extracellulaire est supérieur à celui de la 

protéine sauvage (Babcock and Ganetzky, 2015; Trajkovic et al., 2017). Une fois libérée, la mHtt entre 

dans une nouvelle cellule et entraîne l’agrégation des protéines solubles présentes dans cette cellule 

réceptrice (Ren et al., 2009; Tan et al., 2015; Ast et al., 2018). 

Les protéines peuvent être sécrétées dans le milieu extracellulaire par plusieurs mécanismes 

appartenant aux voies de sécrétion conventionnelles ou non-conventionnelles. La voie de sécrétion 

appelée conventionnelle utilise un peptide signal présent dans la protéine qui est transloquée de la 

lumière du réticulum endoplasmique jusqu’à l’appareil de Golgi puis des vésicules dérivées de 

l’appareil de Golgi fusionnent avec la membrane plasmique libérant ainsi la protéine dans 

l’environnement extracellulaire (Lee et al., 2004). Les protéines sécrétées peuvent également 

empruntées plusieurs autres voies alternatives, appelées voies non conventionnelles, par transfert 

via des vésicules extracellulaires (exosomes) ou sous forme libre. Les formes libres des protéines 

peuvent être sécrétées par translocation à travers la membrane plasmique, par exocytose via les 

endolysosomes ou même via le processus d’autophagie (Andrews, 2000; Ponpuak et al., 2015) 

(Figure 21). Les neurones peuvent également utiliser les synapses pour sécréter des protéines. Enfin, 

plusieurs types cellulaires, dont les neurones et les astrocytes, forment des nanotubes afin 

d’effectuer des échanges intercellulaires de protéines (Abounit and Zurzolo, 2012).    

Bien que les mécanismes précis ne soient pas complètement compris, plusieurs voies de transfert de 

la mHtt agrégée ont été proposées (Tang, 2018). La mHtt pourrait être sécrétée via les synapses 

(Pecho-Vrieseling et al., 2014), le transport vésiculaire (Babcock and Ganetzky, 2015), les exosomes 

(Jeon et al., 2016; Zhang et al., 2016), les endolysosomes tardifs (Trajkovic et al., 2017) et la 

formation de nanotubes (Costanzo et al., 2013). Ces études montrent principalement le transfert de 

la mHtt entre deux neurones mais récemment, la possibilité de transfert entre les neurones et les 

autres types cellulaires du SNC a été mise en évidence. En effet, une étude a récemment montré 

dans un modèle de drosophile de la MH que la propagation de la mHtt pourrait également se faire 

par phagocytose des agrégats de mHtt par la glie (Pearce et al., 2015). Ces agrégats provoquent 

l’agrégation de la Htt sauvage soluble présente dans la glie et entraînent ainsi la dissémination de la 

pathologie. Ce processus de phagocytose de la glie est médiée par le récepteur de la drosophile 

Draper, analogue aux récepteurs MEGF10 et MERTK chez les mammifères (Pearce et al., 2015). Les 

agrégats de mHtt pourraient être phagocytés avec la membrane des axones environnant par la glie 

via un mécanisme similaire à celui par lequel les synapses en surnombre sont éliminées par les 

astrocytes via les récepteurs MEGF10 et MERTK chez les mammifères (Chung et al., 2013). 
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Figure 21- Les différentes voies non conventionnelles de transfert de protéines. Les protéines peuvent être sécrétées des 
cellules sous forme libre ou dans des vésicules. Les formes libres sont excrétées via la translocation de la membrane 
plasmique ou via le système endolysosomal. Les protéines peuvent également être sécrétées via des vésicules 
extracellulaires comme des exosomes ou encore via des nanotubes. Adaptée de (Goedert et al., 2014). 

 

D’un point de vue anatomopathologique, la MH se caractérise donc par la présence 

d’agrégats intracellulaires de mHtt. La toxicité de ces agrégats dépend de leur nature, leur 

localisation ainsi que du stade de la pathologie. Ces agrégats sont majoritairement présents dans les 

neurones. Cela peut s’expliquer par 1/ une incapacité des neurones post-mitotiques à diluer la 

protéine toxique via les divisions cellulaires ; 2/ une plus faible efficacité de protéolyse dans les 

neurones ; 3/ un défaut des systèmes de protéolyse à détecter la mHtt et les agrégats ; 4/ une 

combinaison de l’ensemble de ces facteurs (San Gil et al., 2017). Plusieurs mécanismes d’élimination 

des protéines existent au sein du SNC (Boland et al., 2018). Dans les cellules, les trois principales 

voies de protéolyse sont les systèmes Ubiquitine-Protéasome (UPS), d’Autophagie-Lysosome ou 

macroautophagie, et l’autophagie-médiée par les chaperonnes (CMA) (Figure 22).   

En condition physiologique, la balance entre la synthèse et la dégradation des protéines est 

essentielle pour le maintien de l’homéostasie protéique cellulaire, également appelée protéostasie 

(Pierzynowska et al., 2018). Les systèmes de protéolyse cellulaire jouent un rôle central dans ce 

contrôle qualité des protéines en dégradant efficacement les constituants dysfonctionnels de la 

cellule (Cortes and La Spada, 2014). La présence d’agrégats neuronaux dans le cerveau de patients ou 

de modèles de la MH suggère un défaut de ces systèmes d’homéostasie protéique, mais les 

mécanismes sous-jacents sont toujours mal compris : est-ce un mécanisme acteur dans la 

pathogenèse de la MH ou plutôt une conséquence suite au déclenchement de la MH ? (Ortega et al., 

2007; Rubinsztein, 2007). 
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Figure 22- Les principaux systèmes de protéostasie cellulaire. Les protéines chaperonnes permettent le bon repliement 
des protéines dans leur conformation fonctionnelle. Si les protéines sont mal conformées, elles peuvent être directement 
dégradées par le système UPS ou s’agréger. Les protéines mal conformées et les agrégats peuvent également être dégradés 
par le système d’autophagie-lysosome. Les chaperonnes peuvent désagréger les agrégats de protéines et participer à la 
dégradation des protéines mal conformées par une forme alternative de l’autophagie, la CMA (Ciechanover and Kwon, 
2017). 

 

2. Le système ubiquitine-protéasome 

a. Description de la voie ubiquitine-protéasome 

i. Définition 

L’UPS est un système de protéolyse cellulaire majeur chez les eucaryotes. Sa découverte a 

notamment valu le prix Nobel de Chimie en 2004 à trois grands chercheurs du domaine : Aaron 

Ciechanover, Avram Hershko et Irwin Rose. L’UPS a lieu dans le noyau et le cytoplasme des cellules et 

est responsable de la dégradation de 80 à 90% des protéines intracellulaires dont les protéines 

régulatrices à courte demi-vie et les protéines mal repliées et endommagées (Lilienbaum, 2013). 

L’UPS est donc impliqué dans le bon fonctionnement de nombreux mécanismes cellulaires 

notamment dans le contrôle du cycle cellulaire, la transcription, la transmission synaptique ou 

encore l’inflammation (Lilienbaum, 2013; Cortes and La Spada, 2014). L’UPS joue également un rôle 

majeur dans la défense contre les protéines mal repliées (Ortega and Lucas, 2014; Tai and Schuman, 

2008). 

La protéolyse par l’UPS est un mécanisme finement régulé. En effet, avant que la protéine ne soit 

dégradée par le protéasome, un processus complexe se met en place afin de sélectionner et de 

marquer la protéine cible par le système d’ubiquitination (Lilienbaum, 2013).  
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ii. L’UPS est composé de deux systèmes successifs 

La dégradation par l’UPS est composée de deux étapes successives : l’ubiquitination qui cible 

et marque les protéines à dégrader puis le protéasome, un complexe multimérique qui assure la 

dégradation (Figure 23). 

 

 
Figure 23- La dégradation par le système UPS. La molécule Ub est activée par l’enzyme E1 puis transférée à l’enzyme de 
conjugaison E2 et enfin liée à la protéine cible par la ligase E3. La protéine polyubiquitinylée est transportée jusqu’au 
protéasome où elle est reconnue, déubiquitinylée et dégradée par les sous-unités catalytiques du protéasome. Ce 
processus peut être régulé par la déubiquitination des protéines cibles par les enzymes DUB. (Ortega and Lucas, 2014). 

L’ubiquitination des protéines cibles 

Le signal de reconnaissance du substrat à dégrader par le protéasome est une chaîne de 

molécules d’ubiquitine (Ub), une petite protéine de 8,5 kDa conservée au cours de l’évolution 

(Glickman and Ciechanover, 2002). L’ubiquitination consiste en la formation d’une liaison covalente 

entre le groupement amine d’une lysine sur la protéine cible et le groupe carboxyle en position C-

terminale de l’Ub. Ce processus est assuré par l’action séquentielle de trois enzymes. Dans la 

première étape, l’activation de l’Ub par l’enzyme d’activation E1 est dépendante de l’ATP. L’Ub 

activée est ensuite transférée à l’enzyme de conjugaison E2. Enfin, dans la troisième étape, la ligase 

E3 catalyse le transfert de l’Ub sur la protéine cible à dégrader (Pickart, 2001) (Figure 23). L’Ub peut 

également être ubiquitinylée à son tour sur une de ses sept lysines, ce qui induit la formation d’une 

chaîne polyubiquitinylée. Chez les eucaryotes, la majorité des protéines est polyubiquitinylée et les 

lysines 48 et 63 de l’Ub sont les sites les plus fréquents de polyubiquitinylation (Lilienbaum, 2013). 

Une chaîne composée d’au moins quatre Ub attachées par la lysine 48 est le principal signal pour la 

reconnaissance et la dégradation par le protéasome (Glickman and Ciechanover, 2002). Les autres 

chaînes Ub peuvent être impliquées dans des mécanismes biologiques différents comme la 

transduction de signaux (Finley, 2009).  

L’ubiquitination est un processus réversible. L’Ub peut être retirée par une enzyme de 

déubiquitination (DUB) (Atkin and Paulson, 2014). Cette enzyme peut modifier les chaînes 

polyubiquitinylées existantes ou enlever complètement les Ub du substrat. Ce phénomène de 

déubiquitination joue deux rôles importants dans la cellule : il permet le recyclage des Ub libres 
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présentes en concentration limitée dans la cellule, et constitue la dernière chance d’échapper à la 

dégradation pour les protéines correctement conformées et ciblées par erreur par le système 

d’ubiquitination (Lilienbaum, 2013).   

Après la conjugaison séquentielle d’Ub, les protéines ciblées sont reconnues et dégradées par le 

protéasome.  

 

La dégradation par le protéasome 

La majorité des protéines polyubiquitinylées sont dégradées par le protéasome 26S. Ce 

complexe protéolytique est composé d’une structure centrale appelé 20S et d’une ou deux sous-

unités régulatrices 19S (Schmidt and Finley, 2014).  

La partie centrale 20S du protéasome est une structure cylindrique, en forme de tonneau, abritant 

les sites actifs de protéolyse. Ce cylindre est constitué de deux types de sous-unités, α et β, formant 

quatre anneaux heptamériques autour d’une cavité (Groll et al., 1997) (Figure 24). Chez les 

eucaryotes, les deux anneaux extérieurs sont composés de sept sous-unités α distinctes alors que 

l’assemblage des sept sous-unités β forme les anneaux intérieurs. Trois des sous-unités β 

contiennent des sites catalytiques actifs avec chacune leur spécificité de clivage : β1 possède une 

activité de type caspase et coupe après les acides aminés acides, β2 avec son activité de type 

trypsine coupe après les acides aminés basiques et β5 a une activité de type chymotrypsine coupant 

après les acides aminés hydrophobes (Schmidt and Finley, 2014). L’entrée dans la cavité est régulée 

par la partie N-terminale des sous-unités α qui forment un portail pour les protéines 

polyubiquitinylées (Groll et al., 2000). Par défaut, le cylindre 20S est fermé et inactif. Les sous-unités 

α doivent être déplacées afin de permettre l’entrée et la dégradation des protéines cibles dans la 

cavité protéolytique. L’ouverture du portail 20S est modulée par des activateurs du protéasome 

(Schmidt and Finley, 2014).  
 

 
Figure 24- Structure du protéasome. Le cœur catalytique 20S est constitué de quatre anneaux constitués des sous-unités α 
et β, formant une cavité dans laquelle se trouve des sites protéolytiques au niveau des sous-unités β. Le cœur catalytique 
est entouré par un ou deux complexes régulateur 19S, composés d’un anneau de six sous-unités ATPases (Rpt1-6) et de 
sous-unités non ATPases (Rpn), comme Rpn1/Rpn2 servant d’échafaudage et Rpn10/Rpn13 servant de récepteurs aux 
protéines ubiquitinylées. Adaptée de (Schrader et al., 2009). 

Le principal activateur est le complexe régulateur 19S, qui se lie au cylindre 20S afin de 

former le protéasome actif 26S. 19S est essentiel pour la reconnaissance, le dépliement et l’entrée 

dans la cavité protéolytique 20S des protéines cibles polyubiquitinylées (Schmidt and Finley, 2014). 

Le complexe 19S se situe à une ou aux deux extrémités de la cavité 20S et est composé de plusieurs 

sous-unités (Dikic, 2017; Vilchez et al., 2014) (Figure 24). Sa base est constituée d’un anneau de six 
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ATPases (Rpt 1 à 6). Ses six ATPases possèdent des fonctions cruciales : 1/ l’ouverture du portail 

formé par les sous-unités α de 20S, 2/ le dépliement des protéines substrats grâce à l’hydrolyse de 

l’ATP et 3/ la translocation vers la cavité centrale de 20S (Smith et al., 2007). Les sous-unités ATPases 

sont accompagnées de sous-unités non ATPases (Rpn) essentielles pour la reconnaissance et la 

déubiquitination des protéines cibles avant leur entrée et leur dégradation dans la cavité de 20S 

(Vilchez et al., 2014). En effet, les sous-unités Rpn 10 et 13 possèdent un domaine de liaison à l’Ub et 

agissent comme des récepteurs des substrats ubiquitinylés (Finley, 2009). La sous-unité Rpn11 a une 

activité déubiquitinase et permet de détacher les Ub du substrat; les chaînes polyubiquitinylées 

n’étant pas dégradées par le protéasome (Lander et al., 2012). 

En plus de la sous-unité régulatrice 19S, d’autres activateurs du protéasome existent comme PA200, 

PA28 (ou 11S) ou PI31 (Schmidt and Finley, 2014). Ces activateurs interagissent également avec le 

cylindre 20S et forment ainsi des isoformes alternatives du protéasome 26S indépendamment de 

l’ATP. En cas de stress et de diminution du taux d’ATP, la cellule peut alors favoriser des mécanismes 

de dégradation indépendants de l’ATP comme la protéolyse par ces isoformes alternatives du 

protéasome mais également l’autophagie, un autre système de dégradation ne nécessitant pas l’ATP 

(voir paragraphe III.3.a) (Lilienbaum, 2013). 

 

Le contrôle précis de la dégradation des nombreuses protéines par le système UPS permet 

une régulation fine de mécanismes cellulaires cruciaux comme la réparation de l’ADN, la prolifération 

cellulaire ou encore la transduction de signaux (Lilienbaum, 2013). Il est donc important que 

l’abondance, l’activité et la composition du protéasome dans la cellule soient finement contrôlées. Il 

existe plusieurs points de contrôle. Des facteurs de transcription peuvent réguler la transcription des 

sous-unités du protéasome, comme le facteur Nrf1 (Radhakrishnan et al., 2010; Schmidt and Finley, 

2014). Les sous-unités du protéasome font également l’objet de nombreuses modifications post-

traductionnelles, notamment des N-acétylation, myristoylation, phosphorylation et clivage par des 

caspases, qui modifient la stabilité du protéasome, son activité protéolytique ainsi que sa localisation 

(Dikic, 2017).  Par exemple, la phosphorylation de la sous-unité α7 du complexe 20S stabilise son 

interaction avec le complexe régulateur 19S pour former le protéasome 26S (Bose et al., 2004). Au 

contraire, une ubiquitination excessive du protéasome lui-même induit sa dégradation par l’autre 

grand système de dégradation cellulaire, l’autophagie  (Dikic, 2017) (voir paragraphe III.3.a.iv).  

 

Au vu des nombreux mécanismes cellulaires régulés par l’UPS, il n’est pas surprenant que le 

système UPS soit impliqué dans plusieurs processus physiopathologiques comme le vieillissement, les 

cancers, les maladies auto-immunes et les MND (Dikic, 2017). En effet, une altération du protéasome 

a été observée dans plusieurs MND, caractérisées par l’accumulation de protéines toxiques dans le 

cerveau (Lin et al., 2013; Orre et al., 2013; Tashiro et al., 2012; Tydlacka et al., 2008). 
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b. Le système ubiquitine-protéasome dans la maladie de Huntington 

Plusieurs études montrent un lien entre UPS et MH. En effet, l’inhibition pharmacologique du 

protéasome induit l’accumulation du fragment N-terminal de la mHtt soluble (Martín-Aparicio et al., 

2001). A l’inverse, une augmentation de l’expression des sous-unités régulatrices du protéasome est 

bénéfique dans plusieurs modèles de la MH : Rpn6 chez C.elegans (Vilchez et al., 2012), Rpn11 chez 

la drosophile (Tonoki et al., 2009) et PA128 dans des neurones striataux en culture (Seo et al., 2007). 

Une augmentation de l’activité d’enzymes ligases E3, comme Hrd1, Parkin ou CHIP, améliore 

également l’élimination de la mHtt et la mort neuronale (Jana et al., 2005; Tsai et al., 2003; Yang et 

al., 2007). De plus, la Htt est ubiquitinylée et interagit avec les protéines du système d’ubiquitination 

comme l’enzyme de conjugaison E2 Ube2K (Kalchman et al., 1996), ce qui montre que la Htt peut 

être ciblée et dégradée par le système UPS (Thompson et al., 2009; Juenemann et al., 2013; Jansen et 

al., 2014). 

 

Cependant, dès la fin des années 90, des études ont révélé, par des marquages histologiques, 

la présence d’Ub et de sous-unités du protéasome dans les agrégats de mHtt dans les cerveaux de 

modèles murins et de patients MH (Davies et al., 1997; DiFiglia et al., 1997). Cette séquestration d’Ub 

et du protéasome peut se faire directement via la mHtt ou indirectement par les protéines associées 

à la mHtt (voir paragraphe III.1.B.ii). L’accumulation d’agrégats de mHtt ubiquitinylés précocement 

dans la maladie suggère un défaut de l’UPS dans la MH. Cependant, le mécanisme par lequel la mHtt 

inhibe le protéasome est encore peu compris.  

De nombreuses études ont cherché à mettre en évidence le rôle de ces agrégats de mHtt dans 

l’inhibition du protéasome mais les résultats sont controversés (Ortega and Lucas, 2014).  En effet, 

des expériences, réalisées dans un modèle cellulaire de la MH ou sur du tissu de cerveaux de patients 

MH, montrent une diminution de l’activité du protéasome (Hunter et al., 2007; Seo et al., 2004). A 

l’inverse, d’autres études ne rapportent pas de défauts du protéasome lorsqu’ils incubent des 

protéasomes 26S isolés avec des agrégats de mHtt produits in vitro ou isolés à partir de cerveaux de 

modèles murins ou de patients MH, mais détectent une diminution de l’activité du protéasome 

lorsque celui-ci est incubé avec des filaments de mHtt isolés (Bennett et al., 2007; Díaz‐Hernández et 

al., 2006). L’activité du protéasome n’est pas non plus diminuée dans les souris KI Hdh150Q par 

rapport aux souris sauvages (Tydlacka et al., 2008). Il est donc difficile de conclure sur l’effet des 

agrégats de mHtt sur l’activité du protéasome à cause des limites de chacune des techniques 

utilisées dans ces expériences pour mesurer l’activité de l’UPS (dégradation de peptides fluorescents 

ou de conjugués ou protéines ubiquitinylés) et les systèmes d’étude utilisés (incubation in vitro avec 

des espèces polyQ à différents stades d’agrégation ou utilisation d’homogénats de tissus animaux ou 

humains). De plus, une étude a récemment montré que le recrutement du protéasome au sein des 

agrégats serait dynamique et réversible et que l’accès des substrats et l’activité catalytique du 

protéasome seraient conservés (Schipper-Krom et al., 2014). 

Sans inhiber directement l’activité du protéasome, la mHtt pourrait bloquer par sa conformation 

l’entrée du protéasome, altérant ainsi la protéolyse cellulaire par l’UPS. Le protéasome ne serait pas 

capable de cliver les longues queues polyQ et libèrerait, en dégradant le reste de la séquence de la 

protéine mHtt, le fragment N-terminal polyQ qui semble être la forme la plus toxique et la plus 
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encline à s’agréger (Holmberg et al., 2004; Koyuncu et al., 2017; Venkatraman et al., 2004). Une 

étude très récente a notamment émis l’hypothèse d’un mécanisme commun à plusieurs maladies 

neurodégénératives, dans lesquelles une forme particulière d’oligomères solubles se lierait à 

l’anneau formé par les sous-unités α du protéasome et bloquerait son ouverture pour accéder à la 

cavité protéolytique (Thibaudeau et al., 2018).  

 

Toutes ces études cherchent à démontrer le défaut de l’UPS dans la MH et l’implication 

directe de la mHtt dans ce mécanisme, mais la diminution de la protéolyse cellulaire pourrait être la 

conséquence du défaut d’un autre mécanisme cellulaire lié à la mHtt. Par exemple, la mHtt interfère 

avec la chaîne respiratoire mitochondriale et diminue donc la production d’ATP (voir paragraphe 

I.3.b.iii). L’UPS étant un système dépendant de l’ATP, une diminution de l’ATP disponible pourrait 

ralentir la dégradation des protéines ubiquitinylées par l’UPS (Orr et al., 2008b). Plus récemment, 

l’hypothèse d’un dysfonctionnement global du système de protéostasie a été proposée (Hipp et al., 

2012). Les protéines chaperonnes sont responsables du repliement correct des protéines et sont 

impliquées dans la modulation de l’agrégation protéique (Hartl et al., 2011) (voir paragraphe III.4.a.i). 

Au cours de la MH, la présence des différentes espèces monomériques ou oligomériques et des 

agrégats de mHtt détournerait les chaperonnes des autres protéines, ce qui induirait un retard de 

maturation des protéines et ainsi l’ubiquitination de ces protéines (Hipp et al., 2012). L’augmentation 

du nombre de protéines ubiquitinylées entrainerait une compétition entre toutes ces protéines au 

niveau de protéasome qui serait alors submergé (Hipp et al., 2012). 

De plus, toutes cex expériences cherchent à mettre en évidence un défaut de l’UPS en s’intéressant à 

l’activité du protéasome sans étudier le système en amont, l’ubiquitination.   

 

La mHtt pourrait donc inhiber directement la dégradation par l’UPS en interagissant avec le 

protéasome soit au niveau de la reconnaissance du substrat, soit au niveau du cœur catalytique, ou 

indirectement en saturant des protéines chaperonnes nécessaires aux fonctions de l’UPS (Bercovich 

et al., 1997; Díaz-Hernández et al., 2003). Malgré les nombreuses études, les mécanismes par 

lesquels la mHtt pourrait affecter la dégradation par l’UPS sont encore peu compris.  

L’UPS est essentiel à de nombreuses fonctions vitales de la cellule. Plusieurs mécanismes cellulaires 

se mettent donc en place pour permettre à la cellule de réagir face à l’altération du protéasome. 

Parmi ces réponses, il existe des actions compensatoires par les autres composants du système 

cellulaire de contrôle qualité des protéines (Dikic, 2017). 
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3. Autophagie 

a. L’autophagie en condition physiologique 

i. Définition 

Le mot autophagie, du grec « auto » pour soi-même et «phagie » pour manger, est un 

mécanisme cellulaire permettant la dégradation des protéines obsolètes et des organelles du 

cytoplasme par le lysosome (Ravikumar et al., 2010).  Ce processus, très conservé au cours de 

l’évolution, a été élucidé pour la première fois grâce à des études sur la levure S. Cerevisiae. Les 

résultats de ces études ont été reconnus comme majeur dans la compréhension des processus 

cellulaires et le principal investigateur de ces études, le docteur Yoshinori Ohsumi, a reçu le prix 

Nobel en 2016 (Pierzynowska et al., 2018). L’analyse génétique des levures a permis l’identification 

de 32 gènes codant pour des protéines impliquées dans le processus d’autophagie (gènes Atg pour 

«AuTophaGy-related genes»). La majorité de ces gènes ont des orthologues chez les mammifères. 

L’autophagie dépend d’une cascade d’interactions entre les protéines Atg (Pierzynowska et al., 

2018).  

 

Contrairement à l’UPS, qui est présent dans le noyau et cytoplasme, l’autophagie a lieu 

seulement dans le cytoplasme. L’autophagie est responsable de la dégradation du matériel 

cytoplasmique de grande taille qui ne peut pas être pris en charge par le protéasome (organelles, 

agrégats protéiques, gouttelettes lipidiques ou bactéries) (Dikic, 2017). Il existe trois grandes formes 

d’autophagie qui délivrent différemment le substrat au lysosome : la microautophagie, la 

macroautophagie et la CMA (Cuervo, 2004) (Figure 25). La microautophagie est un processus de 

dégradation de petits organelles ou composants cytoplasmiques qui sont directement invaginés par 

le lysosome (Mijaljica et al., 2011). Ce processus est encore peu caractérisé et son rôle, notamment 

dans les neurones, est mal compris. La CMA est impliquée dans la dégradation de protéines 

individuelles auxquelles se lient des chaperonnes puis le complexe substrat-chaperonnes est 

transporté jusqu’au lysosome (décrite au paragraphe III.4.a.ii) (Kaushik and Cuervo, 2018). La 

macroautophagie nécessite, contrairement aux deux précédentes, l’intervention de deux organelles : 

l’autophagosome et le lysosome. C’est la forme la plus commune d’autophagie (Pierzynowska et al., 

2018). Nous décrirons dans ce paragraphe ce processus de macroautophagie que nous appellerons 

par la suite autophagie. 
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Figure 25- Les différents types d’autophagie. Il existe trois grandes formes d’autophagie dans la cellule : (1) la forme 
principale est la macroautophagie au cours de laquelle se forme un autophagosome autour du substrat à dégrader qui 
fusionne ensuite avec le lysosome où ce substrat est dégradé, (2) la microautophagie au cours de laquelle les substrats sont 
directement invaginés et fusionnés avec le lysosome et (3) la CMA qui fait intervenir les protéines chaperonnes pour 
amener le substrat jusqu’au lysosome. https://www.novusbio.com/research-areas/autophagy. 

ii. Les étapes de l’autophagie  

L’autophagie peut être divisée en quatre grandes étapes successives : 1/ l’initiation au cours 

de laquelle une double membrane, appelée phagophore, se forme autour des protéines et organelles 

à dégrader, 2/ l’élongation de la double membrane qui se referme et forme l’autophagosome, 3/ la 

fusion de l’autophagosome avec le lysosome, ce qui donne naissance à l’autophagolysosome et enfin 

4/ la dégradation du contenu de l’autophagolysosome et de la membrane interne de ce dernier par 

les enzymes lysosomales , ce qui permet le recyclage des produits de dégradation (acides aminés, 

nucléotides, glucides, acides gras…) pour différents processus cellulaires (Pierzynowska et al., 2018) 

(Figure 26). 
 

 
Figure 26- Les différentes étapes de l’autophagie. Les complexes moléculaires ULK1 et Beclin1 induisent l’initiation de 
l’autophagie au cours de laquelle une double membrane se forme. Au cours de l’élongation, la double membrane, sur 
laquelle s’associe LC3-II après lipidation, se referme autour du substrat à dégrader et forme l’autophagosome.  
L’autophagosome est transporté jusqu’au lysosome où ils fusionnent et forment l’autophagosolysosome. Le contenu de 
l’autophagolysosome est dégradé par les enzymes lysosomales. Une autophagie sélective existe et utilise principalement le 
récepteur p62 pour sélectionner les protéines à dégrader. Adaptée de (Martin et al., 2015). 

 

https://www.novusbio.com/research-areas/autophagy
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L’initiation  

La source de cette nouvelle membrane qui se forme dans le cytoplasme de la cellule est 

débattue et pourrait être multiple. Le phagophore pourrait se former de novo à partir de précurseurs 

moléculaires présents dans le cytosol ou pourrait être généré à partir d’autres membranes cellulaires 

dérivées de la membrane plasmique, de l’appareil de Golgi, des mitochondries ou encore du 

réticulum endoplasmique (RE) (Guo et al., 2018a). Plusieurs études appuient la seconde hypothèse 

en démontrant la contribution du RE dans la formation du phagophore (Hayashi-Nishino et al., 2009).  

 

Deux complexes macromoléculaires sont impliqués dans l’induction de l’autophagosome 

(Figure 26). Le premier est le complexe composé de FIP200/Atg17, la kinase ULK1/Atg1 (UNC-51–like 

kinase 1) et Atg13. La déphosphorylation d’Atg13 et ULK1 entraîne l’activation de cette dernière qui 

phosphoryle FIP200 pour induire la formation de la double membrane autophagique (Pierzynowska 

et al., 2018; Ravikumar et al., 2010). Le principal régulateur d’autophagie est la kinase mTOR 

(mammalian ou mechanistic target of rapamycin), appartenant au complexe mTORC1 qui inhibe 

l’activité de la kinase ULK1, ce qui bloque l’induction de l’autophagie (Pierzynowska et al., 2018) 

(Figure 26). L’autophagie est un mécanisme de dégradation sensible aux signaux de l’environnement 

de la cellule afin de renouveler les nutriments cellulaires. En cas d’épuisement des stocks nutritifs, le 

complexe mTORC1 est donc inhibé et l’autophagie activée.  

Le second complexe impliqué dans cette étape d’initiation est le complexe PI3K-Beclin-1 composé de 

la kinase PI3K de classe III, PI3KIII/ Vps34, accompagnée des protéines Beclin-1/Atg6, Barkor/Atg14 et 

la sérine-thréonine kinase p150/Vps15. L’inhibition de l’activité de la kinase PI3KIII par le 3-

methyladenine (3-MA) ou la wortmannin entraîne l’inhibition de la formation de l’autophagosome 

(Seglen and Gordon, 1982; Blommaart et al., 1997). La stimulation de ce complexe entraîne la 

production de phosphatidylinositol-3-phosphate (PI3P) qui active la nucléation de la double 

membrane (Choi et al., 2013).  

 

L’élongation 

L’élongation de l’autophagosome requière deux réactions de conjugaison similaires à 

l’ubiquitinylation (Choi et al., 2013). La protéine Atg 12 est conjuguée à Atg5 grâce aux enzymes Atg7 

(similaire à l’enzyme E1) et Atg10 (similaire à l’enzyme E2). Le conjugué Atg12-Atg5 forme ensuite un 

complexe avec la protéine Atg16L1 formant un tétramère nécessaire pour l’élongation du 

phagophore qui se dissocie une fois l’autophagosome formé. Le deuxième système de conjugaison 

nécessite la protéine MAP-LC3/Atg8 (Microtubule-associated protein 1 light chain 3). Le précurseur 

LC3 est clivé par la protéase Atg4b pour former la forme LC3-I (forme libre). L’action séquentielle de 

Atg7 et Atg3 (similaire à l’enzyme E2) permet la conjugaison du lipide phosphatisylethanolamine (PE) 

à LC3-I et ainsi la formation de LC3-II (forme conjuguée LC3-PE) (Choi et al., 2013). Contrairement au 

complexe Atg12-Atg5-Atg16L1, LC3-II reste associé à la membrane de l’autophasosome jusqu’à 

fusion avec le lysosome et constitue ainsi un marqueur spécifique de cet organite (Ravikumar et al., 

2010) (Figure 26).  
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La fusion 

Une fois mature, l’autophagosome se déplace sur le réseau de microtubules grâce aux 

moteurs protéiques, kinésine et dynéine, pour rejoindre les lysosomes (Ravikumar et al., 2005; 

Kimura et al., 2008). Dans les cellules de mammifères, le processus de fusion est plus compliqué que 

chez la levure et nécessite, dans un premier temps, une étape de fusion avec l’endosome précoce et 

tardif (Ravikumar et al., 2010). Cette étape intermédiaire permet de diminuer le pH dans 

l’autophagosome afin de fournir les conditions nécessaires à la fusion et l’action des enzymes 

lysosomales (Glick et al., 2010). En effet, l’inhibition de la pompe à protons, ATPase H+, par la 

bafilomycine A1 inhibe la fusion entre l’autophagosome et le lysosome, ce qui prouve la nécessité de 

l’acidité lysosomale pour une fusion normale (Yamamoto et al., 1998).  

Plusieurs protéines sont impliquées dans la fusion entre l’autophagosome et le lysosome : la protéine 

membranaire LAMP1/2 (Lysosomal Membrane Protein), la GTPase Rab7, les protéines Vps de classe 

C, l’ESCRT (endosomal sorting complexes required for transport) et les protéines de la famille des 

SNAREs (SNAP (Soluble NSF Attachment Protein) Receptor) (Ravikumar et al., 2010).  

Dans les neurones, l’autophagosome se forme dans les neurites et la région terminale des synapses 

puis est rétro-transporté jusqu’au soma où réside les lysosomes actifs (Cortes and La Spada, 2014).  

 

La dégradation lysosomale 

Le lysosome renferme plus de cinquante hydrolases acides (peptidases, phosphastases, 

nucléases…). Ces enzymes protéolytiques clivent de façon irréversible des chaînes peptidiques. Les 

protéases peuvent être des exopeptidases en clivant les chaînes polypeptidiques au niveau des 

parties N ou C-terminales, ou des endopeptidases si elles clivent au milieu de la chaîne peptidique 

(Barrett and Rawlings, 2007; Puente et al., 2003). Parmi les protéases, il existe trois sous-types en 

fonction de l’acide aminé présent dans le site actif : les cystéine, aspartyl et sérine cathepsines 

(Kirkegaard and Jäättelä, 2009). La majorité des protéases sont des endopeptidases même si les 

cathepsines B et H peuvent également agir comme exopeptidases et les cathepsines C et X sont 

strictement des exopeptidases (Stoka et al., 2005; Repnik et al., 2012). Les cathepsines sont 

synthétisées sous la forme de précurseurs inactifs, appelés préproenzymes, transférés à travers 

l’appareil de Golgi sous la forme de proenzymes puis sont activées dans le milieu acide du lysosome 

(Turk et al., 2000, 2001; Ishidoh and Kominami, 2002). Les cathepsines ont différents patrons 

d’expression, niveaux d’expression et spécificités, contribuant à leurs fonctions variées. Les 

cathepsines B, H, L et C semblent s’exprimer dans tout le SNC alors que d’autres cathepsines ont une 

expression plus spécifique au sein d’un tissu ou d’un type cellulaire (Pišlar and Kos, 2014).  Bien 

qu’elles soient présentes dans tout le SNC, les cathepsines C et S sont préférentiellement exprimées 

dans les cellules phagocytaires et particulièrement dans les cellules microgliales et la cathepsine X 

dans les astrocytes et la microglie (Liuzzo et al., 1999; Wendt et al., 2007; Koike et al., 2013).  

Les cystéines cathepsines B et L et l’aspartyl cathepsine D sont les plus abondantes dans le lysosome 

et participent activement à la dégradation autophagique. Au sein de l’autophagolysosome, 

l’environnement acide permet l’action des hydrolases qui digèrent les composants enfermés dans la 

structure ainsi que sa membrane interne. L’autophagolysosome devient alors un organite avec une 

simple membrane contenant des composés cytoplasmiques dégradés (Pierzynowska et al., 2018). Les 
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différentes cathepsines pourraient avoir des actions spécifiques lors de cette dégradation, la 

cathepsine B jouerait notamment un rôle dans la dégradation générale du contenu 

autophagolysosomal alors que la cathepsine L interviendrait plutôt dans la dégradation des protéines 

de la membrane comme du marqueur LC3-II (Kaminskyy and Zhivotovsky, 2012). 

iii. L’autophagie sélective 

L’autophagie a d’abord été décrite comme un mécanisme de dégradation aspécifique, mais 

en réalité plusieurs formes d’autophagie sélective ont été identifiées. L’autophagie sélective se 

produit lors de la dégradation spécifique d’une organelle (par exemple mitophagie et ribophagie  

pour la mitochondrie et les ribosomes respectivement), ou d’un substrat (lipophagie, xénophagie ou 

agréphagie pour la dégradation des lipides, pathogènes ou agrégats de protéines). L’autophagie 

sélective est un mécanisme de protection cellulaire important qui peut être activé en dehors de 

carence nutritive par des signaux de stress (Zaffagnini and Martens, 2016). Des récepteurs 

autophagiques jouent un rôle majeur dans ce processus en reconnaissant le substrat cellulaire à 

dégrader afin de l’attacher à la membrane de l’autophagosome en formation. Pour cela, les 

récepteurs se lient à la protéine LC3 sur la membrane par l’intermédiaire de leur région LIR (LC3-

interacting region). Chez la levure, des protéines d’échafaudage, comme Atg11, ont été identifiées 

dans ce processus de recrutement du substrat de dégradation (Lynch-Day and Klionsky, 2010). Chez 

les mammifères, la reconnaissance du substrat lors de l’autophagie sélective fait intervenir dans la 

majorité des cas le système ubiquitine (Dikic, 2017). p62 est le principal récepteur impliqué dans 

l’autophagie sélective, et en particulier dans l’agréphagie, en liant simultanément LC3 et le substrat 

ubiquitinylé (Figure 26).  

 

En condition physiologique, l’autophagie régule l’homéostasie cellulaire en permettant le 

renouvellement des précurseurs métaboliques et l’élimination des débris cellulaires. Mais avec l’âge, 

l’autophagie devient de moins en moins efficace et l’expression de certains gènes liés à l’autophagie 

est diminuée (par exemple Atg 5 et 7 ou beclin-1), ce qui entraîne une baisse de la protéostasie 

cellulaire (Choi et al., 2013; Cuervo and Dice, 2000a). L’autophagie est également impliquée dans de 

nombreux processus pathologiques dans lesquels elle peut influencer positivement ou négativement 

la progression de la pathologie. Elle intervient, par exemple, dans l’élimination des mitochondries 

défectueuses et des agrégats de protéines, en particulier au cours des maladies neurodégénératives 

(Choi et al., 2013) (voir paragraphe III.3.b).   

iv. Les interactions entre les systèmes de protéolyse 

Les systèmes UPS et autophagie-lysosome ont longtemps été considérés comme des 

systèmes indépendants. Mais ces deux voies de protéolyse sont essentielles pour le maintien de 

l’homéostasie cellulaire et leurs activités doivent donc être finement orchestrées (Lilienbaum, 2013).  

Le fait que l’inhibition du protéasome ou sa surcharge induise l’autophagie dans une majorité des 

types cellulaires est un premier indice pour une connexion fonctionnelle de ces deux systèmes (Dikic, 

2017). Dans ce sens, l’autophagie compense les défauts de dégradation du protéasome et prévient 

l’accumulation de protéines potentiellement toxiques. A l’inverse, les preuves montrant l’activation 
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du protéasome en cas de défaut de l’autophagie sont faibles. Ceci peut s’expliquer par le fait que les 

substrats de l’autophagie sont souvent trop larges et complexes pour le protéasome (Ding and Yin, 

2008; Dikic, 2017).  

Bien que la dégradation des protéines et organelles ne puisse pas être compensée dans les deux 

sens, il existe plusieurs niveaux de connexions entre l’UPS et l’autophagie (Lilienbaum, 2013). Les 

deux systèmes de dégradation partagent des effecteurs communs. Le plus évident est l’ubiquitine qui 

peut marquer des protéines pour être dégradées via les deux voies de protéolyse (Dikic, 2017). Le 

choix entre UPS et autophagie va ensuite dépendre de plusieurs paramètres comme le type de 

polymérisation de l’ubiquitine et la structure de la protéine (Lilienbaum, 2013). Après avoir été 

ubiquitinylée, la protéine peut être prise en charge par des adaptateurs protéiques contenant un 

domaine de liaison à l’ubiquitine. Parmi ces adaptateurs, p62, qui peut se lier à la fois à la protéine 

ubiquitinylée et à LC3 présent au niveau de l’autophagosome, entraîne la dégradation de la protéine 

cible par le système autophagie-lysosome (Pankiv et al., 2007). p62 peut également interagir avec les 

sous-unités du protéasome et ainsi amener des protéines cibles pour dégradation par le protéasome 

(Wooten et al., 2006). De plus, des études ont montré que p62 jouait un rôle central dans la 

coordination des deux systèmes en transportant des substrats polyubiquitinylés du protéasome vers  

un autophagosome en cas d’inhibition du protéasome (Dikic, 2017).  

Les deux systèmes de protéolyse peuvent également être connectés via leurs protéines régulatrices 

(Lilienbaum, 2013; Dikic, 2017). En effet, une protéine régulatrice qui active ou inhibe une des deux 

voies de protéolyse, peut être dégradée par l’autre voie. Si la seconde voie de dégradation est 

inhibée, la quantité de la protéine régulatrice est augmentée, ce qui affecte à son tour la première 

voie de protéolyse. C’est par exemple le cas de la protéine LC3, impliquée dans la formation de 

l’autophagosome et la sélection du substrat lors de l’autophagie, ou ULK1, modulant l’induction de 

l’autophagie, qui sont dégradées par le protéasome (Gao et al., 2004; Kuang et al., 2013; Liu et al., 

2016).  

Enfin, l’environnement cellulaire peut orchestrer l’activité des systèmes de protéolyse. Par exemple, 

le niveau d’énergie cellulaire coordonne les deux voies (Lilienbaum, 2013). Lorsque le niveau d’ATP 

est élevé, le système UPS, ATP-dépendant, fonctionne correctement. Au contraire, lorsque le niveau 

d’ATP est faible, l’autophagie qui est indépendante de l’ATP, est stimulée. De plus, l’augmentation 

d’AMP par la diminution d’ATP active la kinase AMPK qui inhibe à son tour mTOR et finalement 

active l’autophagie. Ce mécanisme d’activation de l’autophagie permet de maintenir la protéolyse 

cellulaire et également le recyclage d’acides aminés sans consommer d’ATP (Lilienbaum, 2013). 

b. L’autophagie dans la maladie de Huntington 

L’autophagie est importante pour le bon fonctionnement des neurones. En effet, la délétion 

conditionnelle des gènes Atg5 et Atg7, intervenant dans l’étape d’élongation de l’autophagosome, 

induit une neurodégénérescence et l’accumulation d’inclusions ubiquitinylées, deux caractéristiques 

observées dans les maladies neurodégénératives, et notamment dans la MH (Hara et al., 2006; 

Komatsu et al., 2006). Dans de nombreuses maladies neurodégénératives, le mécanisme 

d’autophagie est dérégulé. Malgré leur étiologie différente, une accumulation de vacuoles 
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d’autophagie dans les neurones en dégénérescence est observée dans toutes ces maladies (Cortes 

and La Spada, 2014).  

i. La mHtt, cible de l’autophagie 

DiFiglia et ses collaborateurs ont été les premiers à observer une colocalisation entre les 

agrégats cytoplasmiques de mHtt et les autophagolysosomes dans le cerveau de patients MH (Sapp 

et al., 1997). Il a été montré plus tard que les formes solubles et agrégées de la mHtt sont toutes les 

deux dégradées par autophagie (Cortes and La Spada, 2014). En effet, l’inhibition de la formation de 

l’autophagosome par le 3-MA ou de la fusion entre l’autophagosome et le lysosome par la 

bafilomycine A1 augmentent le niveau de mHtt soluble et agrégée dans des modèles cellulaires de la 

MH. Au contraire, l’induction de l‘autophagie par la rapamycine, qui inhibe mTOR, stimule la 

dégradation de la mHtt et diminue le niveau protéique de la mHtt soluble et agrégée (Ravikumar et 

al., 2002).  

Comme les deux systèmes de protéolyses de la cellule se compensent (voir paragraphe III.3.a.iv), le 

dysfonctionnement de l’UPS dans la MH induit une augmentation de l’activité autophagique (Cortes 

and La Spada, 2014).  

ii. La Htt dans l’autophagie 

Les mHtt et les agrégats de mHtt sont des substrats de l’autophagie mais la protéine Htt 

semble directement être impliquée dans la régulation de l’autophagie.  

La séquence protéique de la Htt partage des similitudes avec celles de trois protéines impliquées 

dans différentes étape de l’autophagie : Atg11 (reconnaissance du substrat), Atg23 (régulation de la 

formation de l’autophagosome) et Vac8 (induction du phagophore) (Ochaba et al., 2014).  

La Htt participe également à la reconnaissance du substrat de dégradation en facilitant la liaison de 

p62 au substrat ubiquitinylé et à LC3 (Rui et al., 2015). De plus, la Htt interagit avec la kinase ULK1, ce 

qui libère cette dernière de son interaction avec l’inhibiteur mTORC1 et permet ainsi d’induire la 

formation du phagophore. mTOR et la Htt contiennent tous les deux des séquences HEAT riches en 

leucine, ce qui pourrait être à la base de leur interaction avec ULK1 (Rui et al., 2015). La Htt apparaît 

donc comme une protéine d’échafaudage impliquée dans deux étapes majeures de l’autophagie 

sélective : l’initiation de l’autophagosome et la reconnaissance du substrat à dégrader. La Htt 

intervient également dans le transport cellulaire notamment via le réseau de microtubules et régule 

notamment le transport des autophagosomes qui rejoignent les lysosomes pour fusionner (Martin et 

al., 2015).  

La Htt est impliquée dans au moins trois types d’autophagie sélective : l’agréphagie, la lipophagie 

ainsi que la mitophagie (Rui et al., 2015). 
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iii. Les dysfonctions de l’autophagie dans la maladie de Huntington 

Plusieurs hypothèses peuvent expliquer le dysfonctionnement de l’autophagie dans la MH 

(Figure 27). 

Dans les modèles cellulaires et animaux et même chez les patients MH, une diminution de l’activité 

protéolytique par autophagie est observée mais contrairement aux autres maladies 

neurodégénératives, le flux autophagique ne semble pas impacté et est même augmenté dans la MH 

(Martinez-Vicente et al., 2010; Wong and Cuervo, 2010). De plus, l’augmentation du nombre de 

vacuoles autophagiques a été observée dans le striatum de plusieurs modèles murins et chez les 

patients MH (Cortes and La Spada, 2014). Les travaux du groupe d’Ana-Maria Cuervo ont montré que 

la formation des autophagosomes, la fusion avec le lysosome et l’activité protéolytique dans le 

lysosome n’étaient pas impactées. Ce groupe a cependant observé la présence d’autophagosomes 

vides dans des modèles cellulaires et murins de la MH due à une altération dans la reconnaissance du 

substrat à dégrader (Martinez-Vicente et al., 2010) (Figure 27). L’interaction anormale entre la mHtt 

et p62 pourrait être à l’origine de ce défaut de reconnaissance du substrat (Martinez-Vicente et al., 

2010). La présence de la mHtt dans les membranes de plusieurs organelles cellulaires peut 

également diminuer leur reconnaissance lors de la formation de l’autophagosome (Wong and 

Cuervo, 2010). Cette séquestration inefficace du substrat à dégrader lors de l’autophagie entraîne 

une dérégulation importante de l’homéostasie cellulaire comme des défauts du métabolisme 

mitochondrial avec production accrue d’espèces réactives de l’oxygène (ROS) et l’agrégation de 

protéines (Wong and Cuervo, 2010). De plus, la mutation de la mHtt altère sa régulation du transport 

vésiculaire, ce qui affecte la motilité des autophagosomes (Wong and Holzbaur, 2014; Martin et al., 

2015) (Figure 27). 
 

 
Figure 27- Les défauts de l’autophagie au cours de la MH. Le processus d’autophagie peut être impacté à plusieurs étapes 
par l’expression de la mHtt au cours de la MH. Les agrégats de mHtt peuvent séquestrer la protéine mTOR et ainsi induire 
l’autophagie. Un défaut de reconnaissance du substrat, en partie dû à l’interaction entre la mHtt et p62, et un défaut de 
transport des autophagosomes jusqu’au lysosome entraîne l’accumulation d’autophagosomes vides. A l’inverse, la 
séquestration de Beclin-1 entrainerait une inhibition de l’induction de l’autophagie. Adaptée de (Martin et al., 2015). 
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Les agrégats de mHtt séquestrent d’autres protéines qui sont souvent inactivées sous forme 

agrégées dont mTOR, dont l’inhibition active l’autophagie (Figure 27). L’inhibition de mTOR par son 

agrégation pourrait être un effet protecteur des agrégats de mHtt (Ravikumar et al., 2004). 

Cependant, à cause du défaut de reconnaissance du substrat et de transport des autophagosomes 

dans la MH décrits ci-dessus, le flux autophagique reste inefficace et les autophagosomes vides 

s’accumulent dans le cytoplasme. La séquestration de Beclin-1 dans les agrégats de mHtt a 

également été observée dans les souris transgéniques R6/2 et le cerveau de patients MH (Shibata et 

al., 2006). Beclin-1 fait partie du complexe PI3K, essentiel pour l’induction de l’autophagie. La 

séquestration de Beclin-1 dans les cellules neuronales de patients MH pourrait donc avoir l’effet 

inverse à la séquestration de mTOR (Figure 27).  

De plus, chez les patients atteints de la MH, une augmentation de l’activité des cathepsines est 

observée, notamment les cathepsines B, D, L et H (Mantle et al. 1995). Plus récemment, dans des 

modèles cellulaires, l’utilisation d’inhibiteurs pharmacologiques et d’ARN interférents a permis 

d’identifier les cathepsines L et Z comme essentielles dans la dégradation spécifique des protéines 

comportant une queue polyglutamine comme la mHtt (Bhutani et al. 2012).  En effet, les cathepsines 

L et Z mais également B et D sont particulièrement impliquées dans le métabolisme du fragment N-

terminal de la Htt et jouent donc un rôle important dans la MH (Stoka et al. 2016). Dans le SNC, 

d’autres cathepsines moins connues, comme les cathepsine C et S, sont majoritairement présentes 

dans la microglie activée et seraient impliquées dans les processus de neuroinflammation (Koike et 

al. 2013 ; Wendt et al. 2008). 

 

La macroautophagie semble donc être généralement activée dans la MH mais le défaut de 

reconnaissance du substrat à dégrader et de transport des autophagosomes rend inefficace la 

protéolyse par ce mécanisme. D’autres formes d’autophagie existent dans la cellule comme la CMA, 

qui fait intervenir un ensemble de protéines appartenant à la famille des chaperonnes.  

4. Les protéines chaperonnes 

a. Définition 

i. Les protéines chaperonnes 

Les cellules des mammifères expriment plus de 10 000 protéines différentes qui sont 

synthétisées par les ribosomes sous forme d’une chaîne linéaire d’acide aminés (Hartl et al., 2011). 

Ces nouvelles protéines doivent atteindre une conformation tridimensionnelle pour effectuer 

correctement leurs fonctions biologiques (Sheikh et al., 2013). Le bon repliement des nouvelles 

protéines synthétisées est assuré par les chaperonnes, protéines majeures du système contrôle-

qualité protéique de la cellule. Elles contrôlent également la bonne conformation des protéines tout 

au long de leur vie dans la cellule en corrigeant le repliement de protéines mal conformées et 

prévenant ainsi leur agrégation (Hartl et al., 2011; Bose and Cho, 2017). Cette surveillance 

permanente est essentielle puisque les protéines mal conformées peuvent être toxiques pour la 
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cellule. Les protéines chaperonnes participent également à la dégradation de ces protéines mal 

conformées en interagissant avec les systèmes de protéolyse (Figure 30) (voir paragraphe III.4.a.iii).  

Les chaperonnes sont donc des protéines ubiquitaires définies comme des protéines qui 

interagissent et stabilisent les protéines ou les aident à acquérir une conformation appelée native 

sans être présentes dans leur structure finale et fonctionnelle (Hartl and Hayer-Hartl, 2009). La 

majorité des chaperonnes appartiennent aux protéines du stress (Hsp, heat shock proteins), qui sont 

induites par différentes situations de stress cellulaire comme les chocs thermiques ou le stress 

oxydatif (Ciechanover and Kwon, 2017). La régulation transcriptionnelle de cette réponse est 

contrôlée par les facteurs de transcription HSF (Heat Shock transcription Factor) dont l’activité 

dépend du niveau cellulaire de chaperonnes et de protéines mal conformées (Bose and Cho, 2017). 

Le génome humain code pour quatre HSF, HSF1-4, mais le facteur HSF1 est le principal régulateur de 

la réponse des protéines Hsp face à un stress (Morimoto, 2011). L’activité de HSF est régulée par une 

boucle auto-régulatrice dans laquelle l’expression des chaperonnes Hsp, particulièrement Hsp70 et 

Hsp90, inhibe la transcription de HSF1. Bien que ces chaperonnes aient été initialement décrites 

comme des protéines répondant à un stress cellulaire, il est maintenant établi que la majorité de ces 

protéines chaperonnes sont exprimées constitutivement et impliquées dans le maintien permanent 

de la protéostasie cellulaire (Reis et al., 2017). 

 

Il existe plusieurs classes de chaperonnes basées sur leur poids moléculaires : Hsp40, Hsp60, 

Hsp70, Hsp90, Hsp100 et les petites Hsp (sHsp) (Hartl et al., 2011). Chaque classe est composée de 

plusieurs membres qui ont des séquences et des domaines fonctionnels communs. Plusieurs co-

chaperonnes assistent les chaperonnes dans leur fonction comme la famille des protéines BAG (Bcl-

2-associated athanogene), les protéines TPR (tetratricopeptide repeat ; par exemple CHIP, Hip, Hop) 

et les co-chaperonnes contenant un domaine J (DnaJ/Hsp40) (Bose and Cho, 2017). Les différentes 

chaperonnes peuvent avoir une spécificité de substrat, une localisation et un mécanisme d’action 

différent (Bose and Cho, 2017). Les chaperonnes et co-chaperonnes font partie d’un réseau 

complexe appelé « chaperome » qui  régule la fonction du protéome cellulaire. Alors que les 

fonctions des chaperonnes individuelles sont assez bien connues, les analyses sur la dynamique du 

chaperome et les connections entre toutes ces protéines sont limitées (Brehme et al., 2014).   

Les sHsps ont toutes en commun leur petite taille (inférieur à 40 kDa) ainsi qu’un domaine 𝛼-

crystalline conservé de 90 résidus (Muchowski and Wacker, 2005). Elles s’assemblent en une large 

structure oligomérique afin d’inhiber par exemple l’agrégation des protéines en collaboration avec 

Hsp70 ou de participer à la dégradation des protéines mal conformées ou dénaturées par UPS (Sun 

and MacRae, 2005). La famille des Hsp60 intervient aux premiers stades du repliement des protéines 

et possède un mode d’action particulier en enfermant le substrat dans une cavité (Saibil, 2013) . Chez 

les eucaryotes, Hsp60 (chaperonine du groupe I) est présente dans la mitochondrie et coopère avec 

Hsp10 alors qu’une seconde classe de chaperonine (groupe II) agit dans le cytosol des eucaryotes 

sans Hsp10 (Muchowski and Wacker, 2005). Les chaperonnes Hsp100 appartiennent à la famille des 

protéines AAA+ (adenosine triphosphatase) qui ont en commun un domaine ATPase et forme une 

large structure composée d’anneaux (Muchowski and Wacker, 2005). Elles sont principalement 

impliquées dans la régulation de l’agrégation et peuvent désagréger les protéines ou solubiliser les 
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agrégats existants en collaboration avec Hsp70 (Saibil, 2013; Maiti et al., 2014). L’ensemble des 

protéines chaperonnes représente environ 10% du protéome cellulaire et les familles Hsp70 et Hsp90 

correspondent à eux seuls presque à la moitié des chaperonnes (Ciechanover and Kwon, 2017; Reis 

et al., 2017). Hsp70 et Hsp90 sont des chaperonnes très interactives et fonctionnent avec de 

nombreux partenaires et co-facteurs (Saibil, 2013; Lackie et al., 2017).  

 

Hsp70 est la famille des chaperonnes la plus conservée à travers l’évolution. Cette chaperonne, 

abondante et ubiquitaire, participe à la régulation de nombreux processus biologiques. En effet, elle 

intervient dans les premiers stades de la conformation des protéines néosynthétisées, le trafic des 

protéines vers la membrane, les interactions protéiques, le repliement ou dégradation des protéines 

mal conformées et la désagrégation (Kampinga and Craig, 2010; Lackie et al., 2017; Bose and Cho, 

2017). Ce large spectre de fonctions est permis par l’existence de plusieurs formes de Hsp70, 

constitutive (Hsc70) ou induite par un stress (Hsp70) mais également par le recrutement de co-

chaperonnes et par la coopération avec d’autres protéines chaperonnes (Mayer and Bukau, 2005). 

Hsp70 est composée de deux domaines distincts : un domaine N-terminal de liaison à l’ATP et un 

domaine C-terminal qui se lie au substrat (Figure 28a). Hsp70 reconnait le substrat protéique par 

l’intermédiaire d’une courte séquence hydrophobe riche en leucine exposée à la surface des 

protéines (Rüdiger et al., 1997). L’activité de Hsp70 dépend de son interaction avec plusieurs co-

chaperonnes dont les plus importantes sont les Hsp40 et les facteurs d’échange nucléotidique (NEF) 

(Kampinga and Craig, 2010) (Figure 28b). Hsp40, également appelé protéine J, est une vaste famille 

de chaperonnes. Elle joue principalement le rôle de co-chaperonne de Hsp70 en interagissant 

directement avec et en stimulant son activité ATPase. Hsp40 est constitué de trois domaines (Figure 

28a). En N-terminal se situe un domaine J très conservé d’environ 70 acides aminés. Ce domaine J est 

suivi d’une région riche en glycine et phénylalanine (G/F) servant de domaine de liaison. Enfin, le 

domaine de liaison au substrat en C-terminal peut contenir un motif en doigt de zinc (Cheetham and 

Caplan, 1998). Les protéines J peuvent être divisées en trois sous-types suivant la composition de 

leur domaine (Cheetham and Caplan, 1998). La classe I (DNAJA) contient les trois domaines décrit ci-

dessus. La classe II (DNJAB) contient le domaine J suivi de la région G/F mais pas de motif en doigt de 

zinc. La classe III (DNAJC) n’est composé que du domaine J qui peut se retrouver n’importe où dans la 

protéine. La présence d’un motif Histidine-Proline-Acide aspartique (HPD) en position 32-34 du 

domaine J est essentielle pour l’interaction avec Hsp70. La substitution de l’histidine par une 

glutamine empêche le domaine J d’interagir avec Hsp70 (Michels et al., 1999). Une protéine Hsp40 

tronquée avec seulement le domaine J ne stimule plus l’activité ATPase de Hsp70 et agit comme un 

mutant dominant négatif sur la protéine Hsp40 endogène (Michels et al., 1999). 

  

Hsp90 est également une famille de chaperonnes très conservées et abondantes dans la cellule mais 

contrairement à Hsp70, elle intervient plus tardivement dans le repliement des protéines. En effet, 

Hsp90 facilite la maturation finale de ses substrats et permet de stabiliser leur conformation (Bose 

and Cho, 2017; Lackie et al., 2017). Il existe dans le protéome humain une forme constitutive 

(Hsp90α) et une forme inductible (Hsp90β) (Maiti et al., 2014). Les kinases, les facteurs de 

transcriptions et les récepteurs aux hormones stéroïdiennes font partie des clients de Hsp90, ce qui 
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indique que Hsp90 n’intervient pas uniquement dans la régulation du repliement des protéines mais 

contribue à d’autres processus cellulaires variés comme la signalisation, le transport intracellulaire ou 

encore la dégradation des protéines (Lackie et al., 2017).  

 
 

 
Figure 28- Le repliement des protéines par le système Hsp70/Hsp40. a. Struture des chaperonnes Hsp70 et Hsp40. b. A 
l’état basal, l’activité ATPase de Hsp70 est faible. Les protéines J/Hsp40 recrutent le substrat (1) et stimulent l’activité 
ATPase de Hsp70 qui acquière une haute affinité pour le substrat protéique (2). L’hydrolyse de l’ATP permet le repliement 
de la protéine cible par Hsp70 (3). Les protéines NEF sont ensuite recrutées (4) et facilitent la libération de l’ADP (5) et le 
recrutement de l’ATP (6). Hsp70 retrouve ainsi son état basal et peut de nouveau recruter une protéine non repliée via la 
protéine J (7). (Kampinga and Craig, 2010). 

Les chaperonnes sont donc des protéines essentielles dans le maintien de l’homéostasie 

cellulaire en se chargeant du bon repliement des protéines dès leur synthèse et tout au long de leur 

vie leur permettant ainsi d’agir correctement. Si ce repliement se fait mal, les chaperonnes 

interviennent également dans la dégradation des protéines mal conformées. 

 

ii. L’autophagie médiée par les chaperonnes 

Afin de prévenir l’accumulation de protéines agrégées à l’origine de pathologies, les 

neurones utilisent un ensemble de protéines chaperonnes qui participent au bon repliement des 

protéines. Si cette tentative échoue, les chaperonnes peuvent également faciliter la dégradation de 

ces protéines mal conformées en interagissant avec l’UPS ou le système autophagie-lysosome 

(Ciechanover and Kwon, 2017). De plus, la CMA est un type d’autophagie très sélectif et constitutif 

faisant intervenir les protéines chaperonnes et des récepteurs lysosomaux pour dégrader les 

protéines cibles.  La CMA a été, jusqu’à présent, seulement décrit chez les oiseaux et les mammifères 

(Kaushik and Cuervo, 2018). Une des caractéristiques de cette voie de dégradation est qu’elle 

sélectionne individuellement ces substrats via un motif pentapeptidique consensus, KFERQ, présent 

dans leur séquence. Ce motif de reconnaissance est présent dans environ 40% des protéines des 

mammifères. Mais ce même type de motif peptidique peut être également généré à partir d’autres 

séquences protéiques par des modifications post-traductionnelles, augmentant ainsi le nombre de 
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substrats potentiels pour la CMA (Kaushik and Cuervo, 2018).  Ce grand nombre de substrats indique 

que la CMA est un système régulant de nombreux processus biologiques dans la cellule.  

 

La CMA s’effectue en plusieurs étapes : 1/ la reconnaissance du substrat et le ciblage au 

lysosome, 2/ la liaison au lysosome et le dépliement du substrat, 3/ la translocation du substrat dans 

la lumière du lysosome et 4/ la dégradation du substrat (Cuervo and Wong, 2014) (Figure 29).  

Lors de la première étape, la protéine cible contenant le motif KFERQ est reconnue par la 

chaperonne Hsc70 dans le cytosol. Plusieurs autres chaperonnes sont impliquées dans ce processus 

comme Hsp40, Hsp70 et Hip (Cai et al., 2015). Une fois lié à Hsc70, le substrat est transporté à la 

surface du lysosome où il interagit avec la queue cytosolique du récepteur LAMP2A (lysosome-

associated membrane protein type 2A). Le niveau cellulaire et la conformation de LAMP2A sont 

critiques pour le déroulement de la CMA, c’est le point limitant de ce processus. Il existe 3 variants 

d’épissage du gène codant pour LAMP2. LAMP2A, LAMP2B et LAMP2C ont des régions luminales 

identiques mais des régions transmembranaires et cytosoliques différentes. LAMP2A est le seul 

requit pour la CMA et le meilleur critère pour déterminer si la dégradation d’une protéine se produit 

via la CMA (Kaushik and Cuervo, 2018). La protéine substrat peut se lier au récepteur LAMP2A dans 

un état replié, mais pour traverser la membrane lysosomale, elle doit impérativement être dépliée 

(Salvador et al., 2000). Ce dépliement est effectué par la chaperonne Hsc70 avec l’aide de ses co-

chaperonnes (Cuervo and Wong, 2014).  

 
Figure 29- Les différentes étapes de la CMA. Dans le cytosol, Hsc70, avec ses co-chaperonnes, reconnait la protéine cible 
exhibant un motif KFERQ (1) et les transporte jusqu’au lysosome (2). A la surface du lysosome, la protéine cible interagit 
avec le récepteur LAMP2A. LAMP2A s’oligomérise (3) et permet la translocation de la protéine cible avec l’aide de Lys-
Hsc70, la forme lysosomale de Hsc70 (4). Une fois dans la lumière du lysosome, la protéine cible est dégradée (5). LAMP2A 
revient alors à sa conformation monomérique. (Cuervo and Wong, 2014). 

LAMP2A est présent sous forme de monomère au niveau de la membrane du lysosome mais peut 

former un complexe multimérique en s’associant à d’autres protéines (Bandyopadhyay et al., 2008).  

Dans un premier temps, le substrat CMA se lie à la forme monomérique de LAMP2A et cette 

interaction conduit à l’oligomérisation de LAMP2A en un complexe de 700 kDa indispensable à la 

translocation du substrat dans la lumière du lysosome (Cai et al., 2015). Hsp90 stabilise LAMP2A à la 

membrane du lysosome et participe à la régulation de son oligomérisation (Bandyopadhyay et al., 

2008). La translocation de la protéine cible nécessite également la présence d’une forme particulière 

de Hsc70 résidente dans le lysosome (lys-Hsc70) (Cuervo and Wong, 2014). Les lysosomes ne 
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comportant pas cette chaperonne ne peuvent pas dégrader le substrat via la CMA (Kaushik and 

Cuervo, 2018).  

Une fois transloquée dans la lumière du lysosome, la protéine cible est dégradée par les protéases 

lysosomales et LAMP2A se désassemble rapidement du complexe de translocation pour revenir à sa 

forme monomérique et ainsi se lier à de nouveaux substrats (Figure 29). L’activité CMA est fortement 

associée au niveau de LAMP2A à la membrane du lysosome (Cuervo and Dice, 1996). La synthèse et 

la dégradation de LAMP2A et sa redistribution de la lumière à la membrane lysosomale contribuent à 

la modulation du niveau de LAMP2A et ainsi à l’activité de la voie de dégradation CMA (Cai et al., 

2015). Jusqu’à ce jour, il a été montré que deux protéines, GFAP et EF1α, étaient impliquées dans la 

régulation de l’assemblage/désassemblage de LAMP2A. En effet, l’association de la GFAP au 

complexe de translocation contribue à sa stabilisation (Cuervo and Wong, 2014).  

iii. Interactions entre les chaperonnes et les systèmes de 
protéolyse 

Les protéines chaperonnes sont en première ligne pour détecter les protéines mal 

conformées et les diriger, si nécessaire, vers les systèmes de dégradation (Tyedmers et al., 2010; 

Lilienbaum, 2013). 

Comme nous avons pu le voir, Hsp70 et Hsp90, en association avec leur co-chaperonnes, jouent un 

rôle majeur dans le système de contrôle-qualité protéique de la cellule et interagissent ainsi avec les 

autres voies de ce système, UPS et autophagie (Reis et al., 2017). Hsp90 participe à la stabilisation 

des protéines et inhibe leur ubiquitination et leur dégradation. Au contraire, Hsp70 peut rediriger des 

protéines mal repliées vers les systèmes de dégradation en favorisant leur ubiquitination (Kettern et 

al., 2010; Reis et al., 2017) (Figure 30). Par exemple, CHIP, une co-chaperonne des deux grandes 

familles Hsp, peut atténuer l’activité ATPase et de repliement de Hsp70 et agir comme une ligase E3 

pour faciliter le transfert d’une chaîne polyubiquitinylée sur la protéine mal repliée (Ballinger et al., 

1999; Jiang et al., 2001). D’autres co-chaperonnes comme les BAG participent également à la 

coordination entre les différents systèmes de protéostasie. Bag-1 joue un rôle dans l’interaction 

entre Hsp70 et le protéasome alors que Bag-3, qui est associé aux Hsps et également à p62, favorise 

la dégradation des substrats par autophagie (Gamerdinger et al., 2011; Lilienbaum, 2013) (Figure 30). 

Le ratio BAG3/BAG1 régule donc la dégradation par autophagie comparée à celle par UPS et 

augmente au cours du vieillissement afin de favoriser l’autophagie (Gamerdinger et al., 2011).  
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Figure 30- Interactions des chaperonnes avec les systèmes de protéolyse cellulaire. Les chaperonnes sont responsables du 
repliement des protéines. Si ce repliement se fait mal, les chaperonnes peuvent également diriger les protéines vers les 
systèmes de dégradation de la cellule, UPS, autophagie et CMA. Certains complexes de chaperonnes sont également 
capable de désagréger les agrégats formés par les protéines mal conformées. Adapté de (Ciechanover and Kwon, 2017). 

La CMA n’agit pas non plus complétement indépendamment des autres voies de 

dégradation. Au contraire, l’activité de la CMA est étroitement coordonnée aux autres formes 

d’autophagie mais également avec le système UPS (Wong and Cuervo, 2010; Park and Cuervo, 2013). 

Les points d’interactions entre la CMA et les autres systèmes de protéolyse sont multiples et vont 

dans les deux sens. En effet, lorsque l’activité de la macroautophagie et de l’UPS est diminuée, la 

CMA est suractivée (Kaushik et al., 2008; Koga et al., 2011a). A l’inverse, une forte activation de la 

macroautophagie est induite lorsque la CMA est bloquée (Massey et al., 2006). Bien que la 

macroautophagie et la CMA puissent se compenser en général, leurs fonctions sont bien distinctes et 

non redondantes et leur perte de fonctions finit par devenir évidente (Cuervo and Wong, 2014; 

Kaushik and Cuervo, 2018). L’inhibition de la CMA impacte également le fonctionnement du système 

UPS en perturbant le recyclage des sous-unités du protéasome et donc son assemblage (Massey et 

al., 2008).   

 

L’interaction de ces systèmes permet le maintien de la protéostasie (Schmidt and Finley, 

2014). La compensation entre ces systèmes peut en partie expliquer l’apparition tardive de plusieurs 

maladies liées à l’âge dans lesquelles une perte de l’homéostasie protéique est finalement observée 

(Cuervo and Wong, 2014). 

b. Les chaperonnes dans la maladie de Huntington 

i. Les protéines chaperonnes 

Les maladies neurodégénératives, caractérisées par l’agrégation de protéines, défient le 

système de protéostasie cellulaire. Dans la MH, il a été montré que plusieurs chaperonnes peuvent 

moduler la toxicité lié à la mHtt par différents mécanismes et agir en synergie afin d’atténuer la 

progression de la maladie (Koyuncu et al., 2017).  
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Les chaperonnes peuvent inhiber l’agrégation de la mHtt en prévenant les changements 

conformationels dans la protéine mutée. Hsp40 et Hsp70 ont été étudiés seules ou en combinaison 

dans différents modèles de la MH. Alors que la surexpression de Hsp40 inhibe efficacement 

l’agrégation de la mHtt et sa toxicité en culture cellulaire (Jana et al., 2000; Sittler et al., 2001; Rujano 

et al., 2007), en culture de neurones primaires (Zhou et al., 2001) et dans des modèles murins de la 

MH (Labbadia et al., 2012; Popiel et al., 2012; Kakkar et al., 2016), les effets de la surexpression de 

Hsp70 sur la réduction des agrégats de mHtt sont plus controversés (Reis et al., 2017). En effet, 

l’efficacité d’inhibition de l’agrégation de la mHtt dépendrait de l’isoforme de Hsp70 utilisée. Par 

exemple, la surexpression de la forme constitutive Hsc70 diminue le nombre d’agrégats de mHtt 

dans des cellules Neuro2a, alors que la surexpression de la forme inductible Hsp70 ne modifie pas ce 

nombre (Jana et al., 2000). En revanche, la co-expression de Hsp40 et Hsp70 réduit de manière 

synergique l’agrégation de la mHtt (Sittler et al., 2001; Rujano et al., 2007).  

L’implication dans la diminution de l’agrégation d’autres familles de chaperonnes a également été 

étudiée au cours de la MH, comme les sHsps et Hsp100. Il a été notamment montré que Hsp27 et 

Hsp104 réduisent la toxicité lié à la mHtt dans des cultures primaires de neurones striataux et in vivo 

dans un modèle lentiviral de rat sans diminuer le nombre total d’agrégats de mHtt (Perrin et al., 

2007). En effet, la surexpression de ces deux chaperonnes entraînent un changement de la 

distribution des agrégats avec moins de gros agrégats nucléaires et plus de petits agrégats non 

nucléaires. Le fait de ne pas voir de modifications du nombre total d’agrégats peut partiellement être 

expliqué par la survie des neurones striataux qui gardent ainsi leurs agrégats. Dans une étude 

similaire, la surexpression de Hsp27 dans un modèle cellulaire de la MH diminue la toxicité lié à la 

mHtt et la production de radicaux libres sans altérer le nombre d’agrégats (Wyttenbach et al., 2002).  

Comme dernier mécanisme de défense, les protéines chaperonnes peuvent aussi directement 

dissoudre les agrégats déjà formés. Chez les mammifères, la famille des Hsp100 et le duo 

Hsp70/Hsp40, notamment les protéines HSP110, HSPA1A et DNAJA1 et DNAJB1, sont connues pour 

avoir ses capacités désagrégeantes (Ciechanover and Kwon, 2017). L’ensemble de ces études 

montrent que les chaperonnes peuvent améliorer la neurodégénérescence par plusieurs mécanismes 

différents. 

 
Les chaperonnes peuvent également agir à différents stades du processus d’agrégation de la 

mHtt comme la nucléation, l’élongation et la fragmentation des fibrilles (Balchin et al., 2016). Par 

exemple, les protéines DNAJB6 et DNAJB8 de la famille des HSP40 interagissent directement avec le 

noyau d’agrégation et préviennent ainsi l’agrégation de la mHtt, alors que la majorité des autres 

chaperonnes interviennent plus tard en inhibant la formation des formes oligomères plus toxiques 

ou l’expansion des agrégats avec la séquestration des autres protéines (Muchowski et al., 2000; Gillis 

et al., 2013; Koyuncu et al., 2017). La chaperonine TRiC piège, par exemple, la partie N-terminale de 

queue polyQ de la mHtt et force son changement de conformation oligomérique en conformation 

fibrillaire moins toxique (Tam et al., 2009). 

La famille de Hsp90 ne module pas directement l’agrégation de la mHtt. En effet, la surexpression de 

plusieurs membres de cette famille ne réduit pas le nombre d’agrégats (Koyuncu et al., 2017). Au 

contraire, l’inhibition de Hsp90 entraine une diminution de l’agrégation de la mHtt dans des cultures 
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cellulaires et des organismes modèles de la MH (Koyuncu et al., 2017). Hsp90 interagit avec la mHtt 

et la stabilise. Par conséquent, lorsque Hsp90 est inhibée, la mHtt n’est plus stabilisée et va ainsi être 

plus dégradée (Baldo et al., 2012). De plus, l’inhibition de Hsp90 induit l’activation du facteur HSF1 

qui induit la transcription des chaperonnes qui peuvent alors moduler l’agrégation de la mHtt.  

 

Enfin, les chaperonnes peuvent favoriser la dégradation de la mHtt par les systèmes de protéolyse de 

la cellule (Koyuncu et al., 2017). En effet, il a été montré que la co-chaperonne CHIP, une ligase E3, 

interagit avec la mHtt et induit son ubiquitination et ainsi sa dégradation par le protéasome (Connell 

et al., 2001; Jana et al., 2005). La co-chaperonne Bag-1 interagit également avec la mHtt et favorise 

sa dégradation (Jana and Nukina, 2005; Sroka et al., 2009). 

 

L’ensemble de ces études montre que les protéines chaperonnes sont des modulatrices importantes 

de l’agrégation de la mHtt et de sa toxicité dans la MH. Mais il a été montré que les agrégats peuvent 

séquestrer les chaperonnes comme Hsc70 et Hsp70 et leur co-chaperonnes Hsp40, ce qui pourrait 

contribuer au défaut de protéostasie observé dans la MH (Koyuncu et al., 2017; Reis et al., 2017). 

Cependant, Hsp70 aurait la capacité de s’associer et de se dissocier rapidement des agrégats de mHtt 

et resterait ainsi actif (Kim et al., 2002; Chai et al., 2002). Hsp70 pourrait donc réguler la formation 

des agrégats en s’occupant du bon repliement, de la solubilisation ou de la dégradation des protéines 

agrégées, ou en favorisant la séquestration des formes toxiques de la mHtt dans les agrégats 

(Muchowski and Wacker, 2005).  

Cependant, l’expression de ces chaperonnes, et plus particulièrement de Hsp70 et Hsp40, est 

progressivement diminuée dans le cerveau de modèles animaux de la MH due à la combinaison 

d’une séquestration de facteurs de transcription et d’une dérégulation transcriptionnelle (Hay et al., 

2004; Yamanaka et al., 2008; Labbadia and Morimoto, 2013). De plus, une analyse de l’expression du 

chaperome dans le cerveau humain de Brehme et collaborateurs a identifié un ensemble de 

chaperonnes présentant un changement important d’expression au cours du vieillissement et des 

maladies neurodégénératives dont la MH (Brehme et al., 2014). Pour étudier la dynamique du 

chaperome, cette étude a combiné l’analyse bioinformatique d’expression des chaperonnes avec une 

validation expérimentale, en interagissant avec l’expression des chaperonnes dans le modèle C. 

Elegans ainsi que dans des cellules humaines exprimant la mHtt. Ils ont ainsi identifié 16 gènes chez 

C. Elegans, comprenant Hsc70, Hsp90, TRiC, Hsp40 et les co-chaperonnes TPR, dont l’expression est 

altérée dans le cerveau humain âgé et qui sont fonctionnellement requises chez C. Elegans pour 

prévenir la toxicité protéique observée dans la MH. Cette étude a révélé un réseau de chaperonnes 

affectées au cours du vieillissement et de la MH qui sont donc essentielles au maintien de la 

protéostasie (Brehme et al., 2014). 

 

Les protéines chaperonnes jouent donc un rôle important dans la prévention de l’agrégation 

de la mHtt, en particulier Hsp70 et Hsp40, en inhibant l’agrégation, en intervenant à différents stades 

de l’agrégation afin de favoriser les formes moins toxiques de la mHtt ou encore en participant à la 

dégradation de la mHtt par les systèmes de protéolyse cellulaire.  
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ii. L’autophagie médiée par les chaperonnes 

La CMA et la MH sont également étroitement associées. En effet, la mHtt interagit avec les 

deux principaux acteurs de la CMA, Hsc70 et LAMP2A.  

Des études in vivo ont montré une interaction entre la mHtt et Hsc70 notamment dans des modèles 

de drosophile et de souris de la MH (Gunawardena et al., 2003; Bauer et al., 2010). L’augmentation 

de l’interaction entre mHtt et Hsc70 chez les souris R6/2 réduit l’agrégation de mHtt et améliore le 

phénotype et la durée de vie des souris (Bauer et al., 2010). D’autres études ont montré l’implication 

de LAMP2A dans la dégradation de la mHtt et l’amélioration de la viabilité cellulaire par des 

expériences sur des cultures neuronales de rat et humaines (Yamamoto et al., 2006; Thompson et al., 

2009; Qi et al., 2012). Hsc70 semble donc se lier à la mHtt dans le cytosol et la transporter jusqu’au 

lysosome où elle interagit avec LAMP2A puis est dégradée.   

Pour être un substrat de la CMA, une protéine doit contenir dans sa séquence un motif KFERQ. La 

partie N-terminale de la mHtt contiendrait deux de ces motifs en position 99 et 248 (Thompson et al., 

2009). Thompson et collaborateurs ont également montré qu’une autre séquence présente en 

position 14 pourrait devenir un motif similaire à KFERQ une fois phosphorylé (Thompson et al., 

2009). En effet, la phosphorylation de la mHtt régule d’autres modifications post-traductionnelles, 

comme l’ubiquitination, la SUMOylation et l’acétylation, qui augmenteraient l’affinité de la mHtt 

pour Hsc70 et LAMP2A et ainsi la dégradation de la mHtt via la CMA (Thompson et al., 2009; Cuervo 

and Wong, 2014; Cai et al., 2015). Malgré la présence des motifs KFERQ, ce serait majoritairement 

l’exon 1 de la Htt et de sa forme mutée qui serait dégradé par la CMA et peu la Htt et mHtt entières 

(Koga et al., 2011b). Il est possible que des changements de conformation ou des modifications post-

traductionnelles dans la région autour des motifs de ciblage de la CMA dans la forme tronquée de la 

mHtt facilitent l’interaction avec Hsc70 et son transport jusqu’au lysosome (Koga et al., 2011b). La 

forme entière de la Htt est tout de même observée au niveau de la membrane des lysosomes où elle 

pourrait jouer un rôle dans le transport lysosomal (Koga et al., 2011b).  

 

La CMA est donc impliquée dans la dégradation de la mHtt. Au cours de la MH, il a été 

observé une augmentation de cette voie de dégradation (Koga et al., 2011b; Cai et al., 2015). Cette 

augmentation servirait notamment à compenser les dysfonctionnements des autres systèmes de 

protéostasie, macroautophagie et UPS, décrits dans la MH (Kaushik et al., 2008; Hipp et al., 2012; 

Cuervo and Wong, 2014). Une analyse de la distribution de LAMP2A révèle une localisation 

préférentielle au niveau de la membrane des lysosomes isolés au cours de la MH, similaire à celle 

observée lors d’une activation maximale de la CMA au cours d’un jeûne prolongé (Koga et al., 2011b; 

Cuervo and Dice, 2000b). La même analyse a montré une augmentation de Hsc70 au niveau de la 

membrane et de la lumière du lysosome, montrant l’importance des deux formes, cytosolique et 

luminale, de Hsc70 dans la CMA. Le niveau de LAMP2A est également augmenté in vivo dans le 

striatum de souris MH (Koga et al., 2011b). Cette augmentation pourrait être partiellement expliquée 

par une diminution des niveaux de cholestérol et du ganglioside GM1 dans les membranes 

lysosomales au cours de la MH, et par conséquent un plus faible pourcentage de LAMP2A dans des 

microdomaines riches en lipides dans lesquels elle est dégradée (Koga et al., 2011b).  
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Cependant, le vieillissement a un effet négatif sur la CMA (Kaushik and Cuervo, 2018). 

L’augmentation de la CMA observée dans la MH n’est pas maintenue dans les stades plus tardifs de 

la maladie (Koga et al., 2011b). La diminution de stabilité de LAMP2A et donc de son expression au 

niveau de la membrane du lysosome serait une des principales causes du déclin de l’activité de la 

CMA (Kiffin et al., 2007). De plus, la très forte affinité de la mHtt avec Hsc70 et LAMP2A retarde le 

passage de la mHtt à travers la membrane du lysosome et donc sa dégradation (Qi et al., 2012; 

Ciechanover and Kwon, 2015). Ce retard finit par créer un bouchon au niveau de la dégradation par 

CMA, altérant ainsi l’homéostasie protéique de la cellule au cours de la MH (Ciechanover and Kwon, 

2015).  

5. La protéostasie et les astrocytes dans la MH 

Au cours des maladies neurodégénératives, et notamment dans la MH, l’agrégation et la 

dégénérescence sont principalement observées dans les neurones (voir paragraphe III.1.b.iv). De 

plus, les agrégats de mHtt qui se forment dans les cellules gliales, et notamment dans les astrocytes, 

sont de plus petites tailles que ceux dans les neurones (Shin et al., 2005; Meunier et al., 2016; Jansen 

et al., 2017). Cette différence de sensibilité face à l’agrégation entre les neurones et les cellules 

gliales peut en partie s’expliquer par une variabilité d’homéostasie protéique dans ces différents 

types cellulaires. Mais en réalité, la majorité des études sur les systèmes de protéolyse ont été faites 

sur les neurones ou des lignées cellulaires in vitro et peu ont exploré la protéostasie dans les cellules 

gliales, en particulier dans la MH.  

a. Le système ubiquitine-protéasome  

La différence de fréquence des agrégats présents dans les neurones et dans les cellules 

gliales suggère que les systèmes de protéolyse, notamment l’UPS, sont plus efficaces dans la glie 

(Jansen et al., 2017). Une étude de Tydlacka et collaborateurs a notamment montré que les 

astrocytes avait une plus forte activité du système UPS comparé aux neurones (Tydlacka et al., 2008). 

De plus, la déplétion du protéasome 26S spécifiquement dans les neurones, favorisant la formation 

des agrégats et la neurodégénerescence, entraîne également un changement du statut des 

astrocytes qui surexpriment la GFAP et la vimentine, deux marqueurs de réactivité astrocytaire 

(Bedford et al., 2008; Elkharaz et al., 2013). Une réaction inflammatoire impliquant les astrocytes 

peut donc se mettre en place face à un défaut d’UPS dans les neurones. Chez les mammifères, il 

existe une forme spécialisée du protéasome 20S, appelée immunoprotéasome, stimulée par 

l’interféron γ (IFNγ). Cette cytokine induit la production de sous-unités β alternatives, β1i, β2i et β5i, 

qui remplacent les sous-unités constitutives (Griffin et al., 1998). Cet immunoprotéasome serait 

prévalent dans les cellules présentatrices d’antigènes (Lilienbaum, 2013).  Dans le cerveau de 

patients et de modèles murins de la MH, une augmentation de certaines sous-unités de 

l’immunoprotéasome a été observée au niveau du cortex et du striatum (Diaz-Hernandez et al., 

2003). De plus, des composants de cet immunoprotéasome sont surexprimés dans les astrocytes 

réactifs du cortex de modèles murins de la MA (Orre et al., 2013). Cependant, une augmentation de 
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l’immunoprotéasome dans les cellules gliales au cours de la MH, et le bénéfice de cette induction 

pour la pathologie n’ont pas encore été décrit (Jansen et al., 2014).  

b. L’autophagie  

Peu d’études se sont intéressées au lien entre l’autophagie et les cellules gliales au cours de 

la MH (Plaza-Zabala et al., 2017). Quelques études ont cependant montré que l’accumulation de 

protéines pouvait entrainer une induction de l’autophagie dans les cellules gliales mais l’efficacité de 

cette réponse n’est pas établie (Jänen et al., 2010; Schwarz et al., 2012). Les différents types de 

cellules gliales peuvent développer une réponse adaptée de l’autophagie afin de favoriser certaines 

fonctions. Par exemple, les oligodendrocytes augmentent la myélinisation en réponse à une 

augmentation de l’autophagie dans un contexte de démyélinisation (Smith et al., 2013).  Les 

astrocytes peuvent utiliser l’autophagie lors de l’élimination des axones (Song et al., 2008). 

L’activation immunitaire au cours de la MA est associé à une augmentation de l’activité des 

autophagosomes dans la microglie (Su et al., 2016). En effet, de plus en plus de données indiquent 

que l’autophagie pourrait jouer un rôle dans la régulation de l’inflammation microgliale au cours de 

la MH et de la MP. Mais aucune étude, connue à ce jour, n’a évalué l’implication de l’activation de 

des cellules gliales sur l’autophagie au cours de la MH (Plaza-Zabala et al., 2017). 

c. Les chaperonnes  

En réponse à un stress cellulaire, les astrocytes surexpriment des chaperonnes comme 

Hsp70, Hsp40, les sHsp (Hsp27 et l’α-B-crystalline (α-Bc)) et des co-chaperonnes (Acarin et al., 2002; 

Bajramović et al., 2000; Bidmon et al., 2004; Dabir et al., 2004). Par exemple, une plus forte activité 

de la co-chaperonne CHIP est observée dans les astrocytes par rapport aux neurones, ce qui induit 

une plus forte activité de Hsp70 et une dégradation plus rapide des protéines mal conformées dans 

les astrocytes (Zhao et al., 2017). Les neurones expriment plus abondamment HspBP1 qui inhibe 

l’activité de CHIP, ce qui pourrait contribuer à la plus forte accumulation des agrégats de mHtt dans 

les neurones (Zhao et al., 2017). Parmi les Hsps aux capacités anti-agrégeantes, α-Bc est connue pour 

réduire l’agrégation de la mHtt et sa toxicité dans des modèles de drosophile et souris de la MH. 

Dans le cerveau, α-Bc s’expriment majoritairement dans les astrocytes et oligodendrocytes et son 

expression est réduite dans la MH. La surexpression astrocytaire de cette protéine dans le modèle de 

souris BACHD améliore les déficits moteurs et cognitifs, prévient la perte neuronale dans le cortex et 

le striatum et diminue le niveau de mHtt soluble et la taille des agrégats de mHtt (Oliveira et al., 

2016). L’α-Bc astrocytaire régule l’agrégation de la mHtt en permettant le repliement correct de la 

mHtt ou en favorisant sa dégradation avec l’aide d’autres chaperonnes comme le complexe 

Hsp70/Hsp40.  

 

De plus, des études ont récemment montré que les chaperonnes peuvent diminuer 

l’agrégation protéique par des mécanismes d’interaction cellulaire via une transmission par des 

exosomes (Takeuchi, 2018). C’est par exemple le cas des protéines chaperonnes Hsp70, Hsp40, 

Hsp90 et des sHsps. Cependant, les mécanismes par lesquels les Hsp sont sécrétées via les exosomes 
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ne sont pas encore établis. Une analyse fonctionnelle de la structure de Hsp40 a démontré que la 

sécrétion de Hsp40, et particulièrement de DNAJB1, nécessitait son domaine J (Popiel et al., 2012; 

Takeuchi et al., 2015). Les chaperonnes peuvent donc être transportées entre les cellules du SNC via 

des exosomes et ainsi inhiber la formation des agrégats dans la cellule réceptrice. Les astrocytes 

peuvent sécréter des exosomes, ce qui peut notamment leur permettre d’effectuer leur fonction de 

support aux neurones (Taylor et al., 2007; Guitart et al., 2016). Les exosomes astrocytaires peuvent 

contenir des chaperonnes comme Hsp70 et α-Bc (Taylor et al., 2007; Nafar et al., 2016). Cependant, 

une étude rapporte que la sécrétion des exosomes par les astrocytes est altérée dans la MH (Hong et 

al., 2017). En effet, l’accumulation de mHtt diminue la sécrétion d’exosomes astrocytaires et affecte 

la transcription de Hsp comme l’α-Bc. L’injection d’exosomes astrocytaires dans le striatum de souris 

KI Hdh140 réduit la densité des agrégats de mHtt et la surexpression d’α-Bc améliore la sécrétion des 

exosomes astrocytaires et la neuropathologie (Hong et al., 2017). 

 

 

 

La MH est donc caractérisée par l’agrégation de la mHtt. Les agrégats de mHtt sont des 

structures très ordonnées et dynamiques dont le rôle bénéfique ou délétère dépendrait du stade de 

la pathologie. Au cours de la MH, les agrégats permettraient, dans un premier temps, de retarder la 

mort cellulaire en piégeant les formes solubles les plus toxiques de la mHtt mais l’accumulation 

d’agrégats de mHtt finirait par interférer avec le fonctionnement cellulaire et entrainait la mort. Au 

cours de la MH, un déclin progressif des différents systèmes de protéostasie de la cellule (UPS, 

autophagie-lysosome, protéines chaperonnes et CMA) est observée et peut expliquer l’accumulation 

intracellulaire de mHtt. De plus, les agrégats de mHtt sont majoritairement présents dans les 

neurones par rapport aux cellules gliales. En effet, les systèmes de protéolyse semblent être plus 

efficaces dans la glie, et en particulier dans les astrocytes. De plus, les astrocytes, qui sont essentiels 

pour le bon fonctionnement neuronal dans le SNC, pourraient sécréter des protéines chaperonnes 

via des exosomes et ainsi contribuer à la régulation de l’agrégation dans les neurones. Au cours de la 

MH, les astrocytes deviennent réactifs. Le rôle de cette réactivité astrocytaire dans l’évolution de la 

MH, et en particulier sur l’agrégation de la mHtt, n’est pas connu. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

IN
TR

O
D

U
C

TI
O

N
 :

 P
ro

b
lé

m
at

iq
u

e 
et

 o
b

je
ct

if
s 

d
e 

la
 t

h
è

se
 

92 

IV. Problématique et objectifs de la thèse 

La MH est maladie neurodégénérative caractérisée par une dégénérescence préférentielle 

des neurones striataux. Cette neurodégénérescence s’accompagne de la présence d’astrocytes 

réactifs. La réactivité astrocytaire est une réaction complexe et son rôle dans les MND, et 

particulièrement dans la MH, est toujours peu compris. Il est nécessaire de pouvoir moduler cette 

réactivité astrocytaire in vivo dans des modèles murins de la MH afin d’étudier son impact sur la 

pathologie. 

 

Notre équipe a montré que la voie JAK2-STAT3 était une voie centrale activée dans les 

astrocytes réactifs de plusieurs modèles de MND, et notamment dans la MH. Le vecteur viral, 

surexprimant l’inhibiteur de la voie SOCS3, inhibe efficacement la réactivité astrocytaire dans 

plusieurs espèces et modèles de MND (Ben Haim et al., 2015a). Notre équipe a également développé 

la stratégie inverse avec des vecteurs viraux surexprimant une forme constitutivement active de JAK2 

(JAK2ca) permettant d’activer la voie JAK2-STAT3 et ainsi les astrocytes réactifs ((Ceyzériat et al., 

2018), Article 2, Annexe 1). La voie JAK2-STAT3 est nécessaire et suffisante à l’induction de la 

réactivité astrocytaire dans des modèles de MND. Notre équipe a donc développé des outils 

permettant de moduler in vivo la voie JAK2-STAT3 et ainsi de contrôler la réactivité astrocytaire. 

L’utilisation de ces vecteurs viraux in vivo chez la souris a permis d’étudier l’impact de la réactivité 

astrocytaire dans deux MND, la maladie d’Alzheimer (MA) ((Ceyzériat et al., 2018), Article 2, Annexe 

1 dont je suis co-auteur) et la MH (Article 1).  

 

Le cœur de mon projet de thèse a été de comprendre le rôle des astrocytes réactifs dans le 

contexte de la MH (Figure 31). L’utilisation du vecteur lentiviral SOCS3 a permis de mettre en 

évidence que l’inhibition de la réactivité astrocytaire augmentait le nombre d’agrégats de mHtt dans 

le modèle lentiviral de la MH (Ben Haim et al., 2015a). Le premier objectif de mon projet de thèse a 

été de confirmer l’effet de la réactivité astrocytaire sur l’agrégation de la mHtt notamment en 

effectuant la manipulation inverse, c’est-à-dire activer les astrocytes réactifs dans un modèle KI plus 

progressif de la MH, les souris Hdh140. Le deuxième objectif de ma thèse a été de comprendre les 

mécanismes sous-tendant cet effet des astrocytes réactifs sur l’agrégation de la mHtt en 

s’intéressant particulièrement aux systèmes de protéostasie (UPS, autophagie-lysosome et 

chaperonnes). Cette étude dans le contexte de la MH a fait l’objet d’un second article dont je suis 

premier auteur (Article 1) et révèle, qu’au cours de la MH, les astrocytes ne perdent pas seulement 

leurs fonctions de support comme décrit dans la litérature, mais peuvent, en devenant réactifs, 

acquérir des propriétés bénéfiques en diminuant l’agrégation de la mHtt. 
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Figure 31- Etude de l’impact de la réactivité astrocytaire sur l‘agrégation de la mHtt au cours de la MH. Nous modulons la 
réactivité astrocytaire in vivo dans deux modèles de la MH en ciblant la voie JAK2-STAT3 spécifiquement dans les 
astrocytes. Nous étudions particulièrement l’effet de la réactivité astrocytaire sur l’agrégation de la mHtt dans les neurones 
et des mécanismes impliqués dans cet effet, notamment les systèmes de protéostasie dans les astrocytes réactifs.  

 

 

 

Ce manuscrit de thèse est une thèse sur article. Un article publié en 2018, dont je suis co-auteur, 

présente la caractérisation de la stratégie de modulation de la réactivité astrocytaire utilisée dans 

notre projet (Article 2, Annexe 1). Cet article a été mis en Annexe 1 afin de faciliter la lecture de ce 

manuscrit en se focalisant sur le cœur de ma thèse : l’étude des astrocytes réactifs au cours de la MH. 

L’article 1, dont je suis premier auteur, représente l’article principal de ma thèse portant sur l’effet 

anti-agrégant des astrocytes réactifs au cours de la MH et la compréhension des mécanismes sous-

jacents cet effet (Article 1, Résultats). Au cours de ma thèse, j’ai également participé à l’écriture 

d’une revue sur la voie JAK-STAT3 et son rôle dans les astrocytes (Article 3, Annexe 2).
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ARTICLE 1 

Reactive astrocytes acquire anti-aggregation capacities 

 in Huntington’s disease 

Objectifs de l’article 1  

Au cours de la MH, les fonctions de support des astrocytes, comme l’homéostasie 

glutamatergique et potassique, sont altérées. La présence d’astrocytes réactifs est également 

observée précocément dans le cerveau des patients MH, mais le rôle de cette réactivité est encore 

mal compris. Le développement de nos vecteurs viraux modulant la réactivité astrocytaire in vivo a 

permis d’étudier la contribution de la réactivité astrocytaire dans plusieurs modèles de la MH.  
 

Nous avons utilisé deux modèles complémentaires de la MH. Le modèle lentiviral LVN-mHtt 

présente une forte réactivité astrocytaire que nous inhibons par l’expression de SOCS3. Au contraire, 

une faible réactivité astrocytaire est observée tardivement dans le modèle plus progressif de la MH, 

les souris Hdh140. Nous activons les astrocytes réactifs dans ce modèle avec JAK2ca. Notre équipe a 

récemment montré que l’inhibition de la réactivité astrocytaire augmentait le nombre d’agrégats de 

mHtt dans le modèle lentiviral de la MH (Ben Haim et al. 2015). Dans ce nouvel article, nous avons 

confirmé la diminution du nombre mais également de la taille des agrégats de mHtt par les 

astrocytes réactifs dans le modèle LVN-mHtt ainsi que dans les souris Hdh140. Ces agrégats de mHtt 

sont majoritairement observés dans les neurones. L’effet de la réactivité astrocytaire sur l’agrégation 

de la mHtt dans les neurones semble donc impliquer un dialogue entre les astrocytes réactifs et les 

neurones. Afin de comprendre les changements moléculaires induits par la réactivité astrocytaire, 

une étude transcriptomique par microarray sur des astrocytes réactifs hors contexte pathologique a 

été réalisée. Cette analyse transcriptomique révèle des changements d’expression importants des 

gènes impliqués dans les systèmes de protéostasie au sein des astrocytes réactifs. Nous avons donc 

étudié ces systèmes de protéostasie dans les astrocytes réactifs dans le contexte de la MH et mesuré 

l’impact de la réactivité astrocytaire sur certaines altérations neuronales observées dans la MH. 
 

Notre étude montre que, contrairement à ce qui est généralement décrit dans la litérature, 

les astrocytes peuvent également, en devenant réactifs, acquérir des propriétés bénéfiques au cours 

de la MH. 

Contribution à l’article 1 

Dans cet article 1, j’ai réalisé l’ensemble des expériences sur les modèles murins de la MH. 

L’analyse transcriptomique microarray sur les astrocytes réactifs a été effectuée par une ancienne 

doctorante de l’équipe, Lucile Ben Haim, en collabotation avec la plate-forme de cytométrie du CEA 

de Fontenay-aux-Roses et le CNRGH (Centre National de Recherche en Génomique Humaine, Evry). 

J’ai réalisé l’ensemble des figures et participé à la rédaction de l’article. 
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Abbreviation list 

AAV  Adeno-associated virus  
BCA  Bicinchoninic acid assay   
BSA  Bovine serum albumin 
cDNA  complementary Deoxyribonucleic acid  
CNS  Central nervous system 
Cts  Cathepsin 
D2R  D2 dopamine receptor 
DARPP32 Dopamine- and cAMP-regulated neuronal phosphoprotein 
DAVID  Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery  
DNAJB1-DN Dominant negative form of human DNAJB1 
FACS  Fluorescence-activated cell sorting 
GFAP  Glial fibrillary acidic protein  
GFP  Green fluorescent protein 
GO  Gene ontology  
HBSS  Hank’s balanced salt solution  
HD  Huntington’s disease 
Hdh140  KI mouse model of HD with 140 CAG 
Hsp  Heat shock protein 
Htt  Huntingtin 
i.p  Intraperitoneal  
IR  Immunoreactivity 
JAK2  Janus kinase 2 
JAK2ca  Constitutive active form of JAK2 
KEGG  Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes 
LV  Lentivirus 
LVA  LV targeting astrocytes 

LVN   LV targeting neurons 
mHtt  mutant Htt 
mRNA  messager ribonucleic acid  
ND  Neurodegenerative disease 
NGS  Normal goat serum 
OPC  Oligodendrocyte precursor cells 
PBS  Phosphate buffer saline 
PBST  PBS with 0.2% Triton X-100 
PFA  Paraformaldehyde 
RT  Room temperature 
s.c  Subcutaneaous  
SDS  Sodium dodecyl sulfate 
SOCS3  Suppressor of cytokine signaling 3 
STAT3  Signal transducer and activator of transcription 3 
STRING  Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes/Proteins 
TBS  Tris-buffered saline 
TBST  TBS with 0.1% Tween 20 
Tx  Triton X-100 
Ub  Ubiquitin 
UPS  Ubiquitin-proteasome system 
VG  Viral genome  
WPRE  Woodchuck Hepatitis Virus Posttranscriptional Regulatory Element  
WT  Wild type   
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ABSTRACT 

Huntington’s disease (HD) is a fatal genetic neurodegenerative disease characterized histologically 

by striatal neuron degeneration, aggregates of mutant Huntingtin (mHtt) and astrocyte reactivity. 

Astrocytes are crucial partners for neurons, performing key supportive functions. In pathological 

conditions, astrocytes become reactive. This is primarily characterized at the morphological level but 

it also involves significant changes in gene expression and still unclear functional alterations. Indeed, 

most studies report defects in astrocyte functions in HD mouse models, but these models do not 

reproduce strong astrocyte reactivity observed in patients. 

To establish the roles of reactive astrocytes in HD, we took advantage of our recently developed 

viral vectors to induce or block astrocyte reactivity in situ by targeting the JAK2-STAT3 pathway. In a 

lentiviral and a knock-in mouse model of HD, we found that reactive astrocytes reduced the number 

and size of mHtt aggregates that mainly form in neurons. Reduced mHtt aggregation was associated 

with improved neuronal features. To identify underlying molecular mechanisms, genome-wide 

transcriptomic analysis of acutely sorted reactive astrocytes was performed and revealed significant 

changes in expression of genes linked to proteostasis. Lysosomal and proteosomal activities were 

increased in reactive astrocytes in HD mice, suggesting that these cells could siphon mHtt away from 

neurons. Alternatively, several chaperones were found upregulated in reactive astrocytes. In 

particular, the co-chaperone DNAJB1/Hsp40 was overexpressed by reactive astrocytes and was found 

in extracellular exosomes. Manipulation of DNAJB1/Hsp40 activity in reactive astrocytes impacted 

mHtt aggregation and neuronal survival in HD models, suggesting that reactive astrocytes can 

provide neurons with beneficial anti-aggregation molecules.  

Overall, our study shows that astrocytes, by becoming reactive in HD, develop a protective 

response that involves complex bidirectional signaling with neurons to reduce mHtt aggregation and 

toxicity. Reactive astrocytes are not only defective cells as usually reported, but can also acquire 

enhanced capacities to promote mHtt clearance and neuronal function, which has strong therapeutic 

relevance for HD. 
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INTRODUCTION 

Huntington’s disease (HD) is a genetic neurodegenerative disease that causes involuntary 

movements, psychiatric symptoms and cognitive deficits, with no curative treatment yet available 

(Bates et al., 2015; McColgan and Tabrizi, 2018). HD is caused by the mutation in the Huntingtin (Htt) 

gene, leading to a longer expansion of CAG triplets encoding glutamine (The Huntington study group, 

1993). HD is thought to result from both a gain of toxic functions of mutant Htt (mHtt) and a loss of 

normal Htt functions (Saudou and Humbert, 2016). HD is characterized by the death of striatal 

neurons and the presence of mHtt aggregates mostly in neurons (DiFiglia et al., 1997), but also in 

glial cells (Jansen et al., 2017). The striatum of HD patients is also characterized by the presence of 

reactive astrocytes, which are classically characterized by their hypertrophic morphology and 

overexpression of Glial Fibrillary Acidic Protein (GFAP), an intermediate filament protein (Selkoe et 

al., 1982; Vonsattel et al., 1985). In normal conditions, astrocytes are essential for neurons, they 

perform many key functions such as metabolic and trophic support, antioxidant defense and 

regulation of synaptic transmission and plasticity (Verkhratsky and Nedergaard, 2018). How are those 

functions changed in the HD brain? Most publications report defective astrocytes in HD (Khakh et al., 

2017). This includes reduced glutamate uptake (Lievens et al., 2001; Shin et al., 2005), altered K+ 

buffering (Tong et al., 2014), impaired regulation of blood flow  (Hsiao et al., 2015), as well as 

reduced synthesis and release of antioxidants (Rebec et al., 2002), trophic factors (Wang et al., 2012; 

Hong et al., 2016), gliotransmitters (Wojtowicz et al., 2013) and exosomes (Hong et al., 2017) by 

astrocytes. However, in most mouse models studied, astrocytes do not display the conventional 

hallmarks of reactivity [GFAP overexpression and hypertrophy (Tong et al., 2014; Ben Haim et al., 

2015a; Khakh et al., 2017)]. Therefore astrocyte reactivity, which is an early histopathological feature 

in the caudate-putamen of HD patients (Vonsattel et al., 1985; Faideau et al., 2010), is not well 

recapitulated in these rodent models (Khakh et al., 2017). The consequences of the reactive status of 

astrocytes in HD is still mostly unexplored. 

To study how reactive astrocytes contribute to diseases, we developed viral vectors that either 

activate or inhibit in mouse astrocytes the JAK2-STAT3 pathway, a master-regulator of astrocyte 

reactivity (Ceyzériat et al., 2016). They efficiently stimulate or prevent astrocyte reactivity in the 

mouse brain (Ben Haim et al., 2015b; Ceyzériat et al., 2018). We previously reported that inhibition 

of astrocyte reactivity in an acute model of HD increases mHtt aggregates (Ben Haim et al., 2015b). 

mHtt aggregates are composed of N-terminal fragments of mHtt (Gutekunst et al., 1999), which co-

aggregates different proteins like transcription factors, chaperones, or other housekeeping proteins 

(Schaffar et al., 2004; Hosp et al., 2017). By trapping these important proteins and generating steric 

hindrance, mHtt aggregates may be toxic to cells. But aggregates are also thought to be an efficient 
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may of removing toxic soluble mHtt from intracellular environment (Arrasate et al., 2004). mHtt 

aggregates are thus integral features of HD, but their role is still difficult to pinpoint, as a change in 

their number or size can result from increased aggregate clearance, reduced aggregation of soluble 

mHtt with or without effects on soluble levels. Soluble mHtt can be degraded, although with reduced 

efficiency, by the ubiquitin proteasome system (UPS), while aggregates can only be cleared by 

autophagy coupled to lysosomal degradation (Cortes and La Spada, 2014; Ortega and Lucas, 2014). 

How these systems are impaired in HD and whether they play a causal role in disease progression is 

still a matter of debate (Rubinsztein, 2006; Harding and Tong, 2018). Interestingly, astrocytes were 

reported to have higher proteolytic capacity, in particular for mHtt, which could explain why fewer 

aggregates are found in astrocytes (Tydlacka et al., 2008; Zhao et al., 2017). But it is unknown 

whether the UPS and autophagy/lysosomes systems are impacted by reactivity in HD (Jansen et al., 

2014) and whether they contribute to mHtt clearance. Another important proteostasis mechanism to 

prevent mHtt aggregation is operated by chaperones, which promote Htt proper folding, prevent 

abnormal interactions with cellular proteins and guide mHtt to degradation systems (Ciechanover 

and Kwon, 2017; Koyuncu et al., 2017). In particular, members of the Heat Shock Protein (Hsp) family 

have strong anti-aggregation properties towards mHtt in different cellular systems (Koyuncu et al., 

2017; San Gil et al., 2017; Harding and Tong, 2018). 

Here, we aimed to establish whether reactive astrocytes contribute to the clearance of toxic mHtt 

in neurons, in relevant HD models and understand the trans-cellular mechanisms involved. With 

different mouse models of HD, we found that induction of astrocyte reactivity reduces the number 

and size of mHtt aggregates that form in neurons, without increasing soluble mHtt levels. By 

genome-wide transcriptomics and functional analysis of acutely sorted reactive astrocytes, we found 

that these cells express a different profile of genes involved in proteostasis and have higher 

proteolytic activity. In parallel, they express higher levels of the co-chaperone DNAJB1/Hsp40, which 

is found in extracellular exosomes and is involved in reducing mHtt aggregation in neurons. Our 

results show that neurons and reactive astrocytes engage in a bi-directional communication during 

HD, eventually leading to reduced mHtt aggregation and improved neuronal status. 
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METHODS 

Mice.  

Heterozygous knock-in mice expressing a chimeric mouse/ human exon 1 containing 140 CAG 

repeats inserted into the murine Htt gene (Hdh140) and their control littermates on a 129 Sv x 

C57BL/6J background were used (Menalled et al., 2003). Male and female Hdh140 mice were 

injected at 7-10 months and studied 4 months later. Wild type (WT), adult male C57BL/6J mice were 

also used. They were injected at 10 weeks, with viruses encoding JAK2ca to induce astrocyte 

reactivity independently of a specific disease context or with a virus encoding mHtt to model HD. 

They were studied 6 weeks later.  

All experimental protocols were reviewed and approved by the local ethics committee (CETEA 

N°44) and submitted to the French Ministry of Education and Research (Approval # APAFIS#4554-

2016031709173407). They were performed in a facility authorized by local authorities (authorization 

#D92-032-02), in strict accordance with recommendations of the European Union (2010-63/EEC). All 

efforts were made to minimize animal suffering and animal care was supervised by veterinarians and 

animal technicians skilled in rodent healthcare and housing. Animals were housed under standard 

environmental conditions (12-hour light-dark cycle, temperature: 22 ± 1°C and humidity: 50%) with 

ad libitum access to food and water. Mice of the appropriate genotype were randomly allocated to 

experimental groups. 

 

Viral vectors.  

We either used lentiviral vectors (LV) or adeno-associated virus (AAV) to drive transgene 

expression in neurons or in astrocytes. Both AAV and LV transduce striatal astrocytes with high 

efficiency and selectivity (Supplemental Fig. 1a). 

To target neurons, LV were pseudotyped with the G-protein of the vesicular stomatitis virus 

(Naldini et al., 1996). To target astrocytes, LV were pseudotyped with the rabies-related Mokola 

envelope and contained four repeats of the Mir124 target to repress transgene expression in 

neurons (Colin et al., 2009). Lentiviral vectors are referred to as “LVA- or LVN-name of the transgene” 

depending the cell type targeted: A for astrocytes and N for neurons. Lentiviral particles titers were 

determined by ELISA quantification of the nucleocapsid p24 protein.  

AAV (AAV2, serotype 9) bear the gfaABC1D promoter, a synthetic promoter derived from the GFAP 

promoter (Lee et al., 2008) and target astrocytes. Viral genome concentration was determined by 

qPCR on DNase resistant particles.  

Viral vectors encoding murine SOCS3 or murine JAK2T875N, a constitutive active form of JAK2 

(JAK2ca) were used to inhibit or activate the JAK2-STAT3 pathway in mouse astrocytes, respectively 
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(Ben Haim et al., 2015b; Ceyzériat et al., 2018). They were co-injected with a viral vector encoding 

GFP or TdTomato to visualize infected cells (same total viral load). Depending on the experiment, 

bilateral injections of the same virus were performed and controls were generated in different mice 

or the contralateral striatum was injected with the control virus encoding GFP and data were 

analyzed by paired tests.  

The first 171 N-terminal amino acids of human Huntingtin (Htt) cDNA with 82 polyglutamine 

repeats where encoded by a viral vector that target either striatal neurons (LVN-mHtt; de Almeida et 

al., 2002) or astrocytes (LVA-mHtt; Faideau et al., 2010).  

Last, we generated LV expressing full-length human Hsp40 (LVA-DNAJB1) or the dominant 

negative mutant corresponding to the J-domain of human Hsp40 [LVA-DNAJB1-DN, (Michels et al., 

1999)]. The initial cDNA was generated by Geneart based on published sequences and inserted into a 

Gateway transfer plasmid. LR clonase was used to clone these cDNA into appropriate SIN expression 

plasmid containing a phosphoglycerate kinase 1 promoter, a Woodchuck Hepatitis Virus 

Posttranscriptional Regulatory Element (WPRE) and four MIRT124 target sequence downstream of 

the transgene cDNA. 

 

Stereotactic injections.  

WT mice were anesthetized with an i.p. injection of ketamine (100 mg/kg) and xylazine (10 

mg/kg). For Hdh140 mice, xylazine was replaced by medetomidine (0.25 mg/kg) and anesthesia was 

reversed by an s.c. injection of atipamezole (0.25 mg/kg) at the end of the surgical procedure. 

Lidocaine (7 mg/kg) was injected subcutaneously at the incision site, 10 min prior to surgery. Mice 

were given paracetamol in drinking water (1.6 mg/ml) for 48 h after surgery. Viral vectors were 

injected in the striatum (coordinates from Bregma: anteroposterior: + 1 mm, lateral: +/- 2 mm; 

ventral: - 2.5 mm from the dura). LV were diluted in PBS with 1% bovine serum albumin (BSA), at a 

total final concentration of 100 ng p24/µl. AAV were diluted in 0.1 M phosphate buffer saline (PBS) 

with 0.001% pluronic acid, at a final total concentration of 2.5 109 viral genome (VG)/µl. Viral 

suspensions (2-3 µl depending on the cohort) were injected at a rate of 0.2 - 0.25 µl/min.   

 

Immunohistology.  

Some mice were killed by an overdose of sodium pentobarbital (180 mg/kg) and perfused with 4% 

paraformaldehyde (PFA). Alternatively, mice were killed by cervical dislocation and one brain 

hemisphere was rapidly dissected and drop-fixed in 4% PFA. Brains were post-fixed for 24h in 4% 

PFA, cryoprotected in 30% sucrose solution and cut on a freezing microtome into 30 µm-thick 



8 
 

coronal sections. Series of slices were stored at -20°C in an anti-freeze solution until used for 

immunostainings. 

Immunofluorescence. Slices were rinsed in PBS for 3x10 min and were blocked in 4.5% normal goat 

serum (NGS), 0.2% Triton X-100 in PBS (PBST) for 1h at room temperature (RT). Slices were incubated 

overnight at 4°C with the following primary antibodies diluted in 3% NGS/PBST: anti-GFP biotinylated 

antibody (1:500, Goat; Vector Laboratories, Burlingame, CA, #BA-0702), anti-DARPP32-647 (1:1,000, 

Mouse; Santa Cruz Biotechnology, #sc-271111 AF647), anti-GFAP-Cy3 (1:1,000, Mouse; Sigma, 

#C9205), anti-Vimentin (1:1,000, Chicken; Abcam, Cambridge, UK, #ab24525), anti-IBA1 (1:500, 

Rabbit; Wako, Richmond, VA, #019-19741), anti-MBP (1:500, Rabbit; Sigma, #M3821), anti-Olig2 

(1:500, Rabbit, Millipore, #Ab9610), anti-S100β (1:500, Mouse; Sigma #S2532) and NeuroTrace 

640/660 (1:250; ThermoFisher Scientific, #N21483). For Hsp40 staining (1:100, Rabbit; Enzo Life 

Sciences, ADI-SPA-400), slices were pretreated in 0.1 M Tris-HCl, pH 9 at 95°C for 30 min and NGS 

was replaced by 5% BSA in blocking solution and antibody diluent. For NeuN staining (1:500, Mouse; 

Chemicon, Billerica, MA, #MAB377), the mouse on mouse kit (MOM, Vector Laboratories) was used, 

according to the manufacturer’s instructions to reduce non-specific background. For EM48 (1:200, 

Mouse; Merck, MAB5374), slices was blocked in 3% BSA, 2% NGS/PBST and incubated with primary 

antibody in the same solution for 36 h.  

Slices were rinsed 3x10 min in PBS and incubated with appropriate secondary Alexa Fluor-conjugated 

antibodies (1:1000, Goat; Invitrogen, Carlsbad, CA) or for GFP with Streptavidine-FITC (1:1,000, 

ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, #SA100-02) in 3% NGS/PBST for 1h at RT. Slices were rinsed 

three times with PBS before being mounted on SuperFrost® Plus slides (ThermoFisher Scientifc) and 

coverslipped with Fluorsave™ (Calbiochem, Darmstadt, Germany). Double or triple 

immunofluorescent stainings were performed successively, with each antibody incubated alone. 

Immunohistochemistry with Ubiquitin or EM48 antibodies. Brain slices were pretreated in 0.3% 

H2O2, blocked in 10% NGS/PBST (Ubiquitin) or 3% BSA/PBST (EM48) and incubated overnight at 4°C 

in the same diluent, with primary antibodies directed against Ubiquitin (1:1000, Rabbit; Dako, z0458) 

or EM48 (1:200). After rinsing, brain slices were incubated with biotinylated secondary antibodies 

(Vector Laboratories) for 1 h at RT. Finally, they were incubated with the Vectastain Elite ABC Kit 

(Vector Laboratories) and revealed with the VIP kit (Vector Laboratories). Slices were rinsed three 

times with PBS before being mounted on SuperFrost® Plus slides, dehydrated and coverslipped with 

Eukitt (Sigma). 
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Microscopy and immunostaining quantification.  

GFAP immunoreactivity was quantified on 10X-tiled images acquired with an epifluorescence 

microscope (Leica, Nussloch, Germany). Virally transduced GFP+ area was manually segmented and 

the corresponding GFAP mean signal was measured with Image J. Background signal was measured 

on unstained areas and subtracted to the GFAP total signal.  

The total number and surface of EM48+ and Ubiquitin+ aggregates was quantified on images 

scanned with an Axio scanZ.1 at the 40X objective under white light, with multi-plan focusing (Zeiss, 

Oberkochen, Germany). Aggregates were automatically detected by the Morphostrider software 

(ExploraNova), through intensity, size and shape thresholding, after manual segmentation of the 

striatum on each section. To quantify the density of EM48+ aggregates in the lentiviral models, 

stacked confocal images (16 z-steps of 1 µm, maximum intensity stack) were acquired on a Leica TCS 

SP8 confocal fluorescent microscope with a 40x objective (3 slices per animal, 3 fields per slice). 

Aggregates were automatically detected with ImageJ software, through intensity, size and shape 

thresholding. Laser intensity, detector setting and analysis parameters were kept constant within 

each cohort. The number of aggregates in each cell type was manually counted on multiple 

immunofluorescent stainings with the cell counter plugin of ImageJ software.   

To quantify lesion size, images of DARPP32 immunostainings were acquired at the 5X objective 

with an epifluorescence microscope (Leica). DARPP32- area in striatum was manually segmented with 

Image J on each serial section. The total volume was calculated with the Cavalieri method. 

 

Protein extraction.  

Mice were killed by cervical dislocation and their brains were rapidly collected. The striatum was 

dissected out on ice, snap frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C until protein extraction. 

Samples were homogenized by sonication in 20 volumes of lysis buffer [50 mM Tris-HCl pH = 8, 150 

mM NaCl, 1% Triton X-100 (Tx) with 1:100 phosphatase inhibitors (Sigma, cocktail 2) and 1X protease 

inhibitors (PI, Roche, Basel, Switzerland)] and centrifuged at 16,000 g for 30 min at 4°C. The 

supernatant contains Tx-soluble proteins and was used for western blotting. The Tx-insoluble pellet 

was washed with PBS and centrifuged at 16,000 g for 5 min at RT. The pellet was sonicated in a 

second lysis buffer [50 mM Tris-HCl pH = 8, 2% Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) with 1:100 phosphatase 

inhibitors and PI and centrifuged at 16,000 g for 30 min at 4°C. The supernatant was collected and 

used for western blotting. 
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Exosome isolation.  

Mice were killed by cervical dislocation and their brains were rapidly collected. The striatum was 

dissected out on ice, snap frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C until processing as described 

in (Vella et al., 2017). Two or 3 striata were pooled by sample. Frozen striata were incubated in 75 

U/ml collagenase III in Hibernate E solution (Fisher Scientific, 800 µl/100mg) at 37°C under agitation. 

After 5 min, striatal pieces were gently pipetted up and down with a 1ml pipette, then with a large 

diameter fire-polished Pasteur pipette and returned to incubation for 10 min. Then, the tube was 

gently inverted and returned to incubation bath for 5 min (total incubation at 37°C = 20 min). Tubes 

were collected on ice and PI were added at 1X final concentration (Roche). To discard debris, samples 

were sequentially centrifuged at 4°C at 300 g for 5 min, 2 000 g for 10 min and 10 000 g for 30 min. 

The supernatant was collected and Hibernate E with PI was added to a reach a final volume of 3ml. 

The first pellet was resuspended in 150µl of 50 mM Tris-HCl, 1% SDS, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, pH 

7.4 + PI, and sonicated to serve as a reference total homogenate. A sucrose step was prepared for 

each sample as 0.3 ml of 2.5 M sucrose, 0.4 ml of 1.3 M sucrose, 0.4 ml of 0.6 M and 3 ml of sample 

in Hibernate E. Steps were then centrifuged at 180,000g for 3h10 at 4°C in a SW60 swinging rotor 

(Beckman, Brea, CA). After removing the top 2.6 ml of the step, three 0.4 ml-fractions (F1 to F3) were 

collected. Each fraction was diluted in 0.9 ml of cold dPBS with PI and centrifuged at 100,000g for 1h 

at 4°C on a fixed TL110 rotor (Beckman). The pellet containing vesicles was resuspended in 10 µl of 

cold dPBS with PI and further diluted in loading buffer for western blotting or frozen until used for 

electron microscopy. 

The purity of exosomal fractions 2 and 3 was controlled by immunoblotting for known exosomal 

proteins (Flotillin-1 and TSG101) and for a mitochondrial protein Voltage-Dependent Anion Channel 

(VDAC), which is absent form exosomes (Supplemental Fig. 1c).  

These fractions were also analyzed by electron microscopy (EM) as described previously (Kabani 

and Melki, 2015). Exosomal fractions were mixed with an equal volume of 4% paraformaldehyde and 

incubated for 20 min at 4°C. Fixed vesicles were then applied to carbon coated EM grids and allowed 

to adsorb for 20 min at RT. EM grids were then washed by sequential transfers on drops of PBS, 

incubated for 5 min at RT in 1% glutaraldehyde, and then washed by sequential transfers on drops of 

distilled water. Following negative-staining with 1% Gadolinium triacetate (EM stain 336, Agar 

Scientific) for 10 min at RT, samples were imaged in a Jeol 1400 transmission electron microscope. 

Images were recorded with a Gatan Orius CCD camera (Gatan, Pleasanton, CA) and processed with 

the ImageJ software (NIH). 

 

https://en.wikipedia.org/wiki/Voltage-dependent_anion_channel
https://en.wikipedia.org/wiki/Voltage-dependent_anion_channel
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Western blot.  

Protein concentration was measured by the BCA test (Pierce, Waltham, MA). Samples were diluted in 

loading buffer with DTT (NuPAGE® LDS sample buffer and sample reducing agent, Invitrogen). Ten µg 

of proteins was loaded on a 7,5% or 4-12% Criterion™ TGX Stain-Free™ Protein Gels (Bio-Rad). 

Protein concentration was not measured on exosomal fractions because it is below detection. 

Instead, an equal volume of each fraction was loaded. Migration was performed at 200 V for 45 min 

in Tris-glycine 10X buffer (Bio-Rad) and proteins were transferred on a nitrocellulose membrane with 

the Trans-Blot® Turbo™ Transfer System (Bio-Rad). After 3 x 10 min rinses in Tris buffer saline and 

0.1% Tween 20 (TBST), membranes were blocked in 5% milk in TBST for 1h at RT and incubated for 

3h at RT, or overnight at 4°C with the following primary antibodies: anti-Actin (1:5,000, Mouse; 

Sigma, #A2066), anti-Flotillin-1 (1:1,000, Rabbit; Sigma, F1180), anti-Hsp40 (1:1,000, Rabbit; Enzo Life 

Sciences, ADI-SPA-400), anti-Htt (2B4, 1:1,000, Mouse; Millipore, MAB5492), anti-mHtt (1C2, 1:1,000, 

Mouse; Millipore, MAB1574), anti-Ubiquitin (1:1,000, Rabbit; Dako, z0458), anti-TSG101 (1:500, 

Rabbit; Sigma, HPA006161), anti-αTubulin (1:5,000, Mouse; Sigma, T5168), and anti-VDAC (1:1,000, 

Rabbit; Abcam, ab15895). After 3 x 10 min washes in TBST, membranes were incubated for 1 h at RT 

with HRP-conjugated secondary antibodies (1:5,000, Vector laboratories) diluted in TBST with 5% 

milk. Membranes were incubated with the Clarity Western ECL substrate (Bio-Rad) and the signal 

was detected with a Fusion FX7 camera (ThermoFisher Scientific). Band intensity was quantified with 

Image J and normalized to actin or α-tubulin. For quantification of exosome proteins, the Stain-free 

technology (Bio-Rad) was used. Stain-free gels were exposed to UV light to activate tryptophan 

residues on proteins, resulting in UV-induced fluorescence of total loaded proteins. UV exposition 

and chemiluminiscence acquisition were done with ChemiDoc XRS+ system (Bio-Rad). Flotillin-1 and 

Hsp40 bands were normalized to total stained protein using Image Lab Version 5.2.1 software (Bio-

Rad), according to instructions. Each protein of interest was assessed on at least 2 different 

membranes.  

 

Cell sorting, quantification of cathepsin and proteasome activity.  

Mice were perfused for 4 min with cold PBS. Their two striata were rapidly collected in Hank’s 

Balanced Salt Solution (HBSS; Sigma). Cells were mechanically and enzymatically dissociated with 

fire-polished Pasteur pipettes and the neural tissue dissociation kit with papaïn (Miltenyi Biotec), 

following manufacturer’s instructions. After filtration through a 50 μm-filter, myelin removal beads II 

and MS columns (Miltenyi Biotec) were used to deplete myelin from cell suspensions, as described by 

the manufacturer’s protocol. Cells were then resuspended in 0.5% of PNB buffer (Perkin Elmer, 

FP1020) for 30 min and incubated in 1 µM of the iABP cathepsin probe (Vergent Bioscience, #40200) 

or in 200nM of the proteasome UbiQ probe (UbiQ Bio BV, UbiQ-018). Cells were centrifuged at 300 g 
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for 5 min at 4°C and resupended in 400 µl HBSS. They were sorted on a BD Influx cell sorter. GFP was 

detected at 530/40 nm (488 nm excitation) and iABP was detected at 670/30 nm (646 nm excitation). 

TdTomato was detected at 579/34 nm (561 nm excitation) and UbiQ at 530/40 nm (488 nm 

excitation). Control samples of unlabeled or mono-fluorescent brain cells were used to set up 

detector gains and position sort gates, which were kept constant for all sorted samples. No 

compensation was required to accurately quantify iABP and GFP signals or UbiQ and TdTomato 

signals within the same sample. Cells were gated on a side scatter/ forward scatter plot, then singlets 

were selected and finally the percentage of GFP+/iABP+ or TdTomato+/UbiQ+ astrocytes was 

quantified in each mouse, after setting the gates on GFP+ or TdTomato+ astrocytes not incubated 

with a probe (i.e. FMO controls, Supplemental Figure 1b). 

 

RNA extraction and RT-qPCR.  

Mice were euthanized with an overdose of sodium pentobarbital, their brains were rapidly 

collected, the striatum or the GFP+ area was dissected out under a fluorescent macroscope (Leica) 

and lyzed in Trizol with a Precellys system (MagNa Lyser instrument, Roche). Samples were stored at 

-80°C until further processing. Samples were placed 5 min at RT and chloroform was added to Trizol 

for 3 min. Samples were centrifuged at 12,000 g for 15 min at RT. Aqueous phase was collected and 1 

volume of 70% ethanol was added. Samples were transferred onto an RNeasyMin Elute spin column 

and RNA was purified according to manufacturer’s instructions, with on-column DNAse treatment 

(RNeasy micro kit, Qiagen, Hilden, Germany). RNA was eluted with 14 µl of RNAse-free deionized 

water and stored at -80°C before transcriptomic analysis. RNA quality and integrity was evaluated 

with an Agilent RNA 6000 Pico assay and the Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent technologies, Santa 

Clara, CA). Reverse transcription was performed with the VILO™ kit according to the manufacturer's 

protocol (SuperScript® VILO™ cDNA synthesis kit; Life Technologies, Carlsbag, CA). Samples were 

diluted in H2O with 100 µg/ml BSA at 0.2 ng/µl and mixed with 250 nM of primers and iTaq Universal 

SYBR Green Supermix (Bio-rad) for qPCR. PCR efficiency was between 85 and 110% for each set of 

primers (sequences shown in Supplementary table 3). Nuclease-free water and samples without 

reverse transcription were used as negative controls. Expression levels of transcripts of interest were 

normalized with the ∆Ct method to the abundance of the best combination of normalizers among 

Actin, Erp29, Ppia Rpl13a, as identified with the Genorm method, implemented in Bio-rad CFX 

Manager software. 
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Microarray analysis on acutely sorted GFP and JAK2ca astrocytes.  

Mice were killed and their striatum rapidly collected in Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS; 

Sigma). Two striata of four mice were pooled before processing. Astrocytes were isolated and their 

RNA extracted as described in the previous paragraphs, except that no staining or myelin removal 

was performed. Typically, 3,000 to 20,000 GFP+ astrocytes and 50,000 to 100,000 GFP- cells were 

collected for each sample within 15-25 min.  

A total of 10 sorted cell samples were processed for microarray analysis (4 GFP+ astrocytes of the 

control WT-GFP group, 4 GFP+ astrocytes of the WT-JAK2ca group and 2 GFP- cells from the WT-GFP 

group to assess sorting efficiency). RNA quality and integrity was evaluated with an Agilent RNA 6000 

Pico assay and the Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent technologies, Santa Clara, CA). RNA was 

amplified with the Ovation PicoSL VTA system V2 kit (NuGen technologies, San Carlos, CA). Single 

strand DNA and SPIA cDNA were purified with Agencourt RNAClean XP (NuGen technologies). cDNA 

concentration was measured with a Nanodrop-1000 spectrophotometer (Labtech France). The 

Encore biotiNL kit (NuGen technologies) was used for the fragmentation and labeling of the purified 

SPIA cDNA prior to hybridization on the Illumina BeadChip mouse WG-6v2, which contains more than 

45,000 unique 50-mer oligonucleotides (Illumina, San Diego, CA). BeadChips were scanned on the 

Illumina Iscan. A control summary report was generated by the GenomeStudio software (Illumina) to 

evaluate the performance of built-in controls (variation in hybridization and background signals and 

background/noise ratio). Quantile normalization without background subtraction was applied to all 

samples within an analysis, with GenomeStudio software. First, to validate sorting efficiency, we 

compared the 4 GFP+ astrocyte samples with the 2 GFP- other cell samples from the WT-GFP group. 

Hierarchical clustering was performed with GenomeStudio with the list of 1415 differentially 

expressed probes (t test, p < 0.05 and Fold change > 1.5) using Euclidian distance. Then, we 

compared the 4 GFP+ astrocyte samples from WT-GFP mice with the 4 GFP+ astrocyte samples from 

the WT-JAK2ca mice to identify transcriptional changes in reactive astrocytes. To study only genes 

with reliable expression levels, we included probes with a signal p value above 0.01 in more than 50% 

of the samples. In that case sample with a signal p value below 0.01 were arbitrarily given a signal 

value of 75 (the lowest value obtained on the microarray being 76.5). The levels of expression of the 

detectable probes were compared between WT-GFP and WT-JAK2ca astrocytes with the limma 

package. Analysis for enriched Gene ontology (GO) terms were performed with Database for 

Annotation, Visualization and Integrated Discovery (DAVID) Functional annotation Tool [v6.8, 

performed in July 2018 (Huang da et al., 2009)]. All differentially expressed genes were also analyzed 

by the Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes/Proteins (STRING) to identify functional 
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network of regulated genes (v10.5, https://string-db.org/, Supplemental Fig. 4). STRING was also 

used to represent the networks of differentially expressed genes involved in proteostasis (Fig. 3d). 

Microarray datasets are deposited on GEO under reference GSE107486. 

 

Statistics.  

Results are expressed as mean ± SEM. No statistical method was used to predetermine sample 

size. Sample size was chosen based on prior experience for each experiment, to yield adequate 

power to detect specific effects. Statistical analysis was performed with Statistica software (StatSoft, 

Tulsa, OK) and graphs were prepared with GraphPad Prism 7 (La Jolla, CA). We used paired or 

unpaired two-tailed Student t test to compare two groups. For each analysis, normality of residues 

and homoscedasticity were assessed. If any condition of application was not fulfilled, we used non-

parametric tests. Two groups were compared by the Mann-Whitney or Wilcoxon paired test and four 

independent groups were compared by a Kruskal-Wallis test followed by post-hoc comparison of 

mean ranks. Chi2 test was used to compare aggregate distribution. Investigators were partially 

blinded to the group when performing experiments and measuring outcomes (as the group can be 

guessed based on the presence of aggregates or GFP levels for example). The significance level was 

set at p < 0.05. Figure legends are encoded as follows * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001. 

 

 

  

https://string-db.org/
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RESULTS 

Reactive astrocytes reduce neuronal mHtt aggregation in two HD mouse models  

To modulate astrocyte reactivity in mouse models of HD, we used our recently developed viral tools 

that target the JAK2-STAT3 pathway within astrocytes (Ceyzériat et al., 2018). We first expressed the 

pathway inhibitor SOCS3 to block astrocyte reactivity in a lentiviral based model of HD that 

reproduces the strong astrocyte reactivity observed in HD patients (Faideau et al., 2010; Ben Haim et 

al., 2015b). This model is based on the neuronal expression of the 171 first amino acids of Htt with 82 

CAG repeats (de Almeida et al., 2002). WT mice received bilateral LV injections in the striatum and 

were analyzed 6 weeks later. The control left side was injected with a LV encoding mHtt and 

targeting neurons (LVN-mHtt) and a LV encoding GFP and targeting astrocytes (LVA-GFP). The right 

side was injected with LVN-mHtt, a LV encoding SOCS3 and targeting astrocytes (LVA-SOCS3) and LVA-

GFP to visualize infected astrocytes (Fig. 1a). 
 

 
 

Figure 1. Blocking astrocyte reactivity increases the number and size of mHtt aggregates 

a. Two month-old WT mice were injected in one striatum with LVN-mHtt and LVA-GFP and the contralateral 

striatum with LVN-mHtt, LVA-SOCS3 and LVA-GFP, at the same total virus load and analyzed 6 weeks later. b. 

Confocal images of striatal sections stained for GFP (green), EM48 (white), neurotrace (magenta) and DAPI 

(blue). Large EM48+ aggregates of mHtt are mostly found in neurons stained for neurotrace, they fill their 

entire nucleus (arrowhead). Only few GFP+ astrocytes contain an EM48+ aggregate (arrow). c. Immunolabeling 

for ubiquitin (Ub) shows that the number of Ub+ aggregates in the striatum is also increased by SOCS3. The area 

with Ub+ aggregates is delimited with black dots. d, e. The number of EM48+ aggregates (d) and Ub+ inclusions 

(e) are significantly increased by SOCS3. f, g. There is a higher fraction of large nuclear EM48+ aggregates (> 40 

µm², f) and nuclear Ub+ inclusions (> 2 µm², g) in the striatum injected with LVA-SOCS3 than LVA-GFP. d, e. 

Paired t-test.  f, g. Chi2 test. N = 5-6/group. 
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In accordance with our previous study (Ben Haim et al., 2015b), we found that astrocyte reactivity 

was efficiently inhibited by SOCS3 (Supplementary Fig. 2) and that the number of neuronal 

aggregates of mHtt labelled with the EM48 antibody was increased (Fig. 1b, c). Only a small fraction 

of mHtt aggregates were found in GFP+ astrocytes (~2%, Fig. 1b), and this percentage was not 

changed by SOCS3 (p = 0.6877, Chi2 test, data not shown). mHtt aggregates may be ubiquitinated, 

and the number of Ubiquitin (Ub)+ aggregates was also increased by SOCS3 (Fig. 1d, e). In addition, 

we found a higher fraction of large EM48+ (Fig. 1f) and Ub+ (Fig. 1g) aggregates in the SOCS3 group 

than the GFP group, revealing both quantitative and qualitative changes in neuronal aggregates with 

inhibition of astrocyte reactivity.  

To further demonstrate that reactive astrocytes decrease mHtt aggregation, we used a 

complementary model of HD, the knock-in Hdh140 mice (Menalled et al., 2003) that develop a slow 

form of HD, with small intraneuronal aggregates, progressive transcriptional defects but nearly 

undetectable astrocyte reactivity (Hickey et al., 2008). In this model, astrocyte reactivity was induced 

by viral gene transfer of a constitutively active form of JAK2 (LVA-JAK2ca) in striatal astrocytes of 7-9 

month-old Hdh140 mice (Hdh140-JAK2ca mice). LVA-GFP was co-injected to visualize infected 

astrocytes (Fig. 2a). Control Hdh140 mice were injected with LVA-GFP at the same total viral titer 

(Hdh140-GFP mice). All mice were analyzed 4 months later (Fig. 2a). GFAP/GFP immunostaining on 

brain sections from these mice showed that JAK2ca induced GFAP expression (Fig. 2b, c) and 

hypertrophy of GFP+ soma in striatal astrocytes (Fig. 2b, d), which are two features of astrocyte 

reactivity. JAK2ca also recapitulated the characteristic transcriptional changes of reactivity by 

increasing mRNA levels of Vimentin and Serpina3n, two others markers of reactivity (Fig. 2e). 

Importantly, JAK2ca-mediated astrocyte reactivity in Hdh140 mice reduced the number of mHtt 

aggregates (Fig. 2f, g). The fraction of large EM48+ aggregates was also significantly lower in the 

JAK2ca group than in the GFP group (Fig. 2h). Again, these small aggregates were mostly found in 

neurons (Fig 2i). Less than 1% of all mHtt aggregates were found in GFP+ astrocytes, and it was not 

significantly impacted by JAK2ca (p = 0.9322, Chi2 test, data not shown).  

To determine whether soluble mHtt was also reduced by JAK2ca, we analyzed Triton X-100 (Tx) 

soluble protein extracts from the striatum of WT and Hdh140 mice injected with LVA-GFP or LVA-

JAK2ca. Western blotting with the 1C2 antibody that recognizes preferentially the elongated poly-

glutamine stretch of mHtt (Trottier et al., 1995) showed similar striatal mHtt levels in both groups 

(Fig. 2j, k). In the Tx-insoluble, SDS-soluble fraction, high molecular weight forms of mHtt were 

detected in Hdh140 samples with the 2B4 antibody, which recognizes the N-terminal part of mHtt 

(Lunkes et al., 2002). High molecular weight 2B4 immunoreactivity tended to be reduced by JAK2ca 

but with some variability between samples, in accordance with histological data of reduced mHtt 

aggregation with JAK2ca (data not shown). Finally, we controlled by qPCR that mRNA levels for 
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endogenous murine Htt and mHtt were not impacted by JAK2ca (p = 0.105 and p = 0.580 

respectively, Student t-test, data not shown).  

Overall, our data show that reactive astrocytes reduce the number and size of mHtt aggregates in 

neurons, without changing Htt transcription or soluble protein levels.  
 

 

Figure 2. JAK2ca induces astrocyte reactivity in Hdh140 mice and reduces mHtt aggregation 

a. 7-9 month-old Hdh140 mice were injected in the striatum with LVA-GFP or LVA-JAK2ca + LVA-GFP, at the same 

total virus load, and analyzed 4 months later. b. Low magnification images showing the GFP+ transduced area 

(outlined, green) and GFAP staining (magenta) in the striatum of Hdh140-GFP and Hdh140-JAK2ca mice. High 

magnification images of astrocytes stained for GFP, GFAP and vimentin (red) show that JAK2ca increases GFAP 

and vimentin immunoreactivity and induces morphological changes in astrocytes, the two classical features of 

reactivity. c, d. Quantification of GFAP+ immunoreactivity (IR) (c) and soma area of GFP+ astrocytes (d) from 

images in (b). Both are significantly increased by JAK2ca. e. JAK2ca increases mRNA levels of Vimentin and 

Serpina3n, as assessed by RT-qPCR. f. Bright field images of EM48+ aggregates in the striatum of Hdh140-GFP 

and Hdh140-JAK2ca mice. The striatal region displaying EM48+ aggregates in the striatum is outlined on low 

magnification images. g. Analysis of the number of mHtt aggregates in relation to their surface. JAK2ca globally 



18 
 

decreases the number of mHtt aggregates, impacting all size categories. h. The percentage of large aggregates 

(> 2 µm²) is lower in Hdh140-JAK2ca mice than in Hdh140-GFP mice. i. EM48+ aggregates (white) are mostly 

found in neurons labelled in magenta with DARPP32 (arrowhead) and very rarely in GFP+ astrocytes (green; 

arrow). j, k. Western blotting on the Tx-soluble fraction (j) and quantification (k) of mHtt detected by the 1C2 

antibody only in Hdh140 mice injected with LVA-GFP (G) or LVA-JAK2ca (J), but not WT mice. Band intensities 

were normalized to actin. l, m. Western blotting on the SDS-soluble fraction (l) and quantification (m) of high 

molecular weight species (HMW) of mHtt detected by the 2B4 antibody in Hdh140 mice only. JAK2ca decreases 

the levels of insoluble HMW mHtt species. Band intensities were normalized to actin. c, d. Student t-test; N = 

4/group. e. Mann-Whitney test.  g, h. Chi2 test. N = 4/group. k, m. paired t-test. N = 5/group. 

 

 

Reactive astrocytes improve some HD pathological outcomes 

The overall effect of mHtt aggregates in HD is discussed (Arrasate and Finkbeiner, 2012; Soares et 

al., 2019). We thus evaluated how inhibition of mHtt aggregation by reactive astrocytes impacted 

neuronal defects characteristic of HD. In the lentiviral model of HD, mHtt causes local neuronal death 

visible as a loss of the striatal neuronal marker DARPP32 (Fig. 3a). The size of the neuronal lesion was 

significantly increased by SOCS3 (Fig 3b). Likewise, SOCS3 reduced mRNA levels of Ppp1r1b 

(DARPP32) and Drd2 (dopamine D2 receptor), two transcripts known to be decreased in HD patients 

and models (Fig. 3c). These results show that reactive astrocytes have a net positive effect on 

neuronal survival in this model. Hdh140 mice do not reproduce striatal neuron degeneration but 

display early transcriptional defects, as observed in HD patients. Induction of astrocyte reactivity by 

JAK2ca in Hdh140 mice significantly increased Ppp1r1b mRNA levels (Fig. 3d). These results show that 

reduction of mHtt aggregation by reactive astrocytes is associated with beneficial effects on striatal 

neurons. 
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Figure 3. Astrocyte reactivity improves several neuronal alterations caused by HD  

a. WT mice were injected as in Fig. 1a. Images of striatal sections stained for DARPP32 (red) evidencing striatal 

lesion caused by mHtt expression (dotted lines). b. Striatal DARPP32- lesions are larger in the SOCS3 group. c. 

SOCS3 decreases mRNA level of the neuronal transcripts Ppp1r1b (Darpp32) and Drd2 (Dopamine D2 receptor), 

as assessed by RT-qPCR on total striatal mRNA, suggesting that reactive astrocytes have protective effects in 

this model. d. Hdh140 mice were injected as in Fig. 2a and total striatal mRNA levels for neuronal markers were 

analyzed by RT-qPCR. Ppp1r1b mRNA levels are higher in Hdh140-JAK2ca mice than in Hdh140-GFP mice. b. 

Wilcoxon paired test. N = 6/group. c, d. Mann-Whitney test. N = 4-5/group. 

 

 

JAK2ca regulates the expression of proteolytic genes in astrocytes 

What molecular changes could take place in reactive astrocytes to explain such trans-cellular 

reduction of mHtt aggregation? We took advantage of JAK2ca ability to induce astrocyte reactivity in 

WT mice (Supplementary Fig. 3) to identify the transcriptional changes induced by reactivity in 

astrocytes, independently of a specific HD context. We analyzed the transcriptomic profile of acutely 

sorted reactive astrocytes prepared from the striatum of WT-JAK2ca mice and compared it to control 

astrocytes from WT-GFP mice (Fig. 4a). Astrocytes were collected by fluorescence-activated cell 

sorting (FACS) based on their GFP expression. GFP- cells, comprising microglia, neurons, 

oligodendrocyte precursor cells (OPC), oligodendrocytes and non-infected astrocytes, were collected 

together. Hierarchical clustering evidenced a clear segregation between GFP+ and GFP- cell samples 

in control WT-GFP mice (Fig. 4b). There were 1415 differentially expressed transcripts between GFP+ 

astrocytes and other cells (fold change > 1.5 and p < 0.05), including characteristic cell-type specific 

markers (e.g. Aldh1l1, Slc1a2, Gjb6, for astrocytes; P2ry12, Gpr88, Pdgfra, Mbp for other cell types). 

After validation of the sorting procedure, we compared the expression profile of GFP+ astrocytes 

between WT-GFP and WT-JAK2ca mice. 
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Figure 4. JAK2ca regulates the expression of genes linked to proteostasis in WT astrocytes 

a. Two month-old WT mice were injected in the striatum with AAV-GFP or AAV-JAK2ca + AAV-GFP (N = 

4/group), at the same total virus load. After 2 months, GFP+ striatal astrocytes were acutely sorted and their 

transcriptome analyzed by microarray. b. Validation of astrocyte isolation. Hierarchical clustering based on the 

1415 differentially expressed genes in WT-GFP mice, between GFP+ astrocytes (samples A1-A4) and all other 

GFP- cells (samples O1-O2), which comprise microglial cells, neurons, oligodendrocyte precursor cells, 

oligodendrocytes and non-infected astrocytes. Color scale represents mean-centered expression (log2-

transformed). c. Gene ontology analysis on the list of JAK2ca-regulated genes in GFP+ astrocytes reveals a 

significant enrichment in several biological processes linked to autophagy/lysosome, UPS or other proteostasis 

processes. The fold enrichment for each biological process is indicated by the red line and the p value is 

indicated by bars (log transformed). The dotted line represents p = 0.05. The number of genes involved in each 

biological process is indicated in parenthesis. d. STRING visualization of the genes belonging to proteostasis 

pathways. Genes related to autophagy-lysosome are circled in blue, to the UPS in green and to chaperones in 

orange.  

 

We found 888 probes (802 unique genes) differentially expressed between JAK2ca-astrocytes and 

control GFP-astrocytes (Supplementary Fig. 4). A gene ontology (GO) analysis revealed a significant 

enrichment in 136 GO-biological processes (p < 0.05). Among them, many GO terms linked to 

immunity/inflammation were found, confirming JAK2ca effect on the reactive status of astrocytes 

(Supplementary Fig. 4). We also identified a specific enrichment in biological processes linked to 

lysosomes, ubiquitin-proteasome system (UPS), as well as other proteostasis processes (Fig. 4c, 

Supplementary Fig. 4). KEGG pathway analysis also revealed a 3-fold enrichment in the term 

“lysosome” in JAK2ca-reactive astrocytes (p = 6.3 10-4). Among the genes regulated by the JAK2-
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STAT3 pathway, several lysosomal enzymes like Cathepsins (CtsC, s and z), Lyz or Sgsh were induced 

while several E2-ubiquitin ligases (Ube2xx) were down-regulated in astrocytes by JAK2ca. These genes 

linked to proteostasis formed a dense network of co-regulated genes as evidenced by STRING 

analysis (Fig. 4d). 

Overall, this transcriptomic analysis of JAK2ca reactive astrocytes show that reactivity involves 

significant changes in expression of proteostatic genes. 

 

JAK2ca increases proteolytic capacity in reactive astrocytes in HD 

We confirmed by RT-qPCR that JAK2ca induces the expression of Cts in an HD context as well. Ctsc 

mRNA levels were significantly higher in Hdh140-JAK2ca mice than Hdh140-GFP mice, and Ctss mRNA 

showed the same tendency (Fig. 5a). Interestingly, SOCS3 had the opposite effects and decreased 

mRNA levels of Ctsc and Ctss in the lentiviral model of HD (Fig. 5b). However such bulk analysis may 

mask or dilute changes occurring only in reactive astrocytes because Cts are highly expressed in 

microglial cells. 

To measure total Cts activity in astrocytes specifically, we exposed acutely dissociated striatal cells 

from Hdh140-GFP and Hdh140-JAK2ca mice, to a pan-cathepsin fluorescent probe (Withana et al., 

2016) and analyzed probe fluorescence in GFP+ astrocytes by FACS. There was a significantly larger 

fraction of GFP+ astrocytes with high Cts activity in Hdh140-JAK2ca mice (Fig. 5c), confirming that 

reactivity stimulates lysosomal activity in astrocytes.  

We used another fluorescent probe to measure proteasome activity in acutely dissociated 

astrocytes (Berkers et al., 2007). As the excitation/emission spectrum of this probe overlaps with 

GFP, we used a viral vector encoding TdTomato instead of GFP to detect red astrocytes in both 

groups. Again, the fraction of TdTomato+ astrocytes with high proteasome activity was larger in 

Hdh140-JAK2ca mice than in Hdh140-Tomato mice (Fig. 5d), showing that reactivity stimulates 

proteasome activity in astrocytes. Furthermore, as several ubiquitin ligases were differentially 

expressed in JAK2ca-reactive astrocytes (Fig. 4d), we also assessed how striatal ubiquitination was 

impacted by astrocyte reactivity by western blotting with an Ub antibody. We did not find any 

obvious change in the Ub pattern or in total Ub levels between Hdh140-GFP and Hdh140-JAK2ca 

mice, in both Tx and SDS fractions (Fig. 5e-h). 
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Figure 5. Reactive astrocytes have higher lysosomal and proteosomal activities  

a. Hdh140 mice were injected as in Fig. 2a. Ctsc mRNA levels are significantly higher in the striatum of Hdh140-

JAK2ca mice than Hdh140-GFP mice. Ctss mRNA levels also tend to be increased by JAK2ca. b. WT mice were 

injected as in Fig. 1a. Conversely, SOCS3 significantly decreases Ctsc mRNA levels and tends to decrease Ctss 

mRNA levels in LVN-mHtt mice. c, d. The striatum of Hdh140 mice was collected, cells dissociated and 

incubated with a quenched fluorescent pan-cathepsin activity probe (c) or a proteasome activity probe (d). 

Probe fluorescence was quantified in GFP+ (c) or TdTomato+ (d) astrocytes. Hdh140-JAK2ca mice display a 

higher percentage of iQBP+/GFP+ (c) and UbiQ+/TdTomato+ (d) astrocytes. e-h. WT and Hdh140 mice were 

injected with LVA-GFP or LVA-JAK2ca + LVA-GFP. Total Ub levels in the Tx-soluble (e, g) and SDS-soluble (f, h) 

fractions were quantified from western blots. Total Ub levels are similar in the four groups. Band intensities 

were normalized to α-tubulin. a, b. Student t-test. N = 4-5/group. c, d. Paired t-test. c: N = 9/group. d: N = 

7/group. g, h. ANOVA. N = 5-6/group. 
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As an alternative assessment of the intrinsic proteolytic activity of astrocytes, we used lentiviral 

vectors to force mHtt expression in astrocytes (LVA-mHtt vector), because only a small minority of 

aggregates naturally forms in astrocytes in our models. WT mice were injected in the left striatum 

with LVA-mHtt and LVA-GFP, and in the right striatum with LVA-mHtt, LVA-SOCS3, and LVA-GFP (Fig. 

6a). Expression of mHtt in astrocytes causes reactivity (Faideau et al., 2010), and it was efficiently 

blocked by LVA-SOCS3. Astrocytes in the SOCS3 group expressed lower levels of GFAP (Fig. 6b, c) and 

had a smaller soma than control astrocytes (Fig. 6d). In this model of forced mHtt expression, mHtt 

forms nuclear aggregates (which are smaller than their counterparts in the LVN model) and small 

cytoplasmic inclusions in astrocytes (Fig. 6e). If reactivity increases proteolytic activity in astrocytes, 

we predict that mHtt aggregation within astrocytes themselves should also be reduced when they 

are reactive (or conversely, that mHtt aggregation in astrocytes should increase when reactivity is 

blocked by SOCS3). Indeed, we found that the percentage of astrocytes bearing a mHtt aggregate 

was significantly higher in SOCS3-astrocytes than in control GFP-astrocytes (Fig. 6e, f). In addition, 

the fraction of large mHtt aggregates was significantly increased by SOCS3 (Fig. 6e, g). These results 

suggest that reactive astrocytes acquire a higher intrinsic clearance capacity that reduces the number 

and size of mHtt aggregates. As neurons can release mHtt and transfer it to neighboring cells 

including glial cells (Pecho-Vrieseling et al., 2014; Pearce et al., 2015), it is possible that astrocytes 

siphon mHtt away from neurons more efficiently when they are reactive, thereby reducing mHtt 

aggregation in neurons. 
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Figure 6. Reactive astrocytes have a higher intrinsic proteolytic capacity 

a. Two month-old WT mice were injected in one striatum with LVA-mHtt and LVA-GFP and the contralateral 

striatum with LVA-mHtt, LVA-SOCS3 and LVA-GFP (same total viral titer) to force mHtt expression in astrocytes. 

They were analyzed 6 weeks later. b. Low magnification images showing GFP+ transduced area (outlined, 

green) and GFAP staining (magenta) in the striatum. c, d. Quantification of GFAP IR (c) and astrocyte soma (d) 

area. Both are significantly decreased by SOCS3, demonstrating efficient inhibition of reactivity. e. Confocal 

images of striatal sections stained for GFP (green), EM48 (white) and DAPI (blue). Large EM48+ aggregates form 

mainly in astrocyte nucleus (arrow), while small aggregates are also found in astrocyte processes (arrowhead). 

f, g. Quantification of images in (e). The fraction of GFP+ astrocytes displaying an EM48+ aggregate (f) and of 

large aggregates is significantly increased by SOCS3. c, d. Wilcoxon paired test. f, g. Chi2 test. N = 6/group. 
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Reactive astrocytes express higher levels of chaperone proteins    

Interestingly, several GO-molecular functions linked to chaperone and protein folding were 

significantly regulated by JAK2ca in sorted astrocytes (GO-molecular functions: “Chaperone binding”, 

“Heat shock protein binding”, “Unfolded protein binding”; fold enrichment > 3; p < 0.01, Fig. 7a). 

Indeed, several chaperones were induced by JAK2ca in astrocytes (e.g. Hspb1, Dnajb1, Hspa9, Fig. 

4d).  

Chaperones are known to prevent protein aggregation, including that of mHtt (Hartl et al., 2011; 

Koyuncu et al., 2017) and can be released extracellularly in exosomes (De Maio and Vazquez, 2013; 

Takeuchi et al., 2015). Strikingly, the GO-cellular comportment term “Extracellular exosome” was the 

2nd most significantly regulated by JAK2ca in astrocytes (fold enrichment = 1.9; p = 3.77 10-15; data 

not shown).  

We focused on the co-chaperone DNAJB1/Hsp40, because it is one of genes most induced by 

JAK2ca (nearly 3-fold) and it is also down-regulated by SOCS3 in a different disease situation 

(Ceyzériat et al., 2018), suggesting that this co-chaperone is strongly regulated by the JAK2-STAT3 

pathway in reactive astrocytes. Dnajb1 mRNA levels were significantly reduced by SOCS3 in the 

lentiviral model of HD (Fig. 7b). Western blot analysis showed that JAK2ca also significantly increased 

DNAJB1/Hsp40 at the protein level in Hdh140 mice (Fig. 7c). Interestingly, in the striatum of Hdh140 

mice, DNAJB1/Hsp40 displayed a diffuse cytosolic staining mainly in neurons but also formed small 

nuclear inclusions, suggesting a possible interaction with aggregated mHtt (Fig. 7d).  

We next studied whether DNAJB1/Hsp40 was found in extracellular exosomes and whether 

DNAJB1/Hsp40 exosomal content was impacted by induction of reactivity with JAK2ca in Hdh140 

mice. Exosomal vesicles were isolated by biochemical fractionation from the striatum of Hdh140-GFP 

and Hdh140-JAK2ca mice, and they contained DNAJB1/Hsp40 (Supplemental Fig. 1c). DNAJB1/Hsp40 

normalized levels tended to be higher in exosomes of Hdh140-JAK2ca mice than in Hdh140-GFP 

control mice, suggesting that JAK2ca stimulates the release of exosomes loaded with a higher 

quantity of the co-chaperone DNAJB1/Hsp40 (Fig. 7e).  
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Figure 7. Reactive astrocytes overexpress chaperone proteins  

a. GO analysis on the list of JAK2ca-regulated genes (microarray analysis, Fig. 4a) reveals a significant 

enrichment in several molecular functions linked to chaperones. Fold enrichment for each molecular function 

(red line), p value (bars, log transformed) and number of genes involved in each biological process (parenthesis) 

are indicated. The dotted line represents p = 0.05. b. Dnajb1 mRNA levels are significantly decreased by SOCS3 

in LVN-mHtt mice. c. Western blotting for DNAJB1/Hsp40 in Hdh140-GFP and Hdh140-JAK2ca mice. JAK2ca 

increases DNAJB1/Hsp40 protein levels in Hdh140 mice. Band intensities were normalized to α-tubulin. d. 

Confocal images of striatal sections stained for GFP (green), DNAJB1/Hsp40 (white) and DARPP32 (magenta). 

DNAJB1/Hsp40 displays a diffuse cytosolic staining and forms small nuclear inclusions in neurons (arrow). e. 

DNAJB1/Hsp40 is present in extracellular exosomes isolated from Hdh140 striata, and tends to be in higher 

amount in exosomes of Hdh140-JAK2ca mice than Hdh140-GFP mice, although it does not reach significance (p 

= 0.0558). b, e. Student t-test. c. Paired t-test. N = 5/group. b: N = 3-5/group. e: N = 4-5/group. 

 

 

Our results suggest that a higher release of DNAJB1 by reactive astrocytes could reduce mHtt 

aggregation in neurons. To test this hypothesis, we generated viral vectors targeting astrocytes and 

encoding either a wildtype (DNAJB1) or a dominant negative form of human Dnajb1 (DNAJB1-DN) 

that blocks DNAJB1/Hsp40 interaction with Hsp70 chaperone activity (Michels et al., 1999) without 

impacting its loading in  exosomes (Takeuchi et al., 2015). 

LV-DNAJB1 was injected in the striatum of WT mice with LVN-mHtt and LVA-SOCS3 or LVA-GFP, to 

evaluate if this was able to counteract SOCS3 deleterious effects (Fig. 8a). SOCS3 was still able to 
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inhibit astrocyte reactivity in presence of DNAJB1 in LVN-mHtt injected mice, as seen with decreased 

striatal GFAP immunoreactivity (Supplemental Fig. 5b). In addition, we found that with DNAJB1 

expression in astrocytes, SOCS3 no longer had exacerbating effects on neuronal lesion (Fig. 8b) and 

transcriptional defects (Supplemental Fig. 5c), in the lentiviral model of HD. Interestingly, the striatal 

volume of EM48+ aggregates was similar in both groups (Fig. 8c), suggesting that DNAJB1 is able to 

counteract SOCS3 detrimental effects on mHtt aggregation as well.  

Conversely, to test whether JAK2ca reactive astrocytes reduce mHtt aggregates through 

DNAJB1/Hsp40 release towards neurons, we overexpressed DNAJB1-DN in astrocytes in Hdh140-

JAK2ca and Hdh140-GFP mice (Fig. 8d). JAK2ca was still able to induce astrocyte reactivity in Hdh140 

mice in presence of DNAJB1-DN (Supplemental Fig. 5e). However, we found that the total number of 

EM48+ aggregates was no longer decreased by JAK2ca-induced astrocyte reactivity (Fig. 8e), and 

Ppp1r1b mRNA levels were now significantly reduced by JAK2ca (Supplemental Fig. 5f).  

Overall, our data suggest that the co-chaperone DNAJB1/Hsp40 in reactive astrocytes participates 

in the reduction of mHtt aggregation and improvement in neuronal features. 

 

 

Figure 8. DNAJB1 from reactive astrocytes impacts mHtt aggregation  
a. Two month-old WT mice were injected in one striatum with LVN-mHtt + LVA-GFP + LVA-DNAJB1 and the 

contralateral striatum with LVN-mHtt + LVA-SOCS3 + LVA-DNAJB1, at the same total virus load and analyzed 6 

weeks later. b. Striatal DARPP32- lesions are not different between the two groups. c. The volume occupied by 

EM48+ aggregates is also similar in both groups. d. 8-9 month-old Hdh140 mice were injected in the striatum 

with LVA-GFP + LVA-DNAJB1-DN or LVA-JAK2ca + LVA-GFP + LVA-DNAJB1-DN, at the same total virus load, and 

analyzed 4 months later. e. The total number of EM48+ aggregates is not decreased by JAK2ca. b, c. Paired t-

test e. Wilcoxon paired test. b. N = 9/group. c, e. N = 8/group. 
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DISCUSSION 

 

Reactive astrocytes impact mHtt aggregation in neurons, without affecting soluble 

mHtt 

We report, in two complementary mouse models of HD that reactive astrocytes reduce the 

number and size of mHtt forming in neurons. In the first model, a short fragment of human Htt with 

82Q repeats is overexpressed in striatal neurons by lentiviral gene transfer. It leads to the formation 

of large nuclear aggregates, death of striatal neurons and strong astrocyte reactivity (de Almeida et 

al., 2002; Ben Haim et al., 2015b). We found that blocking reactivity with SOCS3 increases the 

number of mHtt aggregates, confirming our previous study (Ben Haim et al., 2015b). We further 

show qualitative effects of SOCS3-mediated inhibition of reactivity, as it also increases the size of 

mHtt aggregates. In the more genetically-relevant knock-in mouse model of HD that bears a 

humanized exon 1 with 140 CAG repeats in the mouse Htt gene, stimulation of astrocyte reactivity by 

JAK2ca has mirror effects, reducing both the size and number of striatal mHtt aggregates. 

The reduction of aggregation by reactive astrocytes is not due to lower mHtt expression as mouse 

and human mHtt mRNA levels were not impacted by JAK2ca. Importantly, reduced aggregation did 

not cause soluble mHtt levels to rise. Rather, it seems that reactive astrocytes favor clearance of pre-

formed Tx-insoluble oligomers, fibrils or aggregates of mHtt, without impacting the initial steps of 

mHtt processing and its soluble levels. As aggregates form mainly in neurons, transcellular signaling 

mechanisms must occur between reactive astrocytes and neurons subject to mHtt aggregation (see 

below).  

 

Reactive astrocytes have higher proteolytic capacities 

Our transcriptomic analysis of acutely sorted reactive astrocytes reveals extensive expression 

changes in lysosomal proteases, as well as genes involved in ubiquitination or proteosomal 

degradation. We confirmed that JAK2ca-induced reactive astrocytes have a higher cathepsin and 

proteosomal activity in Hdh140 mice. These fluorescent probes are potent tools to measure 

proteolytic activity specifically in virally labeled astrocytes. Indeed, both cathepsins and the 

proteasome are ubiquitous and changes in astrocytes could be masked by larger expression or 

activity in other cell types. The lack of cell resolution is a limit to other bulk techniques like western 

blot or RT-qPCR, which may dilute astrocyte-specific regulations. The development of cell-type 

specific analysis, for example based on cytometry, fluorescence on brain slices or astrocyte primary 

cultures or even iPSC-derived human astrocytes will help further understand reactive astrocyte 

proteolytic functions in HD. It is however important to note that astrocytes cultured without other 
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brain cells may be very different from in situ, and may be already reactive (Zamanian et al., 2012). 

Our ability to force mHtt expression in astrocytes through lentiviral targeting offered a direct 

demonstration that reactive astrocytes degrade mHtt aggregates more efficiently, which was blocked 

by SOCS3. Astrocytes have higher proteolytic capacity than neurons (Tydlacka et al., 2008; Zhao et 

al., 2017), we show here for the first time that reactive astrocytes are also more efficient than their 

non-reactive counterparts. 

How can mHtt be transferred from neurons to reactive astrocytes to be degraded? In a very 

elegant study, exon 1 of mHtt tagged with mCherry was found to be exchanged between neurons 

and neighboring glia in Drosophila, and form aggregates with WT Htt in these cells (Pearce et al., 

2015). These phagocytic Drosophila glia are not exactly similar to astrocytes in mammals and they 

share properties with both microglial and astrocytes cells. But this pioneer study, with that of Pecho-

Vriesling, demonstrated that mHtt can be exchanged between brain cells (Pecho-Vrieseling et al., 

2014; Babcock and Ganetzky, 2015), as it was suspected before, when mHtt aggregates were found 

in healthy embryonic neurons grafted in the brain of HD patients (Cicchetti et al., 2014). In general, 

protein aggregates can be exchanged by several routes, such as extracellular vesicles (exosomes, 

ectosomes) or via exocytosis or tunneling nanotubes (Brundin et al., 2010; Tang, 2018). mHtt can be 

packaged in exosomes of different cell types (Diaz-Hidalgo et al., 2016; Jeon et al., 2016) and be 

taken up by neighboring cells, including neurons. But exchange of mHtt may also involve cell-to-cell 

contacts (Costanzo et al., 2013) or unconventional secretory pathways (Trajkovic et al., 2017). 

However, as these studies were done in vitro or in non-neuronal cell types, the exact mechanisms of 

mHtt exchange from neurons to their assistant in clearance, the astrocytes, remain to be determined 

in situ. 

Surprisingly, transcriptomic analysis reported a decrease in mRNA levels of several E2 ubiquitin 

ligases and regulatory subunits of the proteasome in WT-JAK2ca astrocytes. Yet, proteosomal activity 

was significantly increased in striatal reactive astrocytes of Hdh140 mice. This discrepancy between 

transcript levels and activity may be explained by the fact that the UPS is regulated by post-

transcriptional changes (Dikic, 2017). In addition, the UPS involves hundreds of proteins, it is thus 

possible that more subtle expression changes in other UPS genes may in fine drive an increased 

activity in HD astrocytes.  

 

Reactive astrocytes produce anti-aggregation molecules  

An alternative and non-exclusive explanation for our observations could be an improved neuronal 

mHtt clearance under the control of anti-aggregation proteins released by reactive astrocytes (Fig. 

9). Our transcriptomic study shows that several chaperones are induced in reactive astrocytes. In 

particular, DNAJB1/Hsp40 was induced at the protein level in Hdh140-JAK2ca mice and was enriched 
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in extracellular exosomes. Indeed, chaperones are released by exosomes and mediate trans-cellular 

proteostasis (Takeuchi et al., 2015; San Gil et al., 2017; Takeuchi, 2018). In particular, exosomes from 

astrocytes are known to reduce mHtt aggregation in HD mice (Hong et al., 2017). 

Through its J domain, DNAJB1/Hsp40 interacts with the key chaperone Hsp70 and stimulates its 

ATP dependent chaperone activity (Kampinga and Craig, 2010). The J domain is also implicated in 

Hsp40 loading in exosomes (Michels et al., 1999; Takeuchi et al., 2015). The J domain alone is no 

longer able to activate Hsp70 and acts as a dominant negative (Michels et al., 1999). Expression of 

this mutant in astrocytes abrogated JAK2ca-reduction of mHtt aggregation and improvement of 

Ppp1r1b transcript levels in Hdh140 mice, suggesting that DNAJB1 is involved in JAK2ca beneficial 

effects. Conversely, expressing DNAJB1 in SOCS3-deactivated astrocytes blocked their deleterious 

effects on neuronal death and transcriptional defects in the LV model. Overall, our data strongly 

suggest that DNAJB1/Hsp40 produced by reactive astrocytes contributes to the clearance of mHtt. 

The expression of Hsp, as their name implies, is induced by exposure to heat or other cellular 

stress (Lindquist, 1986). This heat shock response is described to be impaired in HD models, but this 

was studied either on mixed brain cells or cell lines (Hay et al., 2004; Neueder et al., 2017), possibly 

masking the specific response of astrocytes. Indeed, we focused on DNAJB1/Hsp40 induction in 

reactive astrocytes, but transcriptomics analysis suggests that larger changes in chaperone 

expression may occurs in reactive astrocytes, suggesting that these cells can release anti-aggregation 

cargos loaded with several chaperones towards neighboring neurons. It will be interesting to further 

explore at the protein level the complete “chaperome” (Brehme et al., 2014) of reactive astrocytes.  

Hsp proteins not only prevent mHtt aggregation or interaction with other proteins but also 

promote solubility of proteins trapped in aggregates like transcription factors, and favor mHtt 

degradation through the UPS or autophagy (Ciechanover and Kwon, 2017). Interestingly, Hsp-

mediated extraction of proteins from aggregates (housekeeping proteins or mHtt itself) is expected 

to reduce the size of aggregates, consistent with our observations. Hsp70 and Hsp40 inhibit the 

formation of spherical and annular oligomers of mHtt while favoring the formation of fibrillary 

aggregates that are less toxic (Muchowski et al., 2000; Koyuncu et al., 2017). Therefore, Hsp have 

multiple actions that can in fine protect neurons against the toxicity of mHtt, as shown in different 

experimental systems of Hsp overexpression (Warrick et al., 1999; Popiel et al., 2012; Bason et al., 

2019). Our results are the first to show that neurons may also rely on reactive astrocytes for 

chaperone-mediated clearance of mHtt. 

 

  



31 
 

Astrocyte reactivity is beneficial in HD 

The question of mHtt aggregate toxicity is still open (Arrasate and Finkbeiner, 2012; Hosp et al., 

2017). Aggregates may have a biphasic action (Ramdzan et al., 2017), where initially, they are 

protective by trapping soluble toxic mHtt and preventing its deleterious interactions with cellular 

partners. But later, these mHtt aggregates become detrimental by sequestering other important 

proteins like transcription factors or housekeeping proteins or microRNA, leading to neuronal 

dysfunction and necrotic death (Gong et al., 2008; Hosp et al., 2017; Pircs et al., 2018). Most of the 

studies addressing the toxicity of mHtt aggregates have been explored in reduced in vitro systems 

where time-lapse monitoring of neurons or immortal cells and their aggregates can be performed. It 

is far from a complex brain environment where neurons will be surrounded by multiple cell types, 

including reactive astrocytes and have to cope with mHtt for years in Humans. 

Importantly, the number of mHtt aggregates need not to be measured alone, but in association 

with soluble mHtt protein levels as well as mHtt mRNA levels, to identify whether reduction in mHtt 

aggregate levels i) is the result of lower mHtt production, or ii) the other way around, causes the 

release of mHtt, or iii) as in our case, is independent of mHtt protein and mRNA levels. In addition, 

the status of neurons needs to be evaluated. Here, we report that reduced mHtt aggregation is 

associated with improved neuronal features in vivo. Conversely, a higher number of mHtt aggregates 

worsens striatal lesion and transcriptional deficits. It will be important to further explore how 

reactive astrocytes impact other functional outcomes, like electrophysiological activity of striatal 

neurons or motor behavior that are altered in Hdh140 mice (Menalled et al., 2003; Cummings et al., 

2010). 

Such beneficial effects of reactive astrocytes are reminiscent of the protective effects of STAT3-

mediated astrocyte reactivity in spinal cord injury (Anderson et al., 2016), but are at odds with their 

detrimental effects reported in two Alzheimer’s disease mouse models (Ceyzériat et al., 2018; 

Reichenbach et al., 2019). This underlines the heterogeneity of reactive astrocytes and their various 

actions in the diseased brain. 

 Overall, we show for the first time that astrocytes by becoming reactive, acquire anti-aggregation 

properties and help neurons handle toxic mHtt. Our study uncovers two, non-exclusive inter-cellular 

mechanisms to reduce mHtt aggregation in neurons during HD: one that reduces mHtt aggregation 

within reactive astrocytes themselves, requiring mHtt exchange; the other involving release of 

chaperones from reactive astrocytes to promote neuron proteostasis. Our result open new 

therapeutic strategies to promote this natural partnership between reactive astrocytes and 

vulnerable neurons in HD.   
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Supplementary figure 1. Validations of experimental procedures 

a. Validation of astrocyte transduction by viral vectors. Injection of AAV2/9 or LV encoding GFP and targeting 

astrocytes in the mouse striatum. GFP+ cells (green) co-express the astrocytic markers S100β or GFAP, but not 

IBA1, NeuN, DARPP32, MBP or Olig2 (in magenta), which are specific markers for microglia, neurons, 

oligodendrocyte or cells of the oligodendrocyte lineage respectively, demonstrating selective astrocyte tropism 

of both vectors. b. Gating strategy for proteasome activity measurement on dissociated cells. Cells were 

gated on a side scatter/forward scatter plot, singlets were selected and then GFP+ or TdTomato+ astrocytes 

were gated based on a control non fluorescent sample. Finally, the percentage of GFP+/iABP+ or 

TdTomato+/UbiQ+ astrocytes was quantified in each mouse after setting the gates on a sample not incubated 

with a probe (i.e. FMO controls). c. Purity of the exosomal fractions. Fractions 2 and 3 (F2, F3) obtained from 

the striatum of control mice contained many round vesicles with the typical size and shape of exosomes 

(arrow). Western blotting confirms that Flotillin-1 and TSG101, two exosomal proteins are enriched in fractions 

2 and 3, while VDAC, a mitochondrial protein, is only found in total homogenate (T). DNAJB1/Hsp40 is also 

found in exosomal fractions. 
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Supplementary figure 2. SOCS3 inhibits astrocyte reactivity in the lentiviral model of HD. 
a. Two month-old WT mice were injected in one striatum with LVN-mHtt and LVA-GFP and the contralateral 

striatum with LVN-mHtt, LVA-SOCS3 and LVA-GFP (same total viral titer), and analyzed 6 weeks later. b. Low 

magnification images show the transduced area (outlined, GFP+, green) and corresponding GFAP staining 

(magenta) in injected striata. c. High magnification confocal images of astrocytes stained for GFP and GFAP. 

GFAP levels and astrocyte hypertrophy are lower in the striatum injected with LVN-mHtt + LVA-SOCS3 + LVA-GFP 

than the control side injected with LVN-mHtt + LVA-GFP. d, e. Quantification of GFAP (IR) (d) and astrocyte soma 

area (e) confirms that both are significantly decreased by SOCS3. d, e. Paired t-test. N = 6/group. 



39 
 

 

Supplementary figure 3. JAK2ca induces astrocyte reactivity in the striatum. 

a. Two month-old WT mice were injected in the striatum with AAV-GFP or AAV-JAK2ca + AAV-GFP  at the same 

total virus load, and were studied 1-2 months later. Representative confocal images showing brain sections 

stained for GFP (green), GFAP (magenta) and vimentin (red) in WT-GFP and WT-JAK2ca mice. JAK2ca induces 

GFAP and vimentin expression and morphological changes in astrocytes. c, d. Quantification of 

immunostainings confirms that JAK2ca increases GFAP IR (c) and astrocyte soma size (d). e. JAK2ca increases 

expression of the reactive genes Gfap and Serpina3n. c-e. Paired t-test. c, d: N = 4/group. e: N = 6/group. 
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Supplementary figure 4. Gene networks regulated by JAK2ca in striatal astrocytes. 

STRING analysis of the 802 unique genes regulated by JAK2ca in striatal astrocytes. Visualization of the 569 regulated genes having high confidence interactions with more 

than 3 genes. JAK2ca changes the expression of genes related to signaling, immunity and inflammation (yellow circle), lysosome (blue circle), UPS (green circle), and 

chaperones (orange circle). They form dense gene networks. Protein-protein interaction p value < 10-16. 
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Supplementary figure 5. DNAJB1 in reactive astrocytes has beneficial effects on HD transcriptional 

defects.  

a. Two month-old WT mice were injected in one striatum with LVN-mHtt + LVA-GFP + LVA-DNAJB1 and the 

contralateral striatum with LVN-mHtt + LVA-SOCS3 + LVA-DNAJB1, at the same total virus load and analyzed 6 

weeks later. b. Quantification of GFAP IR in transduced area confirms that SOCS3 is still able to block astrocyte 

reactivity in LVN-mHtt mice. c. SOCS3 does not significantly reduce mRNA levels of Ppp1r1b and Drd2, when 

astrocytes co-express DNAJB1. d. 8-9 month-old Hdh140 mice were injected in the striatum with LVA-GFP + LVA-

DNAJB1-DN or LVA-JAK2ca + LVA-GFP + LVA-DNAJB1-DN, at the same total virus load, and analyzed 4 months 

later. e. Quantification of GFAP IR in transduced area confirms that JAK2ca is still able to induce astrocyte 

reactivity in Hdh140 mice. f. Ppp1r1b transcripts are significantly reduced by JAK2ca in Hdh140 mice when 

astrocytes DNAJB1 activity is blocked by the dominant negative form DNJB1-DN. b, c. Paired t-test.  e, f. 

Wilcoxon paired test. b, c: N = 4/group. e: N = 8/group. f: N = 5/group.  
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Supplementary table 1: Sequences of qPCR primers. 

Gene Forward primer Reverse primer 

Actin AGAGGGAAATCGTGCGTGAC CGATAGTGATGACCTGACCGT 

CtsC GCAATGAAGCCCTGATGAA CAGCCCAGTGTGGTGATAGA 

CtsS GGC ATG AAC GAT ATG GGA G TCA GGC AAT GTC CGA TTA GA 

Drd2 TATCATTGCCAACCCTGCCTTCGTG  TCGGCTGCTACGCTTGGTGTTGAC   

Erp29 CCTTCCCTTGGACACAGTCACT GTCGAACTTCACCAAGACGAACTT 

Gfap ACGACTATCGCCGCCAACT GCCGCTCTAGGGACTCGTTC 

Jak2 GTCTTGGGATGGCGGTGTTAG ATTGCTGAATGAATCTGCGAAATCT 

Ppia ATGGCAAATGCTGGACCAAA GCCTTCTTTCACCTTCCCAAA 

Ppp1r1b TCGGAGGAAGAGGATGAGTT GGGGCTGGGATGCTGAGGTT 

Rpl13a CTGAAGCCTACCAGAAAGTTTGC GGTACTTCCACCCGACCTCAT 

Serpina3n CAACCTTACAGGCCAACCCAT GGGCACCAAGTAGTCCTAGATGCT 

Vimentin TCGAGGTGGAGCGGGACAAC TGCAGGGTGCTTTCGGCTTC 
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Résultats et discussion complémentaires de l’article 1 

La microglie est également un partenaire important dans le contrôle de l’homéostasie du 

SNC et devient réactive au cours des MND. L’inhibition de la réactivité astrocytaire par SOCS3 

diminue également la réactivité microgliale présente dans le modèle LVN-mHtt (Ben Haim et al., 

2015a). Dans une étude préliminaire, nous avons analysé l’effet de l’activation des astrocytes par 

JAK2ca sur certains marqueurs et certaines fonctions de la microglie dans le modèle Hdh140. 

 

 
Figure 32- Impact de la réactivité astrocytaire sur les cellules microgliales dans le modèle Hdh140. a. Des souris Hdh140 
âgées de 7-9 mois ont été injectées dans le striatum avec LVA-JAK2ca + LVA-GFP ou avec LVA-GFP (contrôle) et analysées en 
post-mortem 4 mois plus tard. b. Immunomarquage des astrocytes infectés (GFP, vert), de la GFAP (magenta) et IBA1 (cyan) 
sur des coupes de striatum. c. Quantification de l’expression de marqueurs microgliaux par qRT-PCR. d-e. Les cellules du 
striatum de souris Hdh140 ont été dissociées et incubées avec une sonde mesurant l’activité des cathepsines (Cts, d) ou des 
sous-unités catalytiques du protéasome (e). La fluorescence de chaque sonde a été mesurée dans les astrocytes GFP

+ 
(d) ou 

TdTomato
+ 

(e). 

Dans les souris Hdh140, l’activation des astrocytes réactifs par JAK2ca ne semble pas induire 

de changements morphologiques majeurs et ne modifie pas l’expression de certains marqueurs 

(Iba1, Cd68 et Cd11b) de la microglie (Figure 32b et c). Dans la MH, chez les patients et les modèles 

murins, très peu d’agrégats de mHtt sont présents dans la microglie, ce qui pourrait s’expliquer 

notamment par une protéolyse très efficace dans ces cellules (Jansen et al., 2017). Nous avons 

mesuré les capacités protéolytiques de la microglie dans les souris Hdh140 injectées avec un AAV-

JAK2ca mais l’activité des cathepsines et du protéasome dans la microglie n’est pas modifiée par la 

réactivité astrocytaire (Figure 32d et e). De plus, le pourcentage de cellules microgliales ayant une 

activité de la sonde cathepsine (3.5%) est assez faible. Ce résultat est surprenant puisqu’une activité 

élevée des cathepsines est souvent décrite dans la microglie en condition pathologique. Une 

augmentation de la cathepsine S, qui est reconnue par la sonde utilisée, est par exemple observée 

dans la microglie de souris modèle de la sclérose en plaque amyotrophique (SLA) (Wendt et al., 
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2008). Cependant, notre sonde cathepsine est majoritairement utilisée dans le contexte des tumeurs 

au cours duquel de très forts changements d’activité interviennent. Cette sonde n’est alors peut-être 

sensible qu’à des activités très élevées des cathepsines. 

Le pourcentage de microglie ayant une activité catalytique du protéasome est également très faible. 

Ce résultat peut s’expliquer par le marqueur fluorescent utilisé (CD45-PE-Cy5) qui n’était pas optimal 

pour la configuration du cytomètre en flux que nous avons utilisée et qui ne nous a pas permis 

d’identifier correctement la population microgliale. Dans le contexte de la MA, la même sonde 

dépendante de l’activité catalytique du protéasome a été utilisée sur des cultures primaires 

d’astrocytes et de microglie (Orre et al., 2013). Cette étude montre que l’exposition à des fibrilles 

d’amyloïde β augmente fortement l’activité du protéasome dans les microglies marquées par CD11b 

et plus faiblement celle dans les astrocytes. De plus, l’expression des sous-unités catalytiques de 

l’immunoprotéasome est augmentée dans les microglies et les astrocytes réactifs autour des plaques 

amyloïdes dans des souris modèles de la MA (Orre et al., 2013). Il serait donc intéressant de refaire 

l’expérience de mesure de l’activité du protéasome dans le contexte de la MH en utilisant un 

marqueur de la microglie plus adapté.  

 

Dans notre étude, nous n’avons pas mis en évidence de modulation de l’activité protéolytique de la 

microglie lorsque la réactivité astrocytaire est induite par JAK2ca dans les souris Hdh140. La microglie 

a une activité de phagocytose importante dans le SNC qui est impactée par son état de réactivité. 

Dans le contexte de la MA, la phagocytose d’Aβ par la microglie a été mesurée par cytométrie en flux 

et par immunomarquage dans des souris APP/PS1dE9 mais n’est pas impactée par l’inhibition de la 

réactivité astrocytaire par SOCS3 (Article 2, Annexe 1). 

 

 

 La microglie est un partenaire important des astrocytes au cours de la neuroinflammation. 

Dans notre étude préliminaire, nous avons étudié seulement certains marqueurs ou fonctions 

spécifiques de la microglie. De plus, certaines expériences doivent être reproduites (activité du 

protéasome). Il serait intéressant d’étudier plus en détail l’impact de la réactivité astrocytaire sur les 

fonctions microgliales au cours de la MH en étudiant par exemple l’expression de cytokines et 

chemokines inflammatoires, qui leur permettent notamment de communiquer avec les astrocytes. 
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I. Modulation de la réactivité dans les MND  

1. JAK2-STAT3 est nécessaire et suffisante pour l’induction de la 

réactivité astrocytaire 

Dans les MND, les astrocytes deviennent réactifs mais leur implication dans l’évolution de la 

pathologie est encore mal comprise. Afin d’étudier le rôle de cette réactivité astrocytaire, il est 

nécessaire de pouvoir la moduler in vivo. Les stratégies initialement développées pour interférer 

avec la réactivité astrocytaire étaient basées sur l’invalidation des filaments intermédiaires GFAP et 

vimentine (Menet et al., 2001), mais ceci altère profondément le fonctionnement des astrocytes 

(Shibuki et al., 1996). Des souris transgéniques permettant l’ablation des astrocytes réactifs 

proliférants ont également été générées (Bush et al., 1999), mais la prolifération des astrocytes 

réactifs est marginale au cours des MND (Lepore et al., 2008). Il est donc essentiel de trouver un outil 

plus sélectif et pertinent pour moduler la réactivité astrocytaire dans le contexte des MND. 

 

Plusieurs voies de signalisation cellulaire sont activées dans les astrocytes réactifs mais leur 

implication dans le contrôle de la réactivité astrocytaire in vivo n’a pas été directement démontrée 

(Ben Haim et al., 2015b). Parmi ces voies de signalisation, notre équipe s’est intéressée à la voie 

JAK2-STAT3 et a montré que le facteur de transcription STAT3 est activé dans plusieurs espèces et 

modèles de la MA, de la MH et même dans d’autres MND (Tauopathies, maladie de Parkinson ; 

données non publiées), alors que la voie NFκB ne semble pas activée ou seulement secondairement 

(Ben Haim et al., 2015a; Cunningham et al., 2018)(Article 2, Annexe 1). Notre équipe a donc 

développé des vecteurs viraux ciblant la voie JAK2-STAT3 spécifiquement dans les astrocytes, qui 

surexpriment l’inhibiteur de la voie, SOCS3, ou une forme constitutivement active de la kinase 

activatrice de la voie, JAK2ca. 

Nous avons contrôlé la spécificité de l’action de SOCS3 sur la voie JAK2-STAT3. La voie des MAPK/ERK 

(extracellular signal-regulated kinase) ainsi que STAT1, un autre membre de la famille des STATs 

impliqué dans l’inflammation, ne sont pas activés dans le modèle APP/PS1dE9 de la MA et ne sont 

pas inhibés par la surexpression de SOCS3 (Article 2, Annexe 1) 

L’expression de SOCS3 par ces vecteurs viraux diminue les marqueurs morphologiques 

caractéristiques de la réactivité astrocytaire (hypertrophie du soma et des prolongements et 

surexpression de la GFAP et la vimentine) dans l’hippocampe de modèles de la MA et dans le 

striatum de modèles de la MH (Ben Haim et al., 2015a)(Articles 1 et 2). SOCS3 réduit également le 

niveau transcriptionnel de la Gfap, de la Vimentine, et de Serpina3n, un autre marqueur de réactivité 

astrocytaire, dans ces modèles. Le vecteur viral codant Socs3 apparait donc comme un outil universel 

et efficace pour bloquer la réactivité astrocytaire in situ. De plus, SOCS3 est également capable de 

réverser la réactivité astrocytaire installée dans des souris âgées modèles de la MA (Article 2, Annexe 

1). Dans la MH, l’effet de SOCS3 a également été étudié dans les souris Hdh140 à 12 et 18 mois mais 

la réactivité dans ce modèle est trop faible à l’état basal pour pouvoir mettre en évidence un effet 

inhibiteur significatif de SOCS3 (données non montrées). Une étude pilote a été réalisée, par une 
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ancienne doctorante de l’équipe, sur le modèle transgénique N171-82Q de la MH âgé de 6 à 8 

semaines. Comme dans les souris Hdh140, la réactivité astrocytaire est trop faible dans les souris 

N171-82Q pour voir l’inhibition par SOCS3 (données de thèse de Lucile Ben Haim).  

 

L’ensemble de ces résultats nous montre que la voie JAK2-STAT3 est nécessaire pour induire et 

maintenir la réactivité astrocytaire dans plusieurs modèles de MND. A l’inverse, la surexpression de 

JAK2ca est suffisante pour induire la réactivité astrocytaire dans l’hippocampe et le striatum de 

souris sauvages, en dehors de tout contexte pathologique (Articles 1 et 2). JAK2ca est également 

capable d’activer ou de suractiver les astrocytes réactifs dans des modèles de la MA (APP/PS1dE9 et 

3xTg) et de la MH (Hdh140 et N171-82Q) (Articles 1 et 2). 

 

La voie JAK2-STAT3 est donc nécessaire et suffisante pour l’induction de la réactivité 

astrocytaire et apparait comme une voie centrale dans le contrôle de cette réactivité in vivo.  

2. Caractérisation moléculaire de la réactivité  

La réactivité astrocytaire est généralement caractérisée par des changements 

morphologiques bien décrits comme l’hypertrophie du soma et des prolongements astrocytaires et la 

surexpression des filaments intermédiaires tels que la GFAP et la Vimentine. Nous avons montré que 

SOCS3 diminue la réactivité astrocytaire en prévenant ces changements morphologiques 

caractéristiques. Dans l’article 2, l’analyse transcriptomique d’astrocytes, dans le contexte de la MA, 

nous a permis de caractériser l’effet de SOCS3 à l’échelle du génome. En plus de diminuer 

l’expression de marqueurs exprimés par la majorité des astrocytes réactifs (Gfap, Vimentine), SOCS3 

impacte également l’expression de marqueurs plus spécifiques de sous-populations d’astrocytes 

réactifs récemment décrits, en réduisant à la fois les marqueurs A1 (Serping1, H2-D1, Srgn) et les 

marqueurs A2 (Tm4sf1, Cd14) (Zamanian et al., 2012; Liddelow et al., 2017). SOCS3 semble donc 

opérer une inhibition globale de la réactivité astrocytaire et non spécifique à une sous-classe 

d’astrocytes réactifs (Article 2, Annexe 1). 

Cette analyse transcriptomique nous a également permis de mettre en évidence une diminution plus 

générale de l’inflammation dans les astrocytes par SOCS3. En effet, SOCS3 inhibe l’expression de 

cytokines, de chimiokines et de facteurs de la voie du complément induits dans les astrocytes 

réactifs.  

 

SOCS3 inhibe donc globalement l’inflammation dans les astrocytes réactifs et prévient à la 

fois les marqueurs morphologiques et moléculaires de la réactivité. Il est maintenant nécessaire de 

caractériser fonctionnellement cette réactivité astrocytaire en la modulant in vivo, grâce aux 

vecteurs viraux développés ciblant la voie JAK2-STAT3, dans des conditions pathologiques comme la 

MA (Article 2, Annexe 1) et la MH (Article 1) ou plus généralement hors contexte pathologique en 

induisant la réactivité astrocytaire dans des souris sauvages.  
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3. L’utilisation de vecteurs viraux 

L’utilisation des vecteurs viraux nous permet d’étudier spécifiquement la réactivité 

astrocytaire dans différents modèles de MND disponibles au laboratoire. La réactivité astrocytaire 

s’accompagne souvent de la réactivité microgliale. Les vecteurs viraux nous permettent de cibler les 

astrocytes et ainsi d’étudier sélectivement les mécanismes liés à la réactivité astrocytaire. Les 

vecteurs viraux nous permettent également de contrôler localement et temporellement la réactivité 

astrocytaire. STAT3, via la voie JAK2-STAT3, est impliqué dans de nombreux processus cellulaires tels 

que l’inflammation et la prolifération cellulaire (Article 3, Annexe 2). STAT3 a également plusieurs 

fonctions non canoniques, c’est-à-dire indépendantes de l’activation de la transcription de gènes 

cibles ou de sa phosphorylation par JAK. L’inhibition globale de STAT3, par un inhibiteur 

pharmacologique ou par délétion (KO, Knock-out) totale, pourrait donc avoir des effets périphériques 

majeurs. Il est possible d’injecter localement dans le cerveau l’inhibiteur pharmacologique afin 

d’éviter ces effets périphériques. Cependant, ces stratégies ne ciblent pas les astrocytes et inhibent 

l’expression de STAT3 dans tous les types cellulaires. Il existe, néanmoins, des souris KO 

conditionnelles limitant la délétion de STAT3 dans les astrocytes (par exemple Cx43-CreERT2 x STAT3 

lox/lox (Reichenbach et al., 2019) ou GFAP-Cre x STAT3 lox/lox (Faulkner et al., 2004)), mais ces 

délétions affectent probablement aussi les fonctions non canoniques de STAT3. Contrairement aux 

stratégies de délétion ou d’inhibition pharmacologique, notre stratégie nous permet de cibler 

spécifiquement la voie canonique JAK2-STAT3 dans les astrocytes de souris adultes et donc d’éviter 

des effets périphériques et développementaux. La voie JAK2-STAT3 interagit avec d’autres voies de 

signalisation cellulaire comme les voies NFκB et MAPK (Ben Haim et al., 2015b). Même si nous avons 

vérifié l’absence d’implication de ces voies dans nos modèles (pERK, STAT1), nous ne pouvons pas 

complétement écarter l’effet de la surexpression de JAK2ca ou de SOCS3 sur d’autres voies de 

signalisation cellulaire. 

 

Dans nos études, nous avons utilisé différents types de vecteurs viraux (LV et AAV) dans différentes 

régions cérébrales et dans différents modèles de MND, et nous reproduisons à chaque fois 

l’activation par JAK2ca ou l’inhibition par SOCS3 de la réactivité astrocytaire. Notre équipe a d’abord 

développé des vecteurs LV qui permettent une expression forte et stable du transgène dans les 

cellules infectées. De plus, le modèle viral de la MH que nous utilisons dans nos études est basé sur 

l’injection dans les neurones de vecteurs LV codant un fragment de la mHtt (de Almeida et al., 2002). 

Les vecteurs LV nous permettent donc de moduler la réactivité dans ce modèle. Notre équipe a 

ensuite développé des vecteurs AAV pour avoir une meilleure efficacité d’infection, particulièrement 

dans l’hippocampe dans lequel les astrocytes sont peu transduits par les LV.  Les AAV, plus petits que 

les LV, diffusent mieux dans le parenchyme cérébral. C’est pourquoi nous avons utilisé les vecteurs 

AAV dans le striatum lors des expériences de tri cellulaire afin de collecter plus d’astrocytes infectés 

et avoir assez de matériel pour effectuer les analyses transcriptomiques ou biochimiques en aval.  
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Les vecteurs viraux sont donc des outils versatiles permettant de cibler un type cellulaire particulier. 

Grâce à ces outils, nous étudions l’impact de la réactivité astrocytaire dans les MND mais les vecteurs 

viraux peuvent eux-mêmes provoquer une réponse inflammatoire. Les dernières générations des 

vecteurs LV et AAV sont moins inflammatoires que d’autres vecteurs comme les vecteurs 

adénoviraux (Serguera and Bemelmans, 2014). De plus, notre équipe a effectué des expériences de 

dose-réponse afin de déterminer la dose pour laquelle l’injection de vecteurs viraux n’induit pas de 

réactions inflammatoires. 

II. Les astrocytes réactifs diminuent l’agrégation de la mHtt  

Afin d’étudier l’impact de la réactivité astrocytaire dans la MH, nous utilisons deux modèles 

murins complémentaires. Le modèle LV exprimant un fragment de la mHtt dans les neurones (LVN-

mHtt) est un modèle aigu et rapide de la MH caractérisé par une perte neuronale et des agrégats de 

mHtt neuronaux. Ce modèle présente une forte réactivité astrocytaire que nous inhibons 

efficacement grâce au vecteur viral codant Socs3 (Ben Haim et al., 2015a)(Article 1).  Nous utilisons 

également un modèle plus progressif de la maladie, le modèle Hdh140, dont la génétique et la 

progression de la pathologie sont plus proches de la MH chez les patients (Menalled et al., 2003). Ces 

souris présentent des anomalies transcriptionnelles et de petits agrégats neuronaux dans le striatum. 

Nous augmentons la faible réactivité astrocytaire présente dans ce modèle grâce au vecteur codant 

Jak2ca. La modulation de la réactivité astrocytaire dans ces deux modèles nous permet d’étudier 

l’impact des astrocytes réactifs sur l’agrégation de la mHtt, une caractéristique majeure de la MH 

(voir paragraphe III.1.b de l’introduction).  

1. Diminution de l’agrégation 

Notre équipe a mis en évidence une augmentation de l’agrégation de la mHtt lorsque les 

astrocytes réactifs sont inhibés dans le modèle LVN-mHtt (Ben Haim et al., 2015a). Nous avons 

confirmé ce résultat sur une cohorte différente de souris en utilisant plusieurs marquages d’agrégats 

de mHtt (EM48 et Ubiquitine). De plus, nous avons montré que l’inhibition des astrocytes réactifs par 

SOCS3 augmentait également la taille de ces agrégats de mHtt. A l’inverse, les astrocytes réactifs 

dans les souris Hdh140 diminuent le nombre et la taille des agrégats de mHtt. Nous avons également 

observé que JAK2ca tend à diminuer le nombre d’agrégats dans un autre modèle de la MH, les souris 

N171-82Q, mais le faible nombre d’animaux et la variabilité inter-individuelle ne nous permet pas de 

détecter des différences significatives (données non montrées). Nous avons donc mis en évidence un 

effet miroir de la modulation de la réactivité astrocytaire sur l’agrégation de la mHtt dans différents 

modèles de la MH. 
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Les agrégats de mHtt sont majoritairement observés dans les neurones. L’effet de la réactivité 

astrocytaire sur l’agrégation de la mHtt implique donc un dialogue entre les neurones et les 

astrocytes. Cette diminution de l’agrégation de la mHtt par les astrocytes réactifs peut s’expliquer 

par différents mécanismes :  

 

1/ une diminution de l’expression de la mHtt lorsque les astrocytes sont réactifs. Nous avons vérifié 

les niveaux d’ARNm de la Htt murine endogène et de la mHtt qui ne sont pas impactés par la 

modulation de la réactivité astrocytaire (données non montrées).  

 

2/ une diminution de la concentration ou de l’agrégation de la protéine mHtt qui se traduiraient par 

une diminution ou une augmentation de la forme soluble de la mHtt respectivement. Nous avons 

mesuré la forme Triton X-100 (Tx)-soluble et SDS-soluble de la mHtt par des techniques de 

fractionnement biochimique couplé à des western blots. JAK2ca ne semble pas modifier le taux de 

mHtt Tx-soluble, mais tend à diminuer les formes plus agrégées dans la fraction SDS-soluble 

(données non montrées). Cependant, il est difficile d’établir exactement quelles formes de la mHtt 

sont présentes dans les différentes fractions Tx et SDS solubles. La fraction Tx-soluble contient 

majoritairement les formes monomériques de la mHtt alors que la fraction SDS-soluble contient 

plutôt les espèces oligomériques et agrégées (O’Rourke et al., 2013). Nos résultats indiquent donc 

que les formes les plus solubles de la mHtt ne sont pas impactées par la réactivité astrocytaire. En 

microscopie optique, nous n’observons que les plus gros agrégats de mHtt. Il faudrait utiliser des 

techniques plus avancées afin de visualiser les formes intermédiaires de la mHtt dans nos modèles, 

comme la microscopie électronique en transmission ou la microscopie à force atomique (Poirier et 

al., 2002; Sathasivam et al., 2010; Sahoo et al., 2016). Il existe également des anticorps reconnaissant 

spécifiquement certaines conformations comme les oligomères pré-fibrillaires (A11), les 

protofibrilles annulaires (APF) ou  les formes fibrillaires (OC) mais cela indépendamment de la 

protéine (Sontag et al., 2012). Ramdzan et collaborateurs ont aussi développé in vitro des 

biosenseurs sensibles à la conformation de la mHtt par cytométrie en flux, mais il semble assez 

difficile pour le moment d’utiliser cette méthode in vivo sur des cellules dissociées à partir de 

cerveaux de souris puisque cette méthode nécessite l’introduction d’un motif tétracystéine dans la 

mHtt (Ramdzan et al., 2010). Une autre équipe a développé une technique de chromatographie par 

exclusion de taille suivie d’un immunomarquage en TR-FRET (Time-resolved Fluorescence Resonance 

Energy Transfer) afin de séparer la mHtt monomérique soluble, les oligomères solubles composés de 

fragments de mHtt et les agrégats insoluble de mHtt à partir d’homogénats de cerveaux. Cette 

équipe a  montré que les oligomères solubles étaient inversement corrélés aux agrégats de mHtt 

dans les souris Hdh150 (Marcellin et al., 2012). De plus, dans notre étude, la mesure des formes Tx et 

SDS-solubles de la mHtt a été effectuée sur un homogénat total de striatum de souris Hdh140, ce qui 

ne nous permet pas d’avoir le niveau de mHtt dans chaque type cellulaire, et particulièrement le 

niveau dans les astrocytes.  

L’ensemble de ces résultats semblent donc montrer une modulation préférentielle de la forme 

agrégée de la mHtt par les astrocytes réactifs. 
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3/ une augmentation de la dégradation des agrégats de mHtt (Figure 33). Une étude 

transcriptomique effectuée par l’équipe a montré un enrichissement des gènes liés aux systèmes de 

protéolyse (UPS et autophagie-lysosome) dans les astrocytes réactifs, ce qui suggère une 

augmentation des capacités de dégradation des astrocytes réactifs (voir paragraphe II.2, ci-dessous). 

La mHtt agrégée pourrait alors être transportée des neurones jusqu’aux astrocytes réactifs où elle 

serait efficacement dégradée.  

 

4/ une modulation de l’agrégation de la mHtt par des protéines anti-agrégantes (Figure 33). L’analyse 

transcriptomique révèle également un enrichissement des protéines chaperonnes dans les astrocytes 

réactifs. Comme précédemment décrit dans le paragraphe III de l’introduction, les chaperonnes 

peuvent prévenir l’agrégation des protéines et peuvent être libérées dans le milieu extracellulaire via 

des exosomes par exemple. Les astrocytes réactifs pourraient alors sécréter des protéines 

chaperonnes qui moduleraient l’agrégation de la mHtt une fois dans les neurones (voir paragraphe 

II.3, ci-dessous). Ces chaperonnes pourraient modifier la conformation de la mHtt agrégée afin 

d’atteindre une conformation « moins toxique » ou  pourraient entrainer la dégradation de la mHtt 

par les systèmes de protéolyse de la cellule (UPS, autophagie-lysosome et CMA). 

 

 
Figure 33- Hypothèses de travail : un dialogue entre les astrocytes réactifs et les neurones pour réduire l’agrégation de la 
mHtt. Les astrocytes réactifs diminuent les agrégats de mHtt majoritairement présents dans les neurones. Plusieurs 
hypothèses peuvent expliquer l’impact des astrocytes réactifs sur l’agrégation de la mHtt dans les neurones. Il est possible 
que la mHtt soit transportée des neurones jusqu’aux astrocytes réactifs où elle serait dégradée plus efficacement par les 
systèmes de protéolyse : UPS (vert) et autophagie-lysosome (bleu). Les astrocytes réactifs pourraient également libérer des 
protéines anti-agrégantes comme les chaperonnes (orange) qui, une fois dans les neurones, pourraient réduire l’agrégation 
de la mHtt.  



 

D
IS

C
U

SS
IO

N
  

148 

2. Les systèmes de protéolyse dans les astrocytes réactifs 

L’analyse transcriptomique par microarray sur les astrocytes réactifs hors contexte 

pathologique a révélé un enrichissement des gènes appartenant aux deux voies majeures de 

protéolyse cellulaire. Nous avons donc étudié ces systèmes de dégradation dans le contexte de la 

MH.  

L’analyse microarray montre majoritairement une surexpression des gènes impliqués dans le 

système autophagie-lysosome, et particulièrement des gènes liés au lysosome, dans les astrocytes 

réactifs. Le terme lysosome est notamment enrichi dans les analyses par Gene Ontology (GO) et 

STRING. Parmi ces gènes, nous retrouvons notamment les protéases lysosomales, cathepsines C et S, 

qui sont aussi liées à la neuroinflammation (voir paragraphe III.3.a de l’introduction). L’expression de 

ces cathepsines est augmentée lorsque la réactivité astrocytaire est induite par JAK2ca dans les 

souris Hdh140. Au contraire, l’inhibition des astrocytes réactifs par SOCS3 diminue l’expression de 

ces cathepsines dans le modèle LVN-mHtt. La surexpression des gènes de cathepsines s’accompagne 

d’une augmentation de leur activité dans les astrocytes réactifs de souris Hdh140 injectées avec un 

AAV-JAK2ca. La sonde cathepsine utilisée reconnaît notamment la cathepsine L qui est connue pour 

dégrader les protéines contenant une queue polyQ comme la mHtt (Bhutani et al., 2012; Verdoes et 

al., 2013). Les astrocytes réactifs ont donc une capacité accrue de dégradation par le lysosome au 

cours de la MH. Il serait maintenant intéressant d’étudier le flux autophagique et particulièrement la 

formation des autophagosomes dans les astrocytes réactifs. En effet, une altération de la 

reconnaissance du substrat à dégrader par autophagie et la présence d’autophagosomes vides ont 

été décrites dans la MH (voir paragraphe III.3.b de l’introduction) (Martinez-Vicente et al., 2010). La 

microscopie électronique nous permettrait, par exemple, de visualiser les autophagosomes et leur 

contenu. Nous pourrions également mesurer par western blot à partir d’astrocytes triés ou par co-

marquage histologique, l’accumulation de marqueurs d’autophagosomes, comme LC3-II, corrélée à 

leur formation et au flux autophagique (Kabeya et al., 2000; Ravikumar et al., 2010).  

 

 Nous nous sommes également intéressés à l’autre grande voie de protéolyse cellulaire, l’UPS. 

Nous avons montré une augmentation de l’activité des sous-unités catalytiques du protéasome dans 

les astrocytes réactifs induits par JAK2ca dans les souris Hdh140. De plus, cette activité est aussi 

augmentée dans les astrocytes réactifs de souris contrôles (données non montrées). Cependant, 

nous n’observons pas de différences entre les souris contrôles et les souris Hdh140. Une étude de 

l’activité du protéasome utilisant la même sonde fluorescente dans des souris R6/2 confirme que 

l’activité du protéasome n’est pas altérée dans la MH (Schipper-Krom et al., 2014). Cette étude a 

également montré que le protéasome était toujours actif au niveau des agrégats de mHtt. Dans la 

littérature, l’altération du protéasome au cours de la MH est controversé (voir paragraphe III.2.b de 

l’introduction). Une des hypothèses est que l’ensemble des systèmes de protéostasie sont altérés 

dans la MH et entraîne une augmentation du nombre de substrats ubiquitinylés à dégrader, ce qui 

créerait un « embouteillage » au niveau du protéasome. L’activité catalytique du protéasome ne 

serait néanmoins pas altérée. Cependant, l’augmentation de l’activité du protéasome dans les 

astrocytes réactifs permettrait de fluidifier la dégradation des protéines ubiquitinylées et ainsi de 

restaurer l’homéostasie des protéines cellulaires. 
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Le protéasome est strictement lié au bon adressage des protéines par ubiquitination. Nous avons 

mesuré par western blot le niveau d’ubiquitination dans des homogénats totaux de striatum et nous 

n’avons pas observé de changements entre les souris contrôles et les souris Hdh140, ni d’effet de 

l’induction de la réactivité astrocytaire par JAK2ca. Dans l’analyse microarray sur des astrocytes, les 

gènes différentiellement exprimés sont principalement liés à l’ubiquitination (enzymes de ligation E2 

et de conjugaison E3) et aux sous-unités régulatrices du protéasome. Ces gènes sont majoritairement 

diminués dans les astrocytes réactifs, ce qui ne corrèle pas avec le niveau d’ubiquitination inchangé 

et l’augmentation de l’activité des sous-unités catalytiques mesurés dans les souris contrôles et 

Hdh140 de notre étude. La diminution d’expression est peut-être spécifique à certaines enzymes et 

sous-unités régulatrices et non généralisée aux systèmes d’ubiquitination et de protéasome dans leur 

ensemble. Les astrocytes réactifs pourraient également favoriser seulement certaines enzymes et 

sous-unités du protéasome spécifiques et suffisantes pour le bon fonctionnement de la cellule afin 

d’économiser les dépenses énergétiques. En effet, le système UPS consomme de l’ATP pour 

fonctionner. Il serait cependant intéressant de vérifier l’activité des enzymes d’ubiquitination en 

utilisant des sondes spécifiques cette fois du système d’ubiquitine (sonde UbDha ; UbiQ Bio) (Mulder 

et al., 2016; Hewings et al., 2017). Nous pourrions également mesurer l’ubiquitination 

spécifiquement de la mHtt par des expériences d’immunoprécipitation et de western blot à partir 

d’homogénats totaux ou d’astrocytes triés de souris MH.  

 

Nous avons donc montré que l’activité des deux systèmes de protéolyse cellulaire est 

augmentée dans les astrocytes réactifs dans le contexte de la MH (Figure 34). Ces résultats sont en 

accord avec l’étude de Jansen et collaborateurs qui montrent un plus faible nombre d’agrégats de 

mHtt dans les astrocytes réactifs par rapport aux astrocytes non réactifs, suggérant alors une 

meilleure dégradation de la mHtt dans les astrocytes réactifs (Jansen et al., 2017). Dans nos modèles, 

les agrégats sont présents en très grande majorité dans les neurones, il est donc difficile d’évaluer 

l’impact de la réactivité astrocytaire sur l’agrégation de la mHtt dans les astrocytes. Nous avons donc 

surexprimé la mHtt par vecteurs LV directement dans les astrocytes (LVA-mHtt), ce qui nous a permis 

d’étudier l’activité anti-agrégante intrinsèque des astrocytes. Les agrégats de mHtt qui se forment 

dans les astrocytes sont plus petits que ceux dans les neurones, comme décrit dans la littérature 

dans le cerveau de souris et de patients de la MH (Shin et al., 2005; Meunier et al., 2016; Jansen et 

al., 2017). Cette différence entre les neurones et les astrocytes peut s’expliquer par une différence au 

niveau de la synthèse et/ou de la dégradation de la mHtt entre les deux types cellulaires. 

L’expression de la Htt est relativement proche dans les neurones et les astrocytes chez la souris et 

l’Homme (voir paragraphe I.4.a.i de l’introduction, banque RNAseq du laboratoire de Ben Barres). 

Cependant, la Htt fait l’objet d’importantes modifications post-traductionnelles pouvant modifier son 

expression et sa localisation. Le nombre et la taille plus faibles des agrégats dans les astrocytes 

peuvent s’expliquer par une meilleure capacité de dégradation, notamment par le protéasome, dans 

les astrocytes (Tydlacka et al., 2008). Dans notre expérience de cytométrie en flux, l’intensité de 

fluorescence de la sonde des sous-unités catalytiques du protéasome, corrélée à leur activité, est 

plus élevée dans les astrocytes que dans la population non marquée appelée population négative 

(données non montrées). Cette population négative est majoritairement composée de neurones et 
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de précurseurs d’oligodendrocytes (OPC) (les astrocytes GFP+, la microglie CD45+ ont été triés à part 

et les oligodendrocytes ont été déplétés lors de l’étape de « myelin removal »). L’activité catalytique 

du protéasome est plus importante dans les astrocytes que dans cette population négative, ce qui 

est en accord avec une capacité de dégradation plus efficace dans les astrocytes (Tydlacka et al., 

2008). De plus, l’inhibition de la réactivité astrocytaire par SOCS3 augmente le nombre d’astrocytes 

avec un agrégat de mHtt et la taille de ces agrégats astrocytaires, ce qui confirme une activité de 

protéolyse augmentée dans les astrocytes réactifs.  

3. Les protéines chaperonnes  

L’analyse transcriptomique par microarray révèle également une augmentation des gènes 

codant les protéines chaperonnes, comme la co-chaperonne DNAJB1, dans les astrocytes réactifs. 

Une autre étude transcriptomique, réalisée par notre équipe et publiée dans l’article 2 sur des 

astrocytes dans le contexte de la MA, montre qu’au contraire SOCS3 diminue l’expression de Dnajb1 

(Article 2, Annexe 1). Nous nous sommes donc intéressés particulièrement à cette co-chaperonne 

modulée par la réactivité astrocytaire et nous l’avons étudiée dans le contexte de la MH. Plusieurs 

études ont montré que l’expression et la réponse « anti-stress » des chaperonnes sont diminuées au 

cours de la MH. Dans notre étude, le niveau protéique de DNAJB1/Hsp40 tend à être réduit dans les 

souris Hdh140 par rapport aux souris contrôles (données non montrées). Lorsque la réactivité 

astrocytaire est induite par JAK2ca, le niveau d’ARNm et le niveau protéique mesuré par 

immunofluorescence de DNAJB1/Hsp40 tendent à être augmentés dans le striatum de souris Hdh140 

(données non montrées). Le faible nombre d’animaux et la variabilité inter-individuelle entre les 

animaux limite la puissance statistique et donc la capacité à détecter des différences significatives 

entre les groupes. Cette tendance est confirmée au niveau protéique par western blot où 

l’augmentation de DNAJB1/Hsp40 est significative avec JAK2ca. La combinaison des différentes 

techniques utilisées montrant toujours la même tendance conforte nos résultats. De plus, à l’inverse, 

l’inhibition des astrocytes réactifs par SOCS3 diminue significativement le niveau transcriptionnel de 

Dnajb1. Des expériences sont en cours pour vérifier l’expression de DNAJB1/Hsp40 dans le cerveau 

de patients MH par des immunomarquages sur coupes. Des co-marquages nous permettront de 

mesurer son niveau protéique dans les différents types cellulaires.  

 

Les astrocytes réactifs pourraient alors libérer des protéines chaperonnes dans le milieu 

extracellulaire afin qu’elles modulent l’agrégation de la mHtt dans les neurones. En effet, plusieurs 

études ont montré que les chaperonnes et notamment la co-chaperonne DNAJB1/Hsp40 pouvaient 

être libérées via des exosomes et inhiber l’agrégation dans la cellule réceptrice (Takeuchi et al., 2015; 

Takeuchi, 2018). De façon intéressante, l’analyse DAVID-GO (par composant cellulaire) des gènes 

différentiellement exprimés dans les astrocytes réactifs révèle un fort enrichissement du terme 

« exosome ». Ce terme est également enrichi dans le protéome des souris R6/2 (Skotte et al., 2018).  

Nous avons donc analysé l’expression de DNAJB1/Hsp40 dans la fraction exosomale isolée à partir du 

striatum de souris Hdh140. Hsp40 est enrichie dans les exosomes de ces souris lorsque les astrocytes 

sont réactifs (Figure 34). Dans notre expérience de western blot, la bande correspondant à Hsp40 est 

à un poids plus bas que 40 kDa dans la fraction exosomale, cela pourrait être du à un clivage de la 
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protéine spécifique dans les exosomes. Les exosomes isolés peuvent être sécrétés à partir de tous les 

types cellulaires du tissu. Pour étudier plus spécifiquement les exosomes libérés par les astrocytes, il 

faudrait effectuer des études in vitro sur les exosomes présents dans le milieu de cultures 

d’astrocytes. Cependant, les astrocytes en culture présentent un phénotype réactif déjà à l’état 

basal. De plus, l’absence des autres types cellulaires et des échanges inter-cellulaires peuvent 

perturber le fonctionnement des astrocytes. L’étude de l’impact de la réactivité astrocytaire in vitro 

parait donc peu adaptée pour le moment, avec les techniques actuellement disponibles.    

 

 Une étude chez les souris R6/2 a montré que la surexpression de DNAJB1 dans les neurones 

du striatum via l’injection d’un vecteur AAV diminue l’agrégation de mHtt et améliore le phénotype 

moteur des souris (Popiel et al., 2012). Dans notre étude, nous avons surexprimé DNAJB1 dans les 

astrocytes du striatum des souris LVN-mHtt. L’expression de DNAJB1 prévient l’augmentation par 

SOCS3 des agrégats de mHtt, de la lésion neuronale et des défauts transcriptionnels. Au contraire, 

l’expression d’un mutant dominant de DNAJB1 (DNAJB1-DN) empêche la diminution des agrégats de 

mHtt dans les souris Hdh140 par JAK2ca. Ces résultats confirment donc l’implication de DNAJB1 dans 

la diminution de l’agrégation de la mHtt par les astrocytes réactifs au cours de la MH (Figure 34). Il 

faudrait désormais étudier la localisation des agrégats de mHtt par des co-immunomarquages afin de 

savoir si la protéine DNAJB1 astrocytaire agit sur les agrégats neuronaux, astrocytaires ou sur les 

deux à la fois. Le mutant DN, qui ne contient plus que le domaine J de la protéine, perd son activité 

de co-chaperonne, et empêche la protéine endogène d’interagir avec Hsp70 et de stimuler son 

activité ATPase (Michels et al., 1999). A plus long terme, il serait donc intéressant d’évaluer 

l’implication de Hsp70 dans l’effet de DNAJB1 sur l’agrégation de la mHtt. Pour cela, nous pourrions 

exprimer un mutant de Hsp70 délété de son activité ATPase (Hsp70(K71E)) dans les astrocytes ou 

dans les neurones. En effet, DNAJB1 pourrait interagir avec Hsp70 directement dans les astrocytes et 

les deux pourraient être transportées jusqu’aux neurones, ou DNAJB1 pourrait interagir avec Hsp70 

une fois dans les neurones. De plus, une étude in vitro a montré que le domaine J était essentiel pour 

la sécrétion de DNAJB1 par des exosomes et que le mutant DNAJB1-DN était toujours capable d’être 

sécrété (Takeuchi et al., 2015). Cela prouve que, dans notre étude, l’effet de DNAJB1-DN sur les 

agrégats de mHtt n’est pas seulement dû à la non libération du mutant par les astrocytes. 

L’expression de DNAJB1-DN dans les astrocytes des souris Hdh140 injectée avec LV-JAK2ca bloque 

l’amélioration des défauts transcriptionnels observée avec JAK2ca, et diminue même le niveau 

transcriptionnel de marqueurs neuronaux. Le mutant DNAJB1-DN n’agit pas seulement sur 

l’agrégation de la mHtt mais peut aussi bloquer le repliement d’autres protéines impliquées dans des 

fonctions cellulaires importantes.  

Une étude dans un modèle drosophile de la MH, dans lequel la mHtt est exprimée dans les neurones, 

a récemment montré que l’expression d’une autre co-chaperonne Hsp40, DNAJB6, dans les 

astrocytes diminue la neurodégénérescence et augmente la longévité mais n’impacte pas  

l’agrégation de la mHtt dans les neurones (Bason et al., 2019). Bason et collaborateurs ont, 

cependant, observé une augmentation du nombre d’agrégats de mHtt dans les astrocytes. Ils 

suggèrent alors que les astrocytes protègeraient les neurones en récupérant les agrégats de mHtt. 

Les astrocytes agiraient comme un réservoir de mHtt agrégée, ce qui éviterait la propagation 
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transcellulaire de la mHtt entre les neurones (Bason et al., 2019). DNAJB1 et DNAJB6 semble donc 

agir différemment. En effet, DNAJB6, contrairement à DNAJB1, pourrait directement agir avec la 

séquence polyQ de la mHtt et cela indépendamment de Hsp70 (Månsson et al., 2014; Kakkar et al., 

2016).   

 

 

Figure 34- Mécanismes impliqués dans la diminution de l’agrégation de la mHtt par les astrocytes réactifs : synthèse des 
résultats obtenus. Les astrocytes réactifs diminuent l’agrégation de la mHtt mais n’impactent pas le niveau de mHtt soluble 
au cours de la MH. Cet effet sur l’agrégation de la mHtt est associé à l’amélioration de certaines altérations neuronales. La 
mHtt pourrait être transportée des neurones jusqu’aux astrocytes par différents mécanismes (exosomes, ectosomes, 
libération extracellulaire…) que nous n’avons pas explorés car très difficiles à mettre en évidence in vivo. La forme sous 
laquelle la mHtt est transférée des neurones aux astrocytes est également inconnue : il pourrait s’agir de la protéine soluble 
entière ou clivée, d’oligomères ou même d’agrégats. Une fois dans les astrocytes réactifs, la mHtt est alors dégradée par les 
systèmes de dégradation cellulaire. L’activité du protéasome et des cathepsines lysosomales est, en effet, augmentée dans 
les astrocytes réactifs au cours de la MH. La réactivité astrocytaire ne semble pas impacter le niveau d’ubiquitination des 
protéines striatales, mais l’activité du système ubiquitine n’a pas été mesurée. De même, le flux autophagique n’a pas 
encore été mesuré. Ces deux paramètres dynamiques devraient être mesurés dans les neurones et les astrocytes 
séparément, ce qui rend l’approche expérimentale plus compliquée. Les astrocytes réactifs surexpriment la co-chaperonne 
DNAJB1, impliquée dans la prévention de l’agrégation de la mHtt. Les astrocytes pourraient alors libérer, dans le milieu 
extracellulaire via des exosomes, DNAJB1 qui modulerait l’agrégation de la mHtt dans les neurones. DNAJB1 est enrichie 
dans les exosomes lorsque les astrocytes sont réactifs au cours de la MH. Par l’injection lentivirale de DNAJB1 ou d’un 
mutant DN spécifiquement dans les astrocytes, nous avons également confirmé l’implication de DNAJB1 dans la diminution 
de l’agrégation de la mHtt par les astrocytes réactifs. 
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4. Améliorations des altérations neuronales  

Nous avons donc montré que les astrocytes réactifs diminuent l’agrégation de la mHtt dans 

les neurones. Cet effet semble être médié par un dialogue trans-cellulaire entre les astrocytes 

réactifs et les neurones. Il était important d’évaluer l’impact de cette diminution de l’agrégation sur 

les altérations neuronales dans la MH. Le rôle des agrégats de la mHtt reste controversé (voir 

paragraphe III.1.b.iii). Cependant un consensus sur le rôle à la fois bénéfique et délétère de ces 

agrégats commence à émerger (Ramdzan et al., 2017). Ces agrégats pourraient être dans un premier 

temps bénéfiques en piégeant la mHtt soluble toxique responsable de l’apoptose des cellules. Mais 

ces agrégats de mHtt piégeraient en même temps d’autres protéines essentielles pour le bon 

fonctionnement cellulaire, ce qui entrainerait progressivement une altération de l’homéostasie 

cellulaire et la mort neuronale.  

 

 Dans notre étude, l’inhibition de la réactivité astrocytaire par SOCS3 augmente la lésion 

neuronale dans le modèle LVN-mHtt alors que l’activation des astrocytes réactifs par JAK2ca améliore 

les déficits transcriptionels des marqueurs des neurones striataux observés chez les souris Hdh140. 

Les astrocytes réactifs diminuent donc l’agrégation de la mHtt et améliorent certaines altérations 

neuronales. Dans notre étude, la diminution de l’agrégation est corrélée à un effet bénéfique sur les 

neurones et la présence d’agrégats apparait donc plutôt comme un indicateur de toxicité dans nos 

modèles murins de la MH. Comme discuté précédemment (paragraphe II.1 de la discussion), la 

diminution des agrégats peut s’expliquer par plusieurs mécanismes, notamment par une diminution 

de l’agrégation des différentes formes de la mHtt et ainsi une augmentation de la forme soluble 

potentiellement toxique. Nous n’avons pas mis en évidence de modulation du niveau de mHtt 

soluble par la réactivité astrocytaire. Cependant, les intermédiaires oligomériques, qui peuvent aussi 

être toxiques et à l’origine des altérations neuronales et qui ne sont pas visibles par microscopie, 

pourraient être eux aussi diminués par JAK2ca. En effet, la diminution du nombre d’agrégats n’est 

pas forcément corrélée à une augmentation des formes toxiques de la mHtt plus soluble. La 

réactivité astrocytaire pourrait, en effet, rétablir la protéostasie cellulaire et ainsi augmenter 

l’élimination de l’ensemble des formes de mHtt, ce qui pourrait expliquer l’effet bénéfique sur les 

neurones observé dans nos modèles. 

Dans les souris Hdh140 à 12 mois, l’amélioration des défauts transcriptionnels par JAK2ca n’est pas 

liée à une augmentation du niveau protéique du marqueur des neurones striataux DARPP32 ou à une 

diminution de l’atrophie des neurones DARPP32+. Les altérations transcriptionnelles observées dans 

les souris Hdh140 pourraient, cependant, être corrélées à des déficits fonctionnels des neurones. Il 

serait donc intéressant d’effectuer des mesures plus fonctionnelles sur les neurones des souris 

Hdh140 comme par exemple les propriétés électrophysiologiques intrinsèques des neurones SPNs ou 

le métabolisme par spectrocospie à résonnance magnétique altérés chez les souris Hdh140 dès 12 

mois (Cummings et al., 2010; Pépin et al., 2016). Avec notre stratégie d’injection de vecteurs viraux, il 

est possible que la modulation de la réactivité astrocytaire soit trop locale pour observer des effets 

fonctionnels au niveau du striatum entier. Pour impacter plus largement le striatum, nous pourrions 

utiliser des vecteurs AAV que nous injecterions au niveau de plusieurs sites dans le striatum.  



 

D
IS

C
U

SS
IO

N
  

154 

Une étude a montré que l’injection d’une enzyme de dégradation du CH par un vecteur AAV dans le 

striatum de souris R6/2 améliorait plusieurs caractéristiques pathologiques dont le comportement 

moteur chez ces souris (Boussicault et al., 2016). Il faudrait également étudier des souris Hdh140 à 

un âge où les altérations neuronales sont plus marquées afin de mettre en évidence le potentiel effet 

protecteur de la réactivité astrocytaire induite par JAK2ca.  

 

De plus, il est important de noter que le modèle LVA-mHtt qui présente de petits agrégats 

principalement dans les astrocytes ne montre pas de lésion neuronale contrairement au modèle LVN-

mHtt (données non montrées). D’après l’étude d’Arrasate et collaborateurs, les petits agrégats sont 

plus toxiques que les agrégats plus diffus (Arrasate et al., 2004), ce qui est contradictoire avec ce que 

nous observons dans nos modèles LVN-mHtt et LVA-mHtt. Cependant, il est possible que dans les 

souris LVA-mHtt, les astrocytes qui sont réactifs aient dégradé efficacement les agrégats et qu’ils 

soient plus résistants face aux plus petits agrégats restants plus difficile à dégrader (Meunier et al., 

2016). Meunier et collaborateurs proposent qu’à l’inverse, les neurones, n’étant pas capable de 

dégrader efficacement la mHtt aggrégée, formeraient de plus gros agrégats diffus comme 

mécanisme de protection (Meunier et al., 2016).   

III. Hétérogénéité de la réactivité astrocytaire en fonction du 
contexte pathologique 

Dans l’article 2, la réactivité astrocytaire a été étudiée dans le contexte de la MA. L’inhibition 

des astrocytes réactifs par SOCS3 diminue le nombre de plaques amyloïdes et restaure les déficits 

d’apprentissage dans le modèle APP/PS1dE9, et améliore les déficits synaptiques dans le modèle 

3xTg. De plus, l’induction de la réactivité astrocytaire par JAK2ca dans des souris sauvages est 

suffisante pour entrainer l’apparition de dysfonctions synaptiques. Dans la MA, les astrocytes réactifs 

semblent donc plutôt délétères. Une étude récente confirme que l’inhibition de la réactivité 

astrocytaire contrôlée par STAT3 améliore plusieurs caractéristiques pathologiques dans le modèle 

APP/PS1dE9, dont la charge amyloïde (Reichenbach et al., 2019). 

Dans l’article 1, nous montrons, qu’à l’inverse les astrocytes réactifs semblent bénéfiques dans la MH 

en diminuant le nombre d’agrégats de mHtt dans les neurones et en améliorant certaines altérations 

neuronales. En modulant la réactivité astrocytaire par la même stratégie de ciblage de la voie JAK2-

STAT3, nous observons donc des effets opposés de la réactivité astrocytaire en fonction du contexte 

pathologique, et particulièrement un effet inverse sur une même caractéristique pathologique, 

l’agrégation de la protéine toxique impliquée dans la maladie.  

 

Cette différence peut tout d’abord s’expliquer par l’environnement des astrocytes ciblés dans chaque 

pathologie. En effet, plusieurs études ont montré que les astrocytes répondaient différemment selon 

la région du cerveau (Ben Haim and Rowitch, 2017).  Une étude a notamment mis en évidence des 

différences morphologiques, moléculaires et fonctionnelles entre les astrocytes du striatum et les 

astrocytes de l’hippocampe (Chai et al., 2017). En ciblant une même voie de signalisation contrôlant 
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la réactivité astrocytaire, nous modulons différents types d’astrocytes. L’hétérogénéité des 

astrocytes réactifs observée dans nos études pourraient donc être due à une hétérogénéité pré-

existante des astrocytes hors contexte pathologique. 

L’effet opposé des astrocytes réactifs dans la MA et dans la MH peut également s’expliquer par le 

stimulus pathologique. Bien qu’il y ait des similitudes entre les MND, les protéines toxiques 

impliquées dans ces maladies sont différentes et peuvent induire des mécanismes pathologiques 

variés. De plus, dans la MA, l’amyloïde β (Aβ) forme des plaques extracellulaires alors que dans la 

MH, la mHtt forme des agrégats intracellulaires. Les mécanismes impliqués dans la clairance de ces 

protéines agrégées ne sont donc pas identiques. La dégradation de la mHtt intracellulaire fait plutôt 

intervenir les systèmes de protéolyse cellulaire, autophagie-lysosome et UPS qui, d’après nos 

données, sont augmentés dans les astrocytes réactifs au cours de la MH. L’analyse transcriptomique 

des astrocytes réactifs, isolés à partir d’hippocampe de souris APP/PS1dE9, montre également une 

augmentation de l’expression de gènes liés au lysosome dans les astrocytes réactifs dans le contexte 

de la MA qui est majoritairement réduite par SOCS3. Les plaques Aβ étant extracellulaires, l’Aβ doit 

entrer dans la cellule, par exemple par phagocytose, afin d’être dégradée par les systèmes de 

protéolyse intracellulaire. L’étude des astrocytes désactivés pas SOCS3 dans les souris APP/PS1dE9 

ne met pas en évidence de phagocytose de l’Aβ par les astrocytes (Article 2, Annexe 1). D’autres 

mécanismes peuvent être impliqués dans la clairance des protéines comme par exemple le système 

glymphatique (analogue cérébral du système lymphatique) qui peut éliminer les protéines toxiques 

de l’espace extracellulaire et être modulé par les astrocytes réactifs notamment via le pied 

astrocytaire (Boland et al., 2018). Les astrocytes réactifs peuvent donc répondre différemment selon 

le stimulus pathologique.  

 

 L’impact des astrocytes réactifs est également controversé dans les autres MND. Au cours de 

la maladie de Parkinson, les astrocytes surexpriment également une protéine de la famille des Hsp40, 

la co-chaperonne DNAJB6, au niveau des corps de Lewy, qui pourrait être impliquée dans la 

réduction de la libération de l’alpha-synucléine toxique par les neurones (Durrenberger et al., 2009). 

Dans la maladie de Parkinson, les astrocytes pourraient donc jouer un rôle bénéfique en 

surexprimant une protéine chaperonne comme ce que nous observons au cours de la MH. Dans la 

SLA, une étude in vitro montre que les astrocytes activeraient mTOR en libérant plus de TGF-β1 

lorsqu’ils ont un phénotype réactif, ce qui inhiberait l’autophagie et entrainerait l’apparition 

d’agrégats dans les neurones (Tripathi et al., 2017).  Au contraire, une analyse transcriptomique sur 

des astrocytes réactifs de souris modèles de la SLA révèle une surexpression des gènes liés à l’activité 

lysosomale et à la phagocytose (Baker et al., 2015). L’agrégation de protéines n’a pas été mesurée 

dans cette étude.  

 

 La réactivité astrocytaire est une réponse hétérogène et les astrocytes réactifs peuvent avoir 

des rôles différents selon la pathologie étudiée. L’hétérogénéité des astrocytes réactifs peut 

s’expliquer par une hétérogénéité pré-existante dans les astrocytes en condition physiologique et par 

le contexte et le stimulus pathologiques. Une doctorante de notre équipe cherche actuellement à 

comprendre cette hétérogénéité. 
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La MH est une MND génétique caractérisée, d’un point de vue anatomopathologique, par la 

mort préférentielle des neurones striataux et la présence d’agrégats de mHtt majoritairement dans 

les neurones. De plus, au cours de la MH, les astrocytes changent d’état et deviennent réactifs. Cette 

réactivité est observée précocement dans le cerveau de patients MH. La réactivité astrocytaire est 

caractérisée par des changements morphologiques, la surexpression des protéines des filaments 

intermédiaires comme la GFAP et la vimentine, et d’importants changements transcriptionnels. 

Cependant, l’impact fonctionnel des astrocytes réactifs, en particulier dans la MH, est encore mal 

compris. Les astrocytes sont des partenaires cellulaires indispensables au bon fonctionnement 

neuronal. Plusieurs études dans des modèles murins ont montré que les fonctions de support des 

astrocytes étaient majoritairement altérées au cours de la MH. Cependant, contrairement à ce qui 

est observé chez les patients, la réactivité astrocytaire n’est pas ou peu présente dans les modèles 

murins de la MH.  Il est donc difficile d’étudier la réactivité astrocytaire dans ces modèles et, par 

conséquent, de comprendre son rôle dans l’évolution de la MH. 

En conditions pathologiques aigues et chroniques, la voie de signalisation JAK2-STAT3 est activée 

dans les astrocytes réactifs. Notre équipe a récemment développé des outils viraux inhibant ou 

activant la voie JAK2-STAT3 in vivo et a montré que cette voie était nécessaire et suffisante à 

l’induction et au maintien de la réactivité astrocytaire. En effet, l’expression de SOCS3, l’inhibiteur de 

la voie, diminue les caractéristiques morphologiques et transcriptomiques de la réactivité 

astrocytaire dans plusieurs modèles de MND. De plus, SOCS3 opère une inhibition globale de la 

réactivité astrocytaire, non spécifique à une sous-classe d’astrocytes réactifs. A l’inverse, l’activation 

de la voie par JAK2ca suffit à induire la réactivité astrocytaire dans plusieurs régions cérébrales de 

souris sauvages, hors contexte pathologique. Le développement de ces outils ciblant la voie JAK2-

STAT3 permet donc de moduler la réactivité in vivo et ainsi d’étudier sa contribution dans plusieurs 

pathologies, comme la MH.  

Pour comprendre le rôle des astrocytes réactifs dans la MH, nous avons utilisé ces vecteurs viraux 

dans deux modèles complémentaires : un modèle lentiviral aigu et un modèle plus progressif, les 

souris Hdh140. Nous avons montré que les astrocytes réactifs diminuent le nombre et la taille des 

agrégats de mHtt, majoritairement présents dans les neurones, sans modifier l’expression de la mHtt 

soluble. La diminution de ces agrégats de mHtt est associée à l’amélioration de certaines altérations 

neuronales observées dans nos modèles murins de la MH : diminution de la lésion neuronale dans le 

modèle lentiviral et réduction des déficits transcriptionnels dans les deux modèles.  

Une analyse transcriptomique révèle un enrichissement de gènes liés aux systèmes de protéolyse 

cellulaire dans les astrocytes réactifs. Nous observons également une activité accrue des cathepsines 

lysosomales et du protéasome dans les astrocytes réactifs de souris Hdh140. De plus, la capacité 

anti-agrégante intrinsèque des astrocytes est augmentée lorsqu’ils sont réactifs. Ces résultats 

suggèrent que les astrocytes réactifs auraient une meilleure capacité protéolytique et pourraient 

ainsi dégrader la mHtt provenant des neurones. Les astrocytes réactifs surexpriment également des 

protéines chaperonnes, et notamment la co-chaperonne DNAJB1/Hsp40. Dans la MH, cette co-

chaperonne est surexprimée lorsque les astrocytes sont activés dans les souris Hdh140 et est 

enrichie dans la fraction exosomale isolée à partir du striatum de ces souris. Les astrocytes réactifs 
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pourraient alors libérer dans le milieu extracellulaire, via des exosomes, des protéines chaperonnes 

qui moduleraient l’agrégation de la mHtt une fois dans les neurones. La surexpression de DNAJB1 ou 

de son mutant dominant négatif dans les astrocytes de nos modèles de la MH confirme son 

implication dans la diminution de l’agrégation par les astrocytes réactifs.  

L’effet des astrocytes réactifs sur l’agrégation de la mHtt serait donc médié par un dialogue 

bidirectionnel entre les astrocytes et les neurones. Nos résultats montrent que cet effet trans-

cellulaire pourrait impliquer une meilleure efficacité de dégradation de la mHtt dans les astrocytes 

réactifs et une modulation de l’agrégation de la mHtt dans les neurones par des chaperonnes 

astrocytaires.  

Au cours de la MH, les astrocytes, en devenant réactifs, semblent donc acquérir des propriétés 

bénéfiques et favorisent l’élimination des agrégats de mHtt dans les neurones. Une autre étude de 

notre équipe a montré qu’au contraire, les astrocytes réactifs sont plutôt délétères dans la MA. En 

effet, l’inhibition de la réactivité astrocytaire améliore plusieurs caractéristiques pathologiques dans 

des souris modèles de la MA. La réactivité astrocytaire est donc une réaction complexe et 

hétérogène, dépendante du contexte pathologique. Notre stratégie de modulation de la réactivité 

astrocytaire pourrait alors permettre d’identifier des fonctions astrocytaires impliquées 

spécifiquement dans les différentes pathologies, comme la protéolyse au cours de la MH, qui 

pourraient alors être ciblées à des fins thérapeutiques.  

 

Il est désormais important d’identifier plus précisément les mécanismes trans-cellulaires 

impliqués dans la diminution de l’agrégation de la mHtt. Pour cela, il est essentiel de mettre en place 

des techniques offrant une résolution cellulaire, comme nous l’avons fait avec la mesure des activités 

de protéolyse ou l’expression cellule spécifique de la mHtt. Il serait notamment intéressant d’étudier 

l’autophagie et l’ubiquitination, les 2 systèmes en amont des activités de protéolyse mesurées dans 

cette étude (lysosome et protéasome). Afin de mieux comprendre les échanges entre les astrocytes 

et les neurones (flux de la mHtt, composition des exosomes libérés par chaque type cellulaire), il 

semble nécessaire d’effectuer des études in vitro, en reproduisant au mieux l’état réactif des 

astrocytes dans la MH. Le développement de kits de dissociation spécifiquement pour le cerveau 

adulte et d’anticorps permet une isolation plus rapide des astrocytes et  l’amélioration de la pureté 

et du statut des astrocytes qui semblent moins réactifs (Guttenplan and Liddelow, 2019). L’utilisation 

d’astrocytes dérivés d’iPSC (induced pluripotent stem cells) de patients pourrait également être une 

option intéressante pour mieux modéliser la réactivité astrocytaire dans la MH, mais comme pour les 

cultures primaires, la pureté et la réactivité basale doivent être améliorées (Guttenplan and 

Liddelow, 2019). 

Enfin, il sera important de confirmer l’effet bénéfique de la réactivité astrocytaire sur d’autres index 

fonctionnels de la MH, par exemple par des approches d’électrophysiologie ou l’analyse du 

comportement moteur des souris. 

 

Au final, les astrocytes réactifs apparaissent comme des partenaires bénéfiques pour les 

neurones au cours de la MH. Il est important de comprendre plus précisément cette réponse des 

astrocytes pour pouvoir en tirer profit à des fins thérapeutiques. 
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 ANNEXE 1: ARTICLE 2 

Modulation of astrocyte reactivity improves functional deficits in mouse 

models of Alzheimer’s disease 

Objectifs de l’article 2  

En conditions pathologiques, comme dans les MND, les astrocytes changent d’état et 

deviennent réactifs. Plusieurs voies de signalisation sont activées dans ces astrocytes réactifs mais 

leur rôle dans l’induction de la réactivité astrocytaire n’a pas été prouvé (Ben Haim et al., 2015b). 

Une première publication de l’équipe a montré que la voie JAK2-STAT3 était activée dans les 

astrocytes réactifs de plusieurs modèles animaux de la MA et de la MH (Ben Haim et al., 2015a). Des 

vecteurs lentiviraux surexprimant l’inhibiteur de cette voie SOCS3 ont alors été utilisés dans ces 

modèles. SOCS3 diminue les marqueurs morphologiques caractéristiques de la réactivité astrocytaire 

tels que la surexpression de la GFAP et de la vimentine (Ben Haim et al., 2015a). Ces résultats ont 

permis de montrer que la voie JAK2-STAT3 était nécessaire à l’induction de la réactivité dans la MA et 

la MH (Ben Haim et al., 2015a).  

 

Dans cet article, nous avons été plus loin dans la caractérisation des effets de SOCS3 en 

analysant les changements transcriptomiques se produisant dans les astrocytes réactifs d’un modèle 

de la MA et leur éventuelle normalisation par SOCS3. De plus, notre équipe a développé des vecteurs 

viraux surexprimant, la forme constitutivement active de JAK2 (JAK2ca) permettant d’activer la voie 

JAK2-STAT3 dans les astrocytes. La surexpression de JAK2ca est suffisante pour induire la réactivité 

astrocytaire dans des souris sauvage hors contexte pathologique, dans l’hippocampe et dans le 

striatum. 

A l’origine, les vecteurs viraux ciblant la voie JAK2-STAT3 ont été developpés dans des lentivirus (LV). 

Dans cet article, des vecteurs viraux dérivés de virus adéno-associés (AAV) ont été utilisés et sont 

également efficaces pour moduler la réactivité astrocytaire in vivo. Les AAV ont une meilleure 

diffusion, particulièrement dans l’hippocampe, comparés aux LV.  

 

Le développement de ces outils ciblant la voie JAK2-STAT3 permet de moduler la réactivité in 

vivo et donc d’étudier son rôle dans différents contextes, qu’ils soient pathologiques ou non. L’article 

2 s’est focalisé sur la MA et montre que l’inhibition de la réactivité astrocytaire améliore plusieurs 

aspect de la pathologie dans deux modèles murins de la MA. 

Contribution à l’article 2 

Dans cet article 1, j’ai participé à la caractérisation moléculaire (immunohistochimie, 

western-blot et qPCR) de ces vecteurs lentiviraux et AAV dans le cerveau de souris, et 

particulièrement dans le striatum. J’ai également participé à la réalisation de certaines figures et à la 

relecture du papier. 
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Abstract

Astrocyte reactivity and neuroinflammation are hallmarks of CNS pathological conditions such as Alzheimer’s
disease. However, the specific role of reactive astrocytes is still debated. This controversy may stem from the fact
that most strategies used to modulate astrocyte reactivity and explore its contribution to disease outcomes have
only limited specificity. Moreover, reactive astrocytes are now emerging as heterogeneous cells and all types of
astrocyte reactivity may not be controlled efficiently by such strategies.
Here, we used cell type-specific approaches in vivo and identified the JAK2-STAT3 pathway, as necessary and
sufficient for the induction and maintenance of astrocyte reactivity. Modulation of this cascade by viral gene
transfer in mouse astrocytes efficiently controlled several morphological and molecular features of reactivity.
Inhibition of this pathway in mouse models of Alzheimer’s disease improved three key pathological hallmarks by
reducing amyloid deposition, improving spatial learning and restoring synaptic deficits.
In conclusion, the JAK2-STAT3 cascade operates as a master regulator of astrocyte reactivity in vivo. Its inhibition
offers new therapeutic opportunities for Alzheimer’s disease.

Keywords: Reactive astrocytes, Alzheimer’s disease, JAK2-STAT3 pathway, Signaling cascades, Viral vectors,
Neuroinflammation, Mouse models

Introduction
Astrocytes become reactive in virtually all diseases of the
central nervous system (CNS). Astrocyte reactivity is
classically defined by two hallmarks: cellular hypertrophy
and overexpression of intermediate filament proteins

such as Glial Fibrillary Acidic Protein (GFAP) and vimen-
tin [27]. But astrocyte reactivity involves significant tran-
scriptional changes that go well beyond these two
morphological alterations, and the functional conse-
quences of reactivity are unclear [7, 9, 47, 67]. In Alzhei-
mer’s disease (AD), the most frequent neurodegenerative
disease (ND) characterized by amyloid and Tau deposition
in the brain, as well as memory loss and synaptic alter-
ations, the role of reactive astrocytes is still debated
[13, 63].
Studies in cellular or mouse models of AD report

changes in specific astrocyte functions, including meta-
bolic support [2, 72], neurotransmitter recycling [51],
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antioxidant defense [2, 83] and synaptic transmission [31,
45]. However, the overall contribution of reactive astro-
cytes to AD remains unclear, because the changes re-
ported in these studies can have beneficial, detrimental or
mixed effects on neurons. Attempts to block astrocyte re-
activity globally, through knock-out of astrocyte inter-
mediate filament proteins [32, 38] or inhibition of
intracellular signaling cascades [22, 77] show inconsistent
effects on AD pathological outcomes. Such discrepancies
could stem from the low efficiency and selectivity of these
approaches that only impact astrocyte morphological
changes or have partial effects on astrocyte reactivity. In
addition, they may not target all reactive astrocyte popula-
tions. Indeed, reactive astrocytes display molecular and
functional heterogeneity [3]. For example, two sub-types
of reactive astrocytes termed A1 and A2 were recently de-
scribed [48, 85]. Likewise, in AD, astrocytes in contact
with amyloid plaques display stronger transcriptional
changes than those distant to plaques [62]. To understand
how reactive astrocytes contribute to AD, it is crucial to
develop a new strategy that efficiently modulates all types
of reactive astrocytes.
Several intracellular signaling cascades are traditionally

associated with astrocyte reactivity in acute or chronic dis-
eases, but it is not clear whether they directly control it in
vivo see, [7, 33] for review. Recently, we showed that the
transcription factor Signal Transducer and Activator of
Transcription 3 (STAT3) is activated in reactive astrocytes
of several murine and primate ND models [8]. It is also ac-
tivated in acute CNS diseases and is involved in the for-
mation of the glial scar [4, 26, 61]. STAT3 is the
downstream effector of the Janus Kinase 2 (JAK2)-STAT3
pathway. In this cascade, the binding of several cytokines
and growth factors to their receptors activate JAK2, lead-
ing to phosphorylation and nuclear accumulation of
STAT3 [54]. STAT3 then activates the expression of mul-
tiple target genes, including GFAP in astrocytes [12, 54].
In this study, we aimed to 1) demonstrate the instrumen-

tal role of the JAK2-STAT3 pathway in controlling astrocyte
reactivity in AD and 2) target this pathway to modulate
astrocyte reactivity and evaluate its contribution to disease
outcomes in AD mouse models. We establish that the
JAK2-STAT3 pathway is a master regulator of astrocyte re-
activity in vivo. It is necessary and sufficient for the induc-
tion and long-term maintenance of reactive astrocytes.
Importantly, its inhibition blunts astrocyte reactivity, reduces
amyloid deposition, improves spatial learning and restores
synaptic function in AD mouse models, revealing that react-
ive astrocytes have mostly deleterious roles in AD.

Methods
Mice
Male APP/PS1dE9 transgenic mice (APP; http://jaxmi-
ce.jax.org/strain/005864.html) were injected at 3–

4 month-old and studied 6 months later. Another cohort
was injected at 15 month-old and studied 1 month later.
APP mice harbor a chimeric mouse/human App gene
with the Swedish mutations K595N and M596L
(APPswe) and the human Psen1 variant lacking exon 9
on a C57BL/6 J background [30]. Non-transgenic litter-
mates were used as controls. Female triple transgenic
(3xTg) mice express human APPswe and human
TauP301L under a Thy-1 promoter as well as a point mu-
tation on the mouse Psen1 gene (PS1M146V), on a mixed
C57BL/6 J x 129Sv background [59]. C57Bl/6 J x 129Sv
mice were used as controls. They were injected at
3 month-old and studied at 8–9 month-old. Breeding
pairs were obtained from the Mutant Mouse Regional
Resource Centers. Finally, WT male C57Bl6/J mice were
injected at 2 month-old and studied 1–4 months later.
All experimental protocols were reviewed and approved
by the local ethics committee (CETEA N°44) and sub-
mitted to the French Ministry of Education and Re-
search (Approvals # APAFIS#4565–2016031711426915
v3, APAFIS#4503–2016031409023019). They were per-
formed in a facility authorized by local authorities
(authorization #B92–032-02), in strict accordance with
recommendations of the European Union (2010–63/
EEC). All efforts were made to minimize animal suf-
fering and animal care was supervised by veterinar-
ians and animal technicians skilled in rodent
healthcare and housing. Animals were housed under
standard environmental conditions (12-h light-dark
cycle, temperature: 22 ± 1 °C and humidity: 50%) with
ad libitum access to food and water. Mice of the ap-
propriate genotype were randomly allocated to experi-
mental groups.

Viral vectors
We used adeno-associated virus (AAV2, serotype 9) that
bear the gfaABC1D promoter, a synthetic promoter de-
rived from the GFAP promoter [43], to drive specific
transgene expression in astrocytes (Additional file 1: Fig-
ure S1). AAV were produced by our viral vector facility
according to validated procedures [21]. Viral genome
concentration in the vector batch was determined by
qPCR on DNase resistant particles.
To modulate the JAK2-STAT3 pathway in mouse as-

trocytes, we generated AAV encoding murine SOCS3 or
murine JAK2T875N, a constitutive active form of JAK2
(JAK2ca, [23]). Control viral vectors encoded GFP.
AAV-SOCS3 or AAV-JAK2ca were co-injected with an
AAV-GFP to visualize infected cells (same total viral
titer). Depending on the experiment, bilateral injections
of the same viruses were performed and controls were
generated in different animals. Alternatively, the contra-
lateral brain region was injected with the control virus
and data analyzed with paired t test.
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As a positive control for STAT1 immunoreactivity, we
used mice injected with a lentiviral vector (LV) encoding
the cytokine ciliary neurotrophic factor (CNTF), as pre-
viously described [18].

Stereotactic injections
Mice were anesthetized with an i.p. injection of keta-
mine (100 mg/kg) and xylazine (10 mg/kg). For APP
mice, xylazine was replaced by medetomidine (0.25 mg/
kg) and anesthesia was reversed by an s.c. injection of
atipamezole (0.25 mg/kg) at the end of the surgical pro-
cedure. Lidocaine (7 mg/kg) was injected subcutaneously
at the incision site, 10 min prior to surgery. Mice re-
ceived paracetamol in drinking water (1.6 mg/ml) for
48 h after surgery. Viral vectors were injected in the
CA1 region of the hippocampus (coordinates from
Bregma: anteroposterior (AP): − 2, lateral (L): +/− 2; ven-
tral (V): − 1.2 mm from the dura; or more caudally as it
improves viral diffusion AP: -3, L: +/− 3; V: -1.5 mm).
AAV were diluted in 0.1 M phosphate buffer saline

(PBS) with 0.001% pluronic acid, at a final total concen-
tration of 2.5 109 viral genome (VG)/μl. LV were diluted
in PBS with 1% bovine serum albumin (BSA), at a total
final concentration of 100 ng p24/μl. Between 2 and
2.5 μl of viral suspensions were injected at a rate of
0.2 μl/min.
As a positive control for phospho-ERK immunoreac-

tivity, 2 month-old C57BL/6 mice received unilateral
intrastriatal injections of lipopolysaccharide (LPS) [1 μl
at 5 mg/ml in PBS (Escherichia coli, serotype 055:B5;
Sigma)] and analyzed seven days later.

Immunohistology
Some mice were killed by an overdose of sodium pento-
barbital (180 mg/kg) and perfused with 4% paraformal-
dehyde (PFA) (Fig. 1h, 7). Alternatively, mice were killed
by cervical dislocation and one brain hemisphere was
rapidly dissected and drop-fixed in 4% PFA, while the
other was used for biochemical analysis (Figs. 1b, 4, 6).
In all cases, brains were post-fixed for 24 h in 4% PFA,
cryoprotected in 30% sucrose solution and cut on a
freezing microtome into 30 μm-thick coronal sections.
Series of slices were stored at − 20 °C in an anti-freeze
solution until used for immunostainings. All mice within
a cohort were processed and analyzed in parallel with
the exact same procedures.
Immunofluorescence. Slices were rinsed in PBS for 3 ×

10 min and were blocked in 4.5% normal goat serum
(NGS), 0.2% Triton X-100 in PBS (PBST) for 1 h at
room temperature (RT). Slices were incubated overnight
at 4 °C with the following primary antibodies diluted in
3% NGS/PBST: anti-GFAP-Cy3 (1:1,000; Sigma,
#C9205), anti-GFAP (1:1,000, Rabbit, Dako, Troy, MI,
#Z0334), anti-IBA1 (1:500, Rabbit, Wako, Richmond,

VA, #019–19741), anti-MBP (1:500, Rabbit, Sigma,
#M3821), anti-Olig2 (1:500, Rabbit, Millipore, #Ab9610),
anti-S100β (1:500, Mouse, Sigma #S2532) or
anti-Vimentin (1:1,000, Chicken, Abcam, Cambridge,
UK, #ab24525).
Slices were rinsed 3 × 10 min in PBS and incubated

with secondary Alexa Fluor-conjugated antibodies (Invi-
trogen, Carlsbad, CA) in 3% NGS/PBST for 1 h at RT.
After 3 washes in PBS, slices were incubated overnight
at 4 °C with an anti-GFP biotinylated antibody (1:500,
Vector Laboratories, Burlingame, CA, #BA-0702) in 3%
NGS/PBST. After 3 rinses with PBS, sections were incu-
bated for 1 h at RT with Streptavidine-FITC (1:1,000,
ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, #SA100–02) in
3% NGS/PBST. Slices were rinsed three times with PBS
before being mounted on SuperFrost® Plus (Thermo-
Fisher Scientifc) slides and coverslipped with Fluorsave™
(Calbiochem, Darmstadt, Germany) or Fluormount™
(Sigma) medium.
For STAT3 and STAT1 stainings, slices were pre-

treated with 100% methanol for 10 min at − 20 °C and
incubated with primary antibodies (STAT3α, 1:200,
Rabbit, #8768P; STAT1, 1:400, Rabbit, #14994, Cell sig-
naling, Danvers, MA) in SignalStain® antibody diluent
(Cell signaling, #8112 L) for 72 h at 4 °C. For NeuN
(1:500, Mouse, Chemicon, Billerica, MA, #MAB377) and
BAM10 (1:1,000, Mouse, Sigma, #A3981) stainings, the
mouse on mouse kit (MOM, Vector Laboratories) was
used to reduce non-specific background, according to
the manufacturer’s instructions. For Olig2 staining, a
pre-treatment at 90 °C in Tris-EDTA Buffer pH = 9
(Diagnostic Biosystems, Pleasanton, CA) was performed.
For post-mortem methoxy-XO4 (MXO4, Tocris, Bristol,
UK) labeling, slices were incubated with 33 μg/ml
MXO4 in 0.1 M PBS, for 30 min at RT under mild agita-
tion. After 3 rinses with PBS, a standard protocol for
immunofluorescence was performed as described
above. Double or triple immunofluorescent stainings
were performed successively, with each antibody incu-
bated alone.

Image analysis
GFAP immunoreactivity in the GFP+ area was quanti-
fied on 10×-tiled images of the hippocampus acquired
with an epifluorescence microscope (Leica, Nussloch,
Germany). Virally transduced GFP+ area was manually
segmented and the corresponding GFAP mean signal
was measured with Image J. Background signal was
measured on unstained areas and subtracted to the
GFAP total signal. The number and individual surface
of BAM10 or MXO4-labelled plaques in the whole
hippocampus were quantified on 10×-tiled fluorescent
images with Image J. An automatic detection of ob-
jects with intensity and size thresholds was performed
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on serial sections, after manual segmentation of the
hippocampus on each section.
Images were acquired on a Leica TCS SP8 confocal

microscope. Stacked confocal images (10 to 18 z-steps
of 1 μm, kept constant within a cohort, maximum in-
tensity stack) were acquired on 3 slices per animal
and 3 fields on each slice with a 40× objective. The
number of vimentin+/GFP+ cells was manually
counted in the GFP+ infected area, with Image J.
STAT3+ cell bodies were manually segmented and the
mean grey value for STAT3 IR was measured in each
cell.
A Sholl analysis was performed on GFAP+ hippocam-

pal astrocytes to quantify morphological parameters,
with an Image J plugin [20] and defined radius parame-
ters (starting: 5 μm; ending: 100 μm; step: 5 μm). GFAP
immunofluorescent staining was detected with Image J
threshold function on maximum projection confocal
z-stack images (40×, average 12 steps, 1 mm step, zoom
1). This analysis requires detectable GFAP levels and
therefore could not be conducted on APP-SOCS3 astro-
cytes that display very low GFAP expression.
For quantification of MXO4-labelled Aβ in microglia,

stacks of 0.4 μm confocal images covering the entire
height of the plaque were acquired on 15 MXO4+ pla-
ques per animal (3–4 plaques/slice). The number of
IBA1+ microglial cells in direct contact with MXO4+

plaques was counted manually in the acquired volume
and the localization of MXO4+ material (membrane or
soma) was determined.

Protein extraction
Mice were killed by an overdose of pentobarbital and
their brains were rapidly collected. The GFP+ area was
dissected out with a 1 mm diameter punch, snap frozen
in liquid nitrogen and stored at − 80 °C until protein ex-
traction. Samples were homogenized by sonication in
lysis buffer [50 mM Tris-HCl pH = 7.4, 150 mM NaCl,
1% Triton X-100 with 1:100 phosphatase inhibitors
(Sigma, cocktail 2) and 1X protease inhibitors (Roche,
Basel, Switzerland); 25 μl/punch] centrifuged at 20,000 g
for 20 min at 4 °C. The supernatant contains Triton
X-100-soluble proteins and was used for western blot-
ting and MSD® ELISA tests.

Western blot
Protein concentration was measured by the BCA test
(Pierce, Waltham, MA). Samples were diluted in loading
buffer with DTT (NuPAGE® LDS sample buffer and sam-
ple reducing agent, Invitrogen). Ten μg of proteins was
loaded on a NuPAGE™ 4–12% Bis-Tris Midi Gel (Life
Technologies). Migration was performed at 200 V for
45 min in NuPAGE™ Running Buffer (Invitrogen) and pro-
teins were transferred on a nitrocellulose membrane with

an iBlot Gel transfer device (Invitrogen). After 3 × 10 min
rinses in Tris buffer saline and 0.1% Tween 20 (TBST),
membranes were blocked in 5% milk in TBST for 1 h at
RT and incubated for 3 h at RT, or overnight at 4 °C with
the following primary antibodies: 6E10 (human APP,
1:500, Mouse, Covance, Princeton, NJ, #SIG-39320-20),
anti-Actin (1:5,000, Mouse, Sigma, #A2066), anti-ApoE
(1:1,000, Rabbit, Abcam, #ab20874), anti-BACE1 (1:1,000,
Rabbit, Cell signaling, #5606P), anti-GFAP (1:5,000,
Rabbit, Dako), anti-IDE (1:400, Rabbit, Abcam, #ab32216),
and anti-Tubulin α (1:1,000, Mouse, Sigma, #T5168).
After 3 x 10 min washes in TBST, membranes were incu-
bated for 1 h at RT with HRP-conjugated secondary anti-
bodies (1:5,000, Vector laboratories) diluted in TBST with
5% milk. Membranes were incubated with the Clarity
Western ECL substrate (Bio-Rad) and the signal was de-
tected with a Fusion FX7 camera (ThermoFisher Scien-
tific). Band intensity was quantified with Image J and
normalized to actin or tubulin α. Each antibody was used
on at least 2 different membranes.

MSD® ELISA tests
Triton X-100 soluble proteins were diluted in the diluent
provided for the V-PLEX Aβ peptide panel kit (6E10
antibody, MSD®, Rockville, MD). Samples were loaded in
triplicate and manufacturer’s protocol was followed. Aβ
levels were quantified with the Discovery Workbench4.0,
MSD® software thanks to a standard curve, and normal-
ized to the protein content in each well.

Cell sorting for RNAseq analysis
Mice were killed and their hippocampus rapidly col-
lected in Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS; Sigma).
Cells were mechanically and enzymatically dissociated
with fire-polished Pasteur pipettes and the neural tissue
dissociation kit with papaïn (Miltenyi Biotec), following
manufacturer’s instructions. After filtration through a
50 μm-filter, cells were centrifuged 10 min at 300 g, and
diluted in 500 μl of HBSS. Myelin removal beads II and
MS columns (Miltenyi Biotec) were used to deplete
myelin from cell suspensions, as described by the manu-
facturer’s protocol. Cell sorting was performed on a BD
Influx cell sorter, equipped with a 488 nm laser and a
530/40 detector. Non-fluorescent brain cells were used
to set up the detector gain and position gates, which
were kept constant throughout sorting. Cells were gated
on a forward scatter/side scatter plot, then singlets were
selected and finally cells were collected based on their
GFP expression. Cells were centrifuged at 300 g for
5 min at RT, lyzed in 400 μl TRIzol (Invitrogen) and
stored at − 80 °C before RNA extraction. The two hippo-
campi of each mouse was processed and sorted inde-
pendently. Typically, 6,000 to 20,000 GFP+ astrocytes
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and 50,000 to 100,000 GFP− cells were collected for each
sample within 15–25 min.

Measure of Aβ uptake in vivo by flow cytometry
Three hours before sacrifice, mice received an i.p. injec-
tion of 10 mg/kg MXO4 (diluted at 2.5 mg/ml in 50%
DMSO in saline, pH = 12) to label amyloid material and
monitor its uptake in cells [39]. Mice were perfused for
4 min with cold dPBS. Their hippocampus was rapidly
collected in HBSS. Cells were dissociated and myelin
was depleted as describe above. Cells were centrifuged at
300 g for 5 min at 4 °C and resuspended in Fc block (1:
100, TruStain FcX™, anti-mouse CD16/32, Biolegend,
San Diego, CA) in HBSS for 10 min on ice. Samples
were centrifuged at 300 g for 5 min at 4 °C and resus-
pended in cell staining buffer (Biolegend) with
anti-CD11b-PE (1: 100, eBioscience, San Diego, CA) and
anti-CD45-PE-Cy5 (1: 300, eBioscience) for 30 min on
ice, under mild agitation. Cells were centrifuged at 300 g
for 5 min at 4 °C and resupended in 400 μl HBSS. Cell
sorting was performed on a BD Influx cell sorter. MXO4
was detected at 450/30 nm (408 nm excitation), GFP at
530/40 nm (488 nm excitation), CD11b-PE and
CD45-PECy5 at 594/26 nm and 670/30 nm, respectively
(561 nm excitation). MXO4+ and MXO4− microglial
cells were sorted separately and analyzed by RT-qPCR.
Control samples of unlabeled or mono-fluorescent brain
cells were used to set up detector gains and position sort
gates, which were kept constant for all sorted samples.
No compensation was required to accurately quantify
MXO4, GFP, CD11b-PE ad CD45-PECy5 signals within
the same sample.

RNA extraction
Sorted cells were placed 5 min at RT and chloroform
was added to TRIzol for 3 min. Samples were centri-
fuged at 12,000 g for 15 min at RT. Aqueous phase was
collected and 1 volume of 70% ethanol was added. Sam-
ples were transferred onto an RNeasyMin Elute spin col-
umn and RNA was purified according to manufacturer’s
instructions, with on-column DNAse treatment (RNeasy
micro kit, Qiagen, Hilden, Germany). RNA was eluted
with 14 μl of RNAse-free deionized water and stored at
− 80 °C until transcriptomic analysis.

RNAseq analysis
RNA quality and integrity were evaluated with an Agi-
lent RNA 6000 Pico assay and the Agilent 2100 Bioana-
lyzer (Agilent technologies, Santa Clara, CA). As the
number of sorted cells was limited, especially for GFP+

astrocytes, we quantified total RNA with Agilent RNA
6000 Pico assay and used 0.8 to 1 ng of total RNA per
sample. Full length double strand cDNA libraries were
constructed with the Smarter Ultra Low Input RNA kit

v4 (Takara-Clontech, Mountain View, CA) with 11 to 14
LD-PCR cycles. Purification was done with Ampure XP
(Beckman Coulter Genomics, Brea, CA). The full length
ds cDNA libraries were qualified with an Agilent High
Sensitivity DNA kit and quantified with the Qubit
dsDNA HS Assay Kit (Invitrogen). All libraries were
normalized to 750 pg in 5 μl as starting material to Nex-
tera XT sample preparation kit (Illumina Incorporated,
San Diego, CA). Ligation products were amplified with
12 PCR cycles. Stringent purification was done (0.6X of
AMPure XP) to remove small inserts that would be se-
quenced preferentially. mRNAseq libraries were qualified
and quantified with Agilent High Sensitivity DNA kit
and Qubit dsDNA HS Assay Kit respectively, before se-
quencing on a HiSeq 2000 Illumina platform (2 ×
100 bp). Quality controls and data analysis was per-
formed by GenoSplice technology® (www.genosplice.-
com). Sequencing data quality, read repartition and
insert size estimation were performed with FastQC,
Picard-Tools, Samtools and rseqc. Reads were mapped
on the mm10 Mouse genome assembly with STARv2.4.0
[17]. Gene expression analysis was performed as de-
scribed previously [57]. Briefly, for each gene present in
the Mouse FAST DB v2016_1_full annotations, reads
aligning on constitutive regions (i.e. that are not prone
to alternative splicing) were counted. Normalization of
read counts and differential gene expression were per-
formed with DESeq2 [49] on R (v.3.2.5). Only genes
expressed in at least one of the two compared experi-
mental conditions were analyzed. Genes were considered
as expressed if their rpkm value was greater than 97.5%
of the background rpkm value measured in intergenic
regions. Results were considered statistically significant
for p values ≤0.05 and fold-changes ≥1.5.
Three sets of analysis were performed: (1) 7 GFP+

astrocyte samples were compared to 3 GFP− cell samples
from the WT-GFP group, to validate sorting efficiency;
(2) 4 GFP+ astrocyte samples from APP-GFP mice were
compared to 7 GFP+ astrocyte samples from WT-GFP
mice to identify transcriptional changes in reactive astro-
cytes due to AD; and (3) 5 GFP+ astrocyte samples from
APP-SOCS3 mice were compared to 4 GFP+ astrocyte
samples from APP-GFP mice to identify astrocyte genes
that are normalized by SOCS3 in AD mice. Hierarchical
clustering between GFP+ and GFP− cell samples was
generated with MeV software, using Euclidean distance
and average agglomeration method. RNAseq datasets
are deposited on GEO under reference GSE108520.

Gene ontology analysis
Analysis for enriched Gene ontology (GO) terms were
performed with Database for Annotation, Visualization
and Integrated Discovery (DAVID) Functional annota-
tion Tool (v6.8) [28] by Genosplice Technology®. GO
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terms and pathways were considered as enriched for fold
enrichment ≥2.0, uncorrected p value ≤0.05 and mini-
mum number of regulated genes in pathway/term ≥2.0.

Weighted correlation network analysis (WGCNA)
WGCNA was performed with WGCNA R package [40]
by Genosplice Technology®. Genes expressed in at least
20% of samples (14 029) were used. Modules with at
least 30 genes and a kME > 0.7 were defined, with split =
2. ANOVA was performed on the Eigengene calculated
in each sample, as defined in [40] and the module with a
p < 0.05 was further analyzed by STRING to identify
functional networks of regulated genes (https://string-
db.org/).

RT-qPCR
RT-qPCR were performed on sorted astrocytes or micro-
glial cells. Reverse transcription was performed with the
VILO™ kit according to the manufacturer’s protocol
(SuperScript® VILO™ cDNA synthesis kit; Life Technolo-
gies, Carlsbag, CA). Samples were diluted at 0.2 ng/μl in
H2O with 100 μg/ml BSA and mixed with 250 nM of
primers and Platinum SYBR-Green® (Platinum® SYBR®
Green qPCR SuperMix-UDG; Life Technologies) for
qPCR. PCR efficiency was between 85 and 110% for each
set of primers (sequences shown in Additional file 2:
Table S1). Nuclease-free water and samples without re-
verse transcription were used as negative controls. Ex-
pression levels of transcripts of interest were normalized
with the ΔCt method to the abundance of Rpl13a and
actin for hippocampal astrocytes or Eef1a1 and Actin for
microglial cells.

Electrophysiological recordings
Transverse hippocampal slices were prepared as de-
scribed previously [65], from 8 to 9 month-old WT-GFP,
3xTg-GFP and 3xTg-SOCS3 mice and from 4 to
6 month-old WT-GFP and WT-JAK2ca mice. Briefly,
mice were anesthetized with 5% isoflurane and decapi-
tated. The brain was rapidly removed and placed in
ice-cold artificial cerebrospinal fluid (ACSF) saturated
with 95% O2 and 5% CO2, containing (in mM): 125
NaCl, 2.5 KCl, 1.25 NaH2PO4, 1.3 MgCl2, 2 CaCl2, 26
NaHCO3 and 10 glucose (pH = 7.4; 305 mOsmol/kg). A
block of tissue containing the hippocampus was pre-
pared and 350 μm transversal hippocampal slices were
cut on a vibratome (Leica). Slices were incubated 30 min
at 32 °C and allowed to recover for at least 1 h at RT.
Slices were transferred to a recording immersion

chamber and were perfused with ACSF (3 ml/min) at
RT during the whole experiment. For the input/output
experiment in WT and 3xTg mice, an incision between
CA3 and CA1 regions was made in presence of 50 μM
picrotoxin in the perfusion bath. CA3 and CA1 areas

were identified with differential interference contrast mi-
croscopy and the region of interest (GFP+) was visual-
ized with the epifluorescent mode of the microscope
(Olympus BX50, Tokyo, Japan). Extracellular field excita-
tory postsynaptic potentials (fEPSPs) were evoked by
orthodromic stimulations (100 μs, 0.033 Hz) of Schaffer
collaterals with a glass pipette filled with ACSF or a
tungsten bipolar electrode placed in the stratum radia-
tum, more than 150 μm away from the recording elec-
trode. Then, fEPSPs were recorded, in current clamp
mode (I = 0), with a glass pipette filled with ACSF (2–
3 MΩ) and placed in the GFP+ region, in the stratum
radiatum of CA1 area. Data were acquired with a Multi-
clamp 700B amplifier (Molecular Devices, Sunnyvale,
CA), digitized with a Digidata 1320A digitizer (Axon In-
struments Inc., Sunnyvale, CA), recorded and analyzed
off line with pClamp and Clampfit 10.3 respectively
(Molecular Devices). Recordings were low-pass filtered
at 2 kHz and digitized at 10 kHz.
A stable baseline was recorded for at least 20 min be-

fore starting the input/output experiment. The same
amplitude of stimulation was applied three times
(0.033 Hz), before being increased by 10 V. Paired-pulse
stimulation experiments were performed with two pulses
of stimulation induced at 50 or 100 ms interval. The
paired pulse ratio was calculated as the slope of the sec-
ond fEPSP over the slope of the first fEPSP. Long-term
potentiation (LTP) was induced after 20 min of baseline
recording, by applying a high-frequency stimulation
(HFS) protocol (100 Hz train of stimuli for 1 s, repeated
three times at 20 s interval).
At the end of the recording session, slices were

post-fixed in 4% paraformaldehyde for 48 h and proc-
essed for GFAP immunostaining following the protocol
described above except that GFAP-Cy3 antibody was in-
cubated at 1:200 for 48 h.

Morris water maze
The water maze was a white circular pool (120 cm diam-
eter, 60 cm high) filled with water and white soluble
paint at 21 °C. The testing room contained numerous
black extra maze cues and was illuminated with 400 Lux
at the pool center. Mouse behavior (distance to the plat-
form and swim speed) was monitored by a video camera,
mounted on the ceiling above the pool center, and a
computerized tracking system (Ethovision 11.5, Noldus
IT, The Netherlands). All tests were performed between
8 am and 1 pm. Mice were handled daily for 2 min for 5
d preceding the training. First, their ability to see and
shelter on an emerged platform (11 cm diameter) was
assessed with four trials of 60 s in one day, with an inter-
trial interval (ITI) of 30 min, each with a different plat-
form location. A 10 cm high object was placed on the
emerged platform. For the training phase, mice were
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given three trials every day for 5 d, with an ITI of
30 min. The starting position differed for each trial but
was identical for all animals, with mice placed in the
water facing the wall of the pool. An invisible escape
platform was placed in the middle of one of the quad-
rants (1 cm below the water surface) equidistant from
the sidewalls and the middle of the pool. The platform
location remained constant throughout training. Each
trial lasted 60 s or until the animal located the platform.
Animals that did not find the platform were guided to it
and given a latency score of 60 s. All animals were left
on the platform for 30 s and then taken back to their
home cage before starting the next trial. 72 h after train-
ing, animals were given one 30 s probe trial during
which the platform was removed from the pool. The
probe trial started from a position opposite to the plat-
form. The pool was divided into four quadrants of equal
size. The percentage of time spent in each quadrant was
recorded. No mouse was excluded from the analysis.

Statistics
Results are expressed as mean ± SEM. N are indicated
for each group in the order presented on the histogram.
No statistical method was used to predetermine sample
size. Sample size was chosen based on prior experience
for each experiment, to yield adequate power to detect
specific effects. Statistical analysis were performed with
Statistica software (StatSoft, Tulsa, OK) or GraphPad
Prism 7 (La Jolla, CA). We used paired or unpaired
two-tailed Student t test to compare two groups and
repeated-measures or one-way ANOVA and Tukey’s
post hoc test to compare three groups. For each analysis,
normality of residues and homoscedasticity were
assessed, as well as sphericity for repeated-measures
ANOVA. If any conditions of application was not ful-
filled, we used non-parametric tests. Two groups were
compared by the Mann-Whitney or Wilcoxon test and
three independent groups were compared by a
Kruskal-Wallis test followed by post-hoc comparison of
mean ranks. Percentages were normalized by Arcsin
transformation and analyzed with parametric tests. The
significance level was set at p < 0.05. Investigators were
partially blinded to the group when performing experi-
ments and measuring outcomes (as the group can be
guessed based on the presence of amyloid plaques or
GFP levels for example).

Results
The JAK2-STAT3 pathway controls astrocyte reactivity in
AD mice
To study whether the JAK2-STAT3 pathway controls
astrocyte reactivity in AD, we inhibited this pathway by
overexpressing its endogenous inhibitor Suppressor Of
Cytokine Signaling 3 (SOCS3, [6]) in APP/PS1dE9 mice

(hereafter called APP mice). We used adeno-associated
vectors (AAV) that target astrocytes (Additional file 1:
Figure S1) to express SOCS3 or GFP in hippocampal as-
trocytes. APP mice display progressive astrocyte reactiv-
ity in the hippocampus, where amyloid plaques
accumulate [8, 30]. They were injected with AAVs in the
CA1 region of the hippocampus, before detectable amyl-
oid plaque deposition. AAV-SOCS3 was co-injected with
AAV-GFP to visualize infected astrocytes (APP-SOCS3
mice). Control mice included APP and WT littermates
injected with AAV-GFP alone, at the same total viral
titer (Fig. 1a). Approximately 25% of the hippocampus
was targeted by these AAV, as quantified with GFP stain-
ing, and more than 97% of GFAP+ astrocytes were GFP+

within the infected volume (data not shown). By immu-
nostaining, we found that nuclear STAT3 levels in hip-
pocampal astrocytes were higher in 9 month-old APP
mice than in WT-GFP mice, indicating STAT3 activa-
tion. STAT3 immunoreactivity was efficiently reduced by
SOCS3 in APP mice at 9 months (Fig. 1b, c) and even
more so at 12 months (Additional file 3: Figure S2). Of the
seven members of the STAT family, astrocytes express
STAT3 at highest levels ([75] and our own RNAseq data).
However, STAT1 was proposed to play important roles in
brain inflammatory processes [71]. Here, we found that
STAT1 expression was not induced in APP mice, confirm-
ing that STAT3 is the major STAT effector in astrocytes
(Additional file 3: Figure S2). Likewise, extracellular
signal-regulated kinase (ERK), a kinase that could also be
inhibited by SOCS3 [36] was not activated in APP astro-
cytes and not further modulated by SOCS3 (Additional
file 3: Figure S2).
Compared to WT, APP astrocytes were hypertrophic

and overexpressed GFAP, the two classical hallmarks of
reactive astrocytes (Fig. 1b, d). SOCS3 prevented GFAP
upregulation in the hippocampus of APP mice, as shown
by immunostaining (Fig. 1b, d) and western blotting on
hippocampal samples from WT-GFP, APP-GFP and
APP-SOCS3 mice (Fig. 1f, g). SOCS3 also reduced the
number of vimentin+ astrocytes, another intermediate
filament upregulated in reactive astrocytes (Fig. 1e).
Interestingly, over-activation of STAT3 by expression of

a constitutively active mutant of the upstream kinase
JAK2 (JAK2ca [23]) was able to further increase astrocyte
reactivity in APP mice. By contrast to APP-GFP mice,
APP-JAK2ca mice displayed enhanced STAT3 nuclear ac-
cumulation in astrocytes (Fig. 1b, c) and increased GFAP
and vimentin protein levels (Fig. 1b-g).
Importantly, SOCS3 was also efficient in aged APP mice

that already display strong astrocyte reactivity. Injection of
AAV-SOCS3 in the hippocampus of 15 month-old APP
mice reversed established astrocyte reactivity, as seen by a
significant decrease in GFAP levels (Fig. 1h, i). These re-
sults show that the JAK2-STAT3 pathway is necessary for
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the induction and long-term maintenance of the basic
morphological features of reactive astrocytes in APP mice.

SOCS3 normalizes multiple reactive astrocyte markers in
AD mice
Besides morphological alterations, astrocyte reactivity is
characterized by significant gene expression changes, es-
pecially during AD [48, 62, 85]. We thus studied the ef-
fects of SOCS3 on the transcriptional profile of APP
astrocytes. We performed RNA sequencing (RNAseq) of

GFP+ astrocytes acutely isolated by FACS from WT-GFP,
APP-GFP and APP-SOCS3 hippocampi (Fig. 2a). GFP−

cells comprising microglia, neurons, oligodendrocyte pre-
cursor cells and non-infected astrocytes were collected to-
gether. Genome-wide RNAseq analysis of GFP+ astrocytes
and other GFP− cells from WT-GFP mice identified 6949
genes differentially-expressed (Fold change > 1.5 and p <
0.05, Fig. 2b). Expression of cell-type specific markers vali-
dated the purity of sorted GFP+ astrocytes (Add-
itional file 4: Figure S3).

Fig. 1 The JAK2-STAT3 pathway controls astrocyte reactivity in APP mice. a, Three month-old APP mice were injected in the hippocampus with
AAV-GFP or AAV-SOCS3 + AAV-GFP. WT mice were injected with AAV-GFP. All mice were analyzed 6 months later. Another cohort was generated
with AAV-JAK2ca used instead of AAV-SOCS3, to enhance astrocyte reactivity. b, Confocal images of astrocytes stained for GFAP (magenta) and
STAT3 (cyan). In APP-GFP mice, astrocytes are hypertrophic, overexpress GFAP and show nuclear accumulation of STAT3 (indicating STAT3
activation, arrowhead), compared to WT-GFP mice. SOCS3 significantly reduces GFAP and STAT3 levels, whereas JAK2ca further increases GFAP
and STAT3 levels in APP mice. c, d, Quantification of immunoreactivity (IR) for STAT3 (c, N = 4–5/group) and GFAP (d, N = 5–10/group) on
immunostainings in b. e, The proportion of GFP+ astrocytes co-expressing vimentin is significantly lower in APP-SOCS3 mice and higher in APP-
JAK2ca mice, than in control APP-GFP mice. N = 3–7/group. f, g, Western blot of GFAP in WT and APP mice shows the same modulation pattern
of GFAP levels by SOCS3 and JAK2ca. GFAP levels were normalized by actin. Representative images and quantification from three independent
membranes. N = 5–8/group. h, AAV-SOCS3 is also able to reverse astrocyte reactivity, when injected in the hippocampus of 15 month-old APP
mice that already display severe plaque deposition (the hippocampus is outlined). i, GFAP IR quantification from images in h. N = 3/group. c-e, g,
ANOVA and Tukey’s test. i, Paired t test. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001
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Fig. 2 (See legend on next page.)
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After validation of sorting efficiency, we then com-
pared the transcriptome of GFP+ astrocytes between the
three groups. Socs3 mRNA levels were 12 to 16 times
higher in astrocytes of the APP-SOCS3 group than in
the APP-GFP and WT-GFP groups respectively (Fig. 2c).
We found hundreds of genes differentially expressed be-
tween APP-GFP and WT-GFP astrocytes groups and be-
tween APP-SOCS3 and APP-GFP astrocytes (Fig. 2d). A
majority of genes (85%) were down-regulated by SOCS3,
consistent with its inhibitory action on STAT3-mediated
transcription. Several genes previously described as
up-regulated in astrocytes acutely isolated from
15 month-old APP mice [62], were already induced at
9 months in APP-GFP compared to WT-GFP astrocytes
(e.g. Cst7, Ccl4, Ccl6, Ctss, Trem2, Tyrobp, Il1b). Gene
Ontology (GO) analysis with DAVID showed an enrich-
ment in biological processes related to inflammation/im-
munity (data not shown), as reported in 15 month-old
APP mice [62], as well as in laser captured cortical as-
trocytes from AD patients [73]. Fifty-three genes were
either down- or up-regulated in APP-GFP mice relatively
to WT-GFP mice and restored by SOCS3 (Fig. 2d, e).
This list was also significantly enriched in GO biological
processes linked to inflammation/immunity and signal
transduction (p < 0.05, Fig. 2e). In the list of 472 genes
regulated by SOCS3 in APP mice, there was an even lar-
ger number of enriched GO terms linked to these bio-
logical processes (p < 3.10− 3, Fig. 2f ). For example,
SOCS3 abrogated the induction of the cytokines and
chemokines Il1β, Ccl2, Ccl4 and Ccl6 observed in
APP-GFP astrocytes (Fig. 2g). Interestingly, several com-
plement factors (C1qa, C1qb, C4b, C1qc), were
down-regulated by SOCS3 in APP astrocytes (Fig. 2h).
We then studied SOCS3 effects on reactive astrocyte

genes, as described in previous transcriptional studies
[14, 48]. Strikingly, SOCS3 reduced the expression of
genes from all three categories of reactive markers (pan,
A1 and A2) that were induced in APP astrocytes (Fig.
3a). Few genes were not down-regulated by SOCS3, sug-
gesting that even if SOCS3-expresing astrocytes show a
significant down-regulation of reactive genes, they may

still not be fully comparable to normal astrocytes from
WT mice. Last, to gain insight into the transcriptional
networks regulated by SOCS3 in APP astrocytes, we per-
formed a weighted gene correlation network analysis
(WGCNA). This statistical method identifies modules of
co-regulated genes across samples. One module among
19 was identified as differentially expressed between the
three groups (p = 0.018, Fig. 3b). This module was com-
prised of 567 genes mainly down-regulated by SOCS3
(Fig. 3c). Interestingly, this module contained several
pan (Gfap, Vimentin), A1 (Serping1, H2-D1, Srgn) and
A2 (Tm4sf1, CD14) genes (Additional file 5: Table S2),
emphasizing that markers of these two extreme classes
are co-regulated by SOCS3. This module also contained
genes related to inflammation (e.g. C1qa, C1qb, C1qc,
Ccl3, Additional file 5: Table S2, Additional file 6: Figure
S4). We performed an interaction network analysis with
STRING on the 100 most connected genes of the mod-
ule. Gene networks linked to complement system/in-
flammation were identified, as well as cytoskeleton and
cell adhesion, which may underlie the morphological
changes characteristic of reactive astrocytes (Additional
file 6: Figure S4).
Overall, these results show that SOCS3 operates as a

master inhibitor on transcriptional programs of reactiv-
ity, regulating different neuroinflammatory markers in
reactive astrocytes.

JAK2-STAT3-mediated astrocyte reactivity promotes amyloid
deposition in APP mice
The identification of a master regulator of reactive astro-
cytes makes it possible to evaluate their overall contribu-
tion to AD pathological outcomes. We first investigated
the impact of JAK2-STAT3-mediated astrocyte reactivity
on amyloid deposition, a major histopathological hall-
mark of AD [24]. SOCS3-mediated inhibition of astro-
cyte reactivity significantly reduced the number of
BAM10+ amyloid plaques in the hippocampus of
9 month-old APP mice (Fig. 4a, b). This effect was also
observed after labeling plaques with methoxy-XO4
(MXO4), a fluorescent Congo red-derivative that binds

(See figure on previous page.)
Fig. 2 SOCS3 restores the transcriptional profile of APP astrocytes. a, Hippocampal astrocytes of 9 month-old WT-GFP (N = 7), APP-GFP (N = 4) or
APP-SOCS3 (N = 5) mice were isolated by FACS and their transcriptome examined by RNAseq analysis. b, Hierarchical clustering of the ~ 7000
differentially expressed genes between GFP+ astrocytes (samples A1-A7) and all other GFP− cells (samples O1-O3), which comprise microglial cells,
neurons, oligodendrocyte precursor cells and non-infected astrocytes. c, Socs3 mRNA levels are increased more than 10 times in APP-SOCS3
astrocytes compared to WT-GFP and APP-GFP astrocytes. d, Venn Diagram showing the number of differentially expressed genes between WT-
GFP and APP-GFP astrocytes and APP-GFP and APP-SOCS3 astrocytes. e, Expression levels for the 53 genes dysregulated in APP-GFP astrocytes
and normalized in APP-SOCS3. Color scale represents mean-centered expression (log2-transformed). Genes belonging to immunity/inflammation
pathways are in purple, those belonging to signal transduction are in brown. Genes common to the two pathways are in red. f, Pathway analysis
on the 472 genes regulated by SOCS3 in APP astrocytes reveals a specific enrichment in GO terms linked to immunity/ inflammation and signal
transduction. Ag. Proc & Pres. = antigen processing and presentation. Cell. = cellular. Ex. = exogenous. Neg. = negative. Pos. = positive. Reg. =
regulation. Resp. = response. g, h, SOCS3 normalizes gene expression of cytokines/chemokines (g) and complement factors (h), which are
induced in APP-GFP astrocytes. Wald test, * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001
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aggregated amyloid (− 36%, p < 0.05, Student t test, data
not shown). Importantly, over-activation of astrocytes
with JAK2ca had opposite effects (Fig. 4a, b). The aver-
age size of individual plaques was identical between
groups, suggesting that only the number, not the proper-
ties of plaques was impacted by SOCS3 (Fig. 4c). Levels
of soluble human amyloid β (Aβ)42 and Aβ40 peptides,
and their ratio were not significantly different between
APP-GFP, APP-SOCS3 or APP-JAK2ca mice (Fig. 4d).
Moreover, changes in amyloid plaque load were not due
to changes in the expression of proteins involved in
amyloid precursor protein (APP) metabolism. Indeed,
protein levels of APP itself, of the pro-amyloïdogenic
β-secretase BACE1, or of insulin degrading enzyme
(IDE) and apolipoprotein E (ApoE), two proteins re-
leased by astrocytes and involved in Aβ elimination,
were not impacted by SOCS3 or JAK2ca (Add-
itional file 7: Figure S5).
We then focused on SOCS3, as its plaque lowering ef-

fects were more therapeutically relevant. Because micro-
glia play a key role in amyloid plaque elimination via
phagocytosis [42], we investigated whether inhibition of
astrocyte reactivity increases microglia phagocytic activ-
ity, which could explain decreased amyloid load in
APP-SOCS3 mice. The number of IBA1+ microglial cells
in contact with MXO4+ amyloid plaques was not differ-
ent between APP-SOCS3 and APP-GFP mice (Fig. 4e, f ).

MXO4 also labelled intracellular amyloid material in
IBA1+ microglial cells on brain sections. In fact, more
than 95% of microglia cells in contact with plaques were
MXO4+, revealing active microglial phagocytosis of
amyloid plaques (Fig. 4g, h). MXO4+ material was either
localized at the membrane or within the soma (Fig. 4g),
but the relative localization of MXO4+ within microglia
was not different between APP-SOCS3 and APP-GFP
mice (Fig. 4h). To have dynamic quantification of micro-
glia (and astrocyte) phagocytic capacity, MXO4 was
injected i.p. 3 h before mouse sacrifice and its accumula-
tion within dissociated brain cells was monitored by
FACS. Astrocytes were identified by their GFP expres-
sion, while microglial cells were labelled with CD11b
and CD45 antibodies (Fig. 4i). The percentages of GFP+

astrocytes (4%) and total microglial cells (14%) were not
different between WT-GFP, APP-GFP and APP-SOCS3
mice (data not shown). No MXO4 uptake was detected
in WT cells (Fig. 4j). Strikingly, we found no evidence
for active MXO4 uptake in GFP+ astrocytes (Fig. 4j). In
addition, the expression of several receptors or proteins
involved in phagocytosis (Abca1, Apoe, Axl, Gulp1, Itgav,
Itgb5, Ldlr, Lrp1, Megf10, Mertk, [10, 55]) were
expressed at similar levels in astrocytes of the three
groups or only down-regulated by SOCS3 (Fcer1g,
Fcgr2b and Fcgr3, Additional file 8: Table S3), further
suggesting that astrocyte phagocytosis is not involved in

Fig. 3 SOCS3 inhibits the expression of reactive astrocyte markers. a, Heatmaps of genes belonging to the pan, A1 or A2 reactive astrocyte
cassettes. SOCS3 decreases the expression of markers belonging to all categories, in APP astrocytes. Color scales represent mean-centered
expression (log2-transformed). Wald test. b, Dendrogram obtained by WGCNA with the significant module indicated with an arrow. c, The
significant WGCNA module is mainly formed by genes down-regulated by SOCS3. ANOVA. N = 7-4-5. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001
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Fig. 4 (See legend on next page.)
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reduced amyloid deposition with SOCS3. In contrast
to astrocytes, ~ 20% of CD11b+/CD45+ microglial cells
accumulated MXO4+ material in both APP-GFP and
APP-SOCS3 mice (Fig. 4j). MXO4 median fluorescent
intensity in microglia was not different between these
two groups (Fig. 4k). A sub-class of microglia with
active phagocytic capacities was recently described as
« disease-associated microglia » DAM, [34]. It is pos-
sible that inhibition of astrocyte reactivity with
SOCS3 only impacts a specific class of microglial cells
like DAM. To explore this possibility, expression of
genes specific for homeostatic microglia (Ctss and
C1qb) and DAM cells were analyzed in MXO4− and
MXO4+ microglial cells. MXO4+ microglia had a gene
profile characteristic of DAM (up-regulation of ApoE
and Trem2; downregulation of Tmem119), consistent
with the strong phagocytic activity of these cells.
SOCS3 expression in astrocytes did not change the
levels of homeostatic microglia or DAM-specific
markers (Fig. 4l, m).
Overall, we show that SOCS3 does not significantly

impact microglial molecular profile or phagocytic cap-
acity. The reduction in amyloid deposition with SOCS3
is not due to enhanced phagocytosis by glial cells.

Inhibition of astrocyte reactivity improves spatial learning
in APP mice
We next tested whether SOCS3-mediated inhibition of
astrocyte reactivity improved behavioral defects in APP
mice. Nine month-old WT-GFP, APP-GFP and
APP-SOCS3 mice were tested on the Morris water maze
to assess spatial learning and memory. Swim speed was
not different between groups (p = 0.63 for group effect,

repeated-measure ANOVA). As previously described
[16], APP-GFP mice displayed delayed task learning, as
they only improved their ability to find the hidden plat-
form by training day 4, while WT-GFP mice achieved
this performance by day 2 (Fig. 5a, repeated-measures
ANOVA p = 0.0136 for group effect, p < 10− 6 for day ef-
fect). By contrast, APP-SOCS3 mice learnt the task as
quickly as WT-GFP mice, showing that SOCS3 corrects
learning deficits in APP mice. Mice were probed for
spatial memory 72 h after the last day of training.
WT-GFP mice displayed the expected preference for the
target quadrant, while APP-GFP mice explored all quad-
rants similarly (Fig. 5b). SOCS3 did not improve spatial
memory in APP mice (Fig. 5b), showing that inhibition
of hippocampal astrocyte reactivity by SOCS3 improves
spatial learning but not memory retrieval in APP mice.

SOCS3 restores synaptic transmission and plasticity in 3xTg
mice
Given that astrocyte reactivity inhibition restores a com-
plex behavioral task, we then examined the underlying
cellular mechanisms in acute hippocampal slices. We
studied synaptic transmission and plasticity, which are
altered in AD [74] and regulated by astrocytes [5]. For
this study, we used 3xTg-AD mice (thereafter called
3xTg mice) that display more robust synaptic deficits
than APP mice [50]. 3xTg mice show early impairment
in synaptic transmission and long-term plasticity before
amyloid and Tau pathology [59]. 3xTg mice were
injected at 3–4 months with AAV-GFP or AAV-SOCS3
+ AAV-GFP (3xTg-GFP and 3xTg-SOCS3 mice respect-
ively) and studied 5 months later, when they display syn-
aptic deficits and higher GFAP levels [11, 53] but before

(See figure on previous page.)
Fig. 4 Inhibition of JAK2-STAT3-mediated astrocyte reactivity reduces amyloid load in APP mice without impacting microglial cells a,
Representative images of BAM10+ amyloid plaques (white) automatically delineated in yellow in APP-GFP, APP-SOCS3 and APP-JAK2ca mice. b,
The number of hippocampal BAM10+ plaques is significantly decreased by SOCS3 (N = 9–8) and increased by JAK2ca in APP mice (N = 6–6).
SOCS3 and JAK2ca effects were measured in two independent cohorts. c, The average size of individual BAM10+ amyloid plaque is similar
between groups. d, Dosage of Aβ40 and Aβ42 peptide concentrations in Triton-X100-soluble protein homogenates from the hippocampus of
APP-GFP (N = 10 or 6), APP-SOCS3 (N = 8) and APP-JAK2ca mice (N = 6). Aβ40 and 42 levels are not significantly different between groups. e,
IBA1+ microglial cells (red, arrowheads) in contact with a MXO4+ amyloid plaque (blue). f, The number of microglia per plaque is similar between
APP-GFP and APP-SOCS3 mice. N = 10–8. g, Confocal images of MXO4+ material (blue) in IBA1+ microglial cells (red). Microglial cells in contact
with plaques either display MXO4 staining (white arrowhead) at the membrane, in the cytosol or are MXO4−. h, The proportion of these three
classes of microglial cells is not different between groups. N = 10–8. i, Experimental design to monitor Aβ phagocytosis. WT-GFP (N = 10), APP-GFP
(N = 6) and APP-SOCS3 (N = 8) mice were injected with MXO4, 3 h before sacrifice. After staining, hippocampal CD11b+/CD45+ microglia and
GFP+ astrocytes were analyzed by FACS. j, Representative gates to analyze MXO4+ amyloid uptake in astrocytes and microglia. There are 20%
MXO4+ microglial cells in both APP-GFP and APP-SOCS3 groups and no MXO4+ astrocytes. k, No difference in the MXO4 median fluorescent
intensity (MFI) is observed between APP-GFP and APP-SOCS3 microglial cells. l-m, RT-qPCR analysis on microglial cells acutely isolated from the
hippocampus of 12 month-old WT-GFP, APP-GFP and APP-SOCS3 mice. l mRNA levels of Ctss and C1qb, two microglial homeostatic genes, is
similar in all groups. m, Apoe and Trem2 mRNA levels are higher in phagocytic MXO4+ microglia than non-phagocytic MXO4− microglia, while
Tmem119 levels are lower in MXO4+ microglia. This transcriptional profile is reminiscent of DAM microglia [34]. Astrocyte de-activation by SOCS3
does not impact the transcriptional profile of either type of microglia. N = 3–8/group. b, d, h, Student t test. c, f, k, Kruskall-Wallis test. l, m, One
way ANOVA to compare the 3 groups within MXO4− cells and Student t test to compare two groups within MXO4+ cells. Mann-Whitney test to
compare MXO4+ and MXO4− microglial cells within APP-GFP or APP-SOCS3 groups. * p < 0.05, ** p < 0.01
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amyloid plaque and Tau deposition ([59], Fig. 6a). Like in
APP mice, SOCS3 was able to block astrocyte reactivity in
the hippocampus of 3xTg mice, as seen by significantly
lower GFAP levels in 3xTg-SOCS3 mice than in
3xTg-GFP mice (Fig. 6b). We then studied basal gluta-
matergic synaptic transmission, short-term and long-term
synaptic plasticity in acute hippocampal slices prepared
from the three groups. Field excitatory post-synaptic po-
tentials (fEPSPs) were recorded in the infected, GFP+ re-
gion of the stratum radiatum in the CA1 area (Fig. 6a).
As reported previously in 3xTg-GFP mice [59], the
input-output relationship for evoked fEPSPs at CA3-CA1
synapses was shifted to the right, indicating impaired basal
glutamatergic synaptic transmission (Fig. 6c). This was
probably not due to a modification of glutamate release
probability because the paired-pulse ratio was unchanged
(Fig. 6c, d). Interestingly, inhibition of astrocyte reactivity
by SOCS3 rescued the input-output relationship (Fig. 6c).
As reported before [59], LTP induced by high frequency
stimulation (HFS) of Schaffer collaterals was impaired in
3xTg-GFP mice, in comparison to WT-GFP mice that dis-
played a 50% increase in fEPSPs after HFS (Fig. 6e, f ).
Strikingly, SOCS3 fully restored LTP deficits in 3xTg mice
(Fig. 6e, f ), suggesting that astrocyte reactivity plays a
major role in AD-related synaptic alterations, and that
these alterations can be reversed.

JAK2-STAT3 pathway activation in astrocytes induces
reactivity and synaptic alterations
We reasoned that if synaptic deficits in 3xTg mice are
due to JAK2-STAT3 pathway activation in astrocytes, its

stimulation in naïve WT mice should result in compar-
able synaptic deficits.
To this end, we first studied whether activation of the

JAK2-STAT3 pathway by JAK2ca was sufficient to in-
duce astrocyte reactivity in the hippocampus of WT
mice (Fig. 7a). As expected, we found that JAK2ca signifi-
cantly increased STAT3 immunoreactivity in hippocampal
astrocytes (Fig. 7b, c). Importantly, immunoreactivity for
GFAP was increased in a large part of the hippocampus of
WT-JAK2ca mice (Fig. 7d-f). JAK2ca-astrocytes also over-
expressed vimentin (Fig. 7e) and had enlarged soma with
tortuous processes (Fig. 7e, g). RT-qPCR analysis on
acutely isolated astrocytes from WT-JAK2ca or WT-GFP
mice confirmed that JAK2ca significantly increased
mRNA levels of reactive genes (Gfap, serpina3n) in astro-
cytes (Fig. 7h). Overall, activation of the JAK2-STAT3
pathway in astrocytes was sufficient to induce morpho-
logical and molecular hallmarks of reactivity in the
complete absence of pathological environment.
We then recorded synaptic activity in the infected

GFP+ hippocampal CA1 region of WT-GFP and
WT-JAK2ca mice (Fig. 8a). JAK2ca-mediated astrocyte
reactivity impaired basal glutamatergic synaptic trans-
mission (Fig. 8b) but it did not impact the paired-pulse
ratio (Fig. 8c). Strikingly, HFS protocol failed to induce
LTP in JAK2ca mice, as in 3xTg mice, while it induced a
60% increase in fEPSP in WT-GFP mice (Fig. 8d, e),
showing that JAK2ca causes significant deficits in
long-term synaptic plasticity. Taken together, our results
show that JAK2-STAT3-mediated astrocyte reactivity in-
duces synaptic dysfunction in the hippocampus, and is a
potent target for synaptic restoration in AD.

Fig. 5 Inhibition of STAT3-mediated astrocyte reactivity improves spatial learning in APP mice a, Training phase of the Morris water maze. APP-
GFP mice (N = 12) need more trials to learn the task than WT-GFP mice (N = 11). This learning deficit is corrected by SOCS3 expression in APP
astrocytes (N = 11). Repeated-measures ANOVA. b, Probe phase of the Morris Water maze, 72 h after the last training session. Unlike WT-GFP mice,
APP-GFP mice do not display preference for the target quadrant (T) over other quadrants (O). This memory deficit is not corrected by SOCS3.
Wilcoxon test. * p < 0.05
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Discussion
In this study, we combined astrocyte-targeted viral
gene transfer, histology, biochemical analysis, cell
sorting, astrocyte-specific transcriptomics, behavioral
analysis and electrophysiology, in mouse models of
AD and naïve WT mice. We used two transgenic
mouse models of AD that recapitulate amyloid depos-
ition, synaptic and behavioral alterations characteristic
of AD, as well as progressive astrocyte reactivity in-
cluding morphological and molecular changes. We
found that inhibition of the JAK2-STAT3 pathway
normalizes several features of astrocyte reactivity and
improves three key pathological hallmarks in AD
mouse models, showing that reactive astrocytes have
deleterious effects in AD (Fig. 9).

The JAK2-STAT3 pathway controls astrocyte reactivity
We previously reported that STAT3 is activated in re-
active astrocytes in several mouse and primate models
of ND [8], and the active, phosphorylated form of
STAT3 is found in some hippocampal GFAP+ astro-
cytes in AD patients [81]. STAT3 is also activated in

reactive astrocytes in acute CNS diseases such as is-
chemia, or spinal cord injury [12, 61]. Many molecu-
lar triggers are able to activate STAT3 (e.g. cytokines,
growth factors, as well as ephrins [80] or the Notch
pathway [41]). Therefore, despite the variety of patho-
logical stimuli associated with these disorders, they
appear to converge, either directly or indirectly, on
STAT3, making STAT3 activation a universal feature
of astrocyte reactivity.
We used viral gene transfer in the mouse brain to

inhibit or activate the JAK2-STAT3 pathway in astro-
cytes and identified this cascade as a master regulator
of astrocyte reactivity. We show that overexpression
of a constitutively active form of JAK2 in WT astro-
cytes is sufficient to trigger robust astrocyte reactivity
in the hippocampus, in the absence of pathological
stimulus. By expressing the inhibitor SOCS3 in astro-
cytes, we also showed that the JAK2-STAT3 pathway
controls astrocyte reactivity in two mouse models of
AD. Interestingly, SOCS3 was not only able to pre-
vent, but also to reverse astrocyte reactivity in the
hippocampus of aged APP mice. Thus, activation of

Fig. 6 SOCS3 rescues synaptic transmission and long-term plasticity in the hippocampus of 3xTg mice. a, Acute hippocampal slices were
prepared from the hippocampus of 8–9 month-old WT-GFP, 3xTg-GFP and 3xTg-SOCS3 mice. A recording electrode was placed in the stratum
radiatum of the GFP+ CA1 region. b, Acute slices processed for GFAP immunohistochemistry (red). In 3xTg-GFP mice, astrocytes display higher
GFAP immunoreactivity and tortuous processes, compared to WT-GFP controls. SOCS3 restores low GFAP levels in 3xTg astrocytes N = 8–7-6. c,
Representative traces for WT-GFP, 3xTg-GFP and 3xTg-SOCS3 mice after a paired-pulse stimulation protocol (50 ms interval) with increasing
voltage. The input/output relationship is impaired in 3xTg-GFP mice and restored by SOCS3. N = 11-7-7. Two way (group, voltage) ANOVA and
Tukey’s test. d, The paired-pulse ratio (PPR) at 50 V is similar in the three groups. N = 11-7-7. ANOVA. e, Representative (left) and average (right)
fEPSPs before (1) and after (2) HFS protocol in the three groups. LTP is impaired in 3xTg mice and restored by SOCS3. f, Normalized fEPSP slopes
40 to 50 min post HFS, relatively to fEPSPs measured 10 min before HFS. N = 6-6-5. ANOVA and Tukey’s test. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001
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the JAK2-STAT3 pathway is necessary both for the induc-
tion and persistence of many aspects of astrocyte reactivity
(Fig. 9). Contrary to conditional approaches used in
acute injury models [4, 26, 61], our SOCS3-based
strategy to block reactivity has the advantage of inhi-
biting only the JAK-dependent effects of STAT3, with-
out impacting other non-canonical functions of
STAT3 that do not require phosphorylation on Tyro-
sine 705 [12]. In addition, our virus-based method
provides a local and time-controlled inhibition of the
JAK-STAT3 pathway, avoiding peripheral or develop-
mental side effects. SOCS3 is a specific inhibitor of
the JAK-STAT3 cascade thanks to its dual recognition
of JAK and the phosphorylated motif on the cytokine

receptor [6, 35]. We controlled that SOCS3 overex-
pression did not affect other signaling cascades. We
did not find evidence for ERK or STAT1 activation in
APP astrocytes and no further effect of SOCS3, sug-
gesting that STAT3 is the main transcription factor
regulated by SOCS3 in our conditions.
We found that SOCS3 regulates many genes linked

to inflammation and immunity that are induced in as-
trocytes of AD mouse models (our data and [45, 62])
and in astrocytes of AD patient brains [62, 73]. In
particular, several genes encoding cytokines and com-
plement factors, which are associated with synaptic
alterations and molecular defects characteristic of AD
[25, 45, 78], were down-regulated by SOCS3.

(See figure on previous page.)
Fig. 7 JAK2ca activates the JAK2-STAT3 pathway and induces astrocyte reactivity. a, WT mice were injected in the hippocampus with AAV-GFP
alone (N = 6) or AAV-JAK2ca + AAV-GFP (JAK2ca + GFP, N = 6) at the same total viral titer and were studied 1–2 months later. b, Confocal images
of hippocampal sections, stained for GFP (green) and STAT3 (cyan) in WT-GFP or WT-JAK2ca mice. JAK2ca induces STAT3 upregulation and
nuclear accumulation in astrocytes, indicating STAT3 activation (arrowhead). c, STAT3 IR quantification in astrocyte nucleus from images in b. d,
Representative low magnification images showing the transduced area (GFP+, green) and corresponding GFAP staining (magenta) in the
hippocampus of WT-GFP and WT-JAK2ca mice. JAK2ca increases GFAP levels in a large part of the hippocampus (outlined). e, Confocal images of
astrocytes stained for GFP (green), GFAP (magenta) and vimentin (red) in WT-GFP and WT-JAK2ca mice. JAK2ca increases GFAP and vimentin
expression in hippocampal astrocytes and induces morphological changes. f, GFAP IR is increased by 70% in JAK2ca-injected hippocampus. g,
Sholl analysis applied to GFAP-labelled astrocytes shows that reactive astrocytes in WT-JAK2ca mice have a larger domain area and a higher
ramification index, a measure of cell complexity. h, RT-qPCR analysis was performed on acutely sorted hippocampal astrocytes from WT-GFP and
WT-JAK2ca mice. Jak2, Gfap and Serpina3n are significantly overexpressed in WT-JAK2ca astrocytes. N = 7/group. c, f, g, Student t test. h, Gfap,
Serpina3n: Student t test, Jak2: Mann-Whitney test. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001

Fig. 8 JAK2ca-induced astrocyte reactivity is sufficient to alter synaptic transmission and long-term plasticity in WT mice. a, Acute hippocampal
slices were prepared from the hippocampus of 4–6 month-old WT-GFP and WT-JAK2ca mice. b-c, Representative paired-pulse stimulation traces
for WT-GFP and WT-JAK2ca mice (100 ms interval). JAK2ca shifts the input/output relationship to the right, reducing the strength of basal
glutamatergic transmission (b, Two way ANOVA and Bonferroni test) without impacting release probability, as revealed by unchanged PPR at
50 V (c, Student t test). N = 15–13. d, Representative (left) and average (right) fEPSPs before (1) and after (2) HFS protocol. LTP is impaired in
WT-JAK2ca mice. e, Bar graph representing normalized fEPSP slopes 40 to 50 min post HFS. N = 8 in each group. Student t test. * p < 0.05,
*** p < 0.001

Ceyzériat et al. Acta Neuropathologica Communications           (2018) 6:104 Page 17 of 23



Interestingly, the induction of some SOCS3-regulated
genes was shown to be dependent on STAT3, in a
model of spinal cord injury in mice with an
astrocyte-specific knock out of STAT3 [4]. Our study
is of high therapeutic relevance for AD as it identifies
the cascade controlling the transcription of neuroin-
flammatory genes by astrocytes. It will be important
to measure how those inflammatory mediators are
impacted by SOCS3 at the protein level.
Besides the JAK2-STAT3 pathway, other signaling

cascades were reportedly activated during ND [7, 33].
But only a few cascades have been specifically manip-
ulated in astrocytes to test their requirement for re-
activity during AD. Constitutive activation of
calcineurin in APP mice decreases astrocyte reactivity
[19]. Surprisingly, the opposite manipulation of the
calcineurin/Nuclear Factor of Activated T-cells
(NFAT) pathway by expression of a blocking peptide
in astrocytes also attenuates reactivity in the same
mouse model [22], questioning the regulatory action
of this pathway. Activation of the Nuclear Factor of κ
light polypeptide gene enhancer in B-cells (NF-κB)
pathway in astrocytes, through a conditional knock-out of
the IκBα inhibitor or by expression of a constitutively ac-
tive IKK, increases glial reactivity in the cortex and hippo-
campus of WT and AD mice [44, 60]. But, to our
knowledge, the specific inhibition of this cascade in astro-
cytes has not been performed in AD models. Overall,
modulation of calcineurin/NFAT or NF-κB pathways ap-
pear to have inconsistent, transient or moderate effects on
astrocyte reactivity in AD models. On the contrary, we
studied two mouse models of AD (APP and 3xTg) and ob-
served consistent effects of JAK2-STAT3 pathway

modulation on astrocyte reactivity. Importantly, these ef-
fects were remarkably stable over time, lasting up to
9 months post-injection.
The concept of reactive astrocyte heterogeneity is

emerging [3, 47], especially with the recent description
of A1 and A2 subtypes of reactive astrocytes [48, 68, 76,
84]. Reactive astrocytes may thus form discrete subtypes
with specific molecular and functional properties. The
precise signaling pathways controlling these reactive
states are still unknown. Unexpectedly, we found that
SOCS3 regulates the expression of pan, A1 and A2 spe-
cific genes. In fact, the core WGCNA module of
SOCS3-regulated genes contained all types of reactive
markers. These results suggest that SOCS3 mediates a
global inhibition of astrocyte reactivity, which operates
beyond specific classes of reactive astrocytes. In this
study, we did not explore the effects of SOCS3 in WT
astrocytes, it will be interesting to see whether SOCS3
also regulates the transcriptome of astrocytes and some
of their functions when they are not in an AD patho-
logical environment.
Surprisingly, we found that inhibition of astrocyte

reactivity in APP mice by SOCS3 did not impact the
molecular and functional features of microglial cells.
Microglia and astrocytes are engaged in complex bi-
directional communications [25]. In particular, react-
ive microglial cells are reported to play a key role in
triggering astrocyte reactivity in inflammatory condi-
tions [70]. Our results, suggest that, at least in AD,
reactive astrocytes do not significantly regulate micro-
glial activation. Microglial cells may be already
strongly activated by toxic amyloid proteins and neur-
onal dysfunction as occurring in AD.

Fig. 9 The JAK2-STAT3 pathway is a master regulator of astrocyte reactivity that contributes to AD deficits. SOCS3-mediated inhibition of this
cascade in AD mouse models blocked and even reversed morphological and molecular hallmarks of reactivity. Conversely, activation of the JAK2-
STAT3 pathway by viral gene transfer of JAK2ca in WT mice was sufficient to induce those hallmarks. Inhibition of this cascade in AD mice
reduced amyloid deposition, deficits in spatial learning and synaptic dysfunction, showing that reactive astrocytes significantly contribute to AD
pathological outcomes
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Reactive astrocytes contribute to pathological outcomes
in AD models
We found that inhibition of astrocyte reactivity by
SOCS3 reduces the number of amyloid plaques in APP
mice, a key pathological hallmark of AD. Intriguingly,
the average size of plaques and the overall size distribu-
tion were not changed, suggesting that SOCS3 reduces
amyloid seeding into plaques, but once amyloid plaques
form, their growth and evolution are not impacted.
Amyloid production, aggregation and clearance involve
several brain cell types, including neurons that produce
the bulk of Aβ peptides and microglial cells that actively
degrade amyloid plaques. Astrocytes may produce low
levels of Aβ as well [46] and are able to degrade amyloid
plaques [37, 79, 82]. However, our FACS analysis evi-
denced no Aβ phagocytosis in astrocytes, and RNAseq
data showed no increase in the expression of phagocytic
receptors in astrocytes, suggesting that
SOCS3-astrocytes do not contribute to Aβ phagocytosis.
In addition, we ruled out microglial involvement in en-
hanced Aβ clearance in the SOCS3 group. Last, stable
levels of soluble Aβ40 and Aβ42, as well as proteins in-
volved in APP metabolism, suggest that Aβ production
is not altered by JAK2-STAT3 pathway modulation in
astrocytes. The molecular and cellular mechanisms re-
sponsible for the reduced number of amyloid plaques
with SOCS3 are still unknown. Astrocytes were recently
shown to contribute to Aβ elimination through the
glymphatic system, which allows perivascular drainage of
interstitial fluid to remove soluble brain waste [29].
SOCS3 could improve this clearance mechanism,
thereby diverting soluble Aβ from aggregating into pla-
ques. It is however quite difficult to test this hypothesis,
as available methods to probe the glymphatic system
lack spatial resolution to quantify SOCS3 local effects in
the hippocampus.
We also report that SOCS3-mediated inhibition of

astrocyte reactivity restores spatial learning on the
Morris water maze, without correcting deficits in
memory retrieval at 72 h. It is striking that expression
of SOCS3 in only 25% of hippocampal astrocytes is
able to restore spatial learning. Spatial learning is a
hippocampal-dependent task [56], and it is now well
documented that astrocytes are able to regulate hip-
pocampal circuits and impact behavior [1, 66, 69].
However, the local action of AAV on hippocampal as-
trocytes may explain why long term memory was not
corrected by AAV-SOCS3 in APP mice, because stor-
age and retrieval of spatial memories mostly involve
neocortical regions, which are not targeted by AAVs
[52]. The finding that hippocampal astrocyte reactivity
contributes to learning deficits in APP mice and is
amenable to restoration by SOCS3 opens new thera-
peutic applications for AD.

Further demonstrating SOCS3 therapeutic potential,
we found that its expression in astrocytes fully restored
early synaptic and LTP alterations in 3xTg mice. Partial
reduction in astrocyte reactivity by NFAT inhibition also
improves synaptic transmission in aged APP mice [22].
Here, we uncover an implication of reactive astrocytes in
the initial stages of synaptic dysfunction, before overt
amyloid and Tau pathology, stressing the importance of
astrocytes as therapeutic targets for AD. In accordance,
we found that induction of astrocyte reactivity by
JAK2ca was sufficient to induce synaptic deficits in WT
mice, similar to those observed in 3xTg mice. Astrocytes
regulate synaptic transmission by promoting ion homeo-
stasis, recycling neurotransmitters or releasing active
molecules such as gliotransmitters [5, 64, 65]. Some of
these mechanisms are altered in AD mouse models [7,
15, 31] and could be restored by SOCS3. In addition,
mRNA levels of several synaptotoxic complement factors
[45, 78] were reduced by SOCS3. It is thus possible that
SOCS3 normalizes several aspects of neuron-astrocyte
interactions at the synapse, and further experiments will
be needed to identify the exact mechanisms at play. Our
model of JAK2ca-induced astrocyte reactivity will be
helpful to isolate astrocyte-specific mechanisms of syn-
aptic impairment.
The fact that JAK2-STAT3-mediated astrocyte reactiv-

ity contributes to three AD pathological outcomes con-
trasts with the beneficial effects of astrocytic STAT3 in
spinal cord injury [4] or lack of effects after chemical le-
sions [58]. It is possible that some, but not all, astrocyte
functions are regulated by this pathway. Depending on
the disease context, STAT3-mediated astrocyte reactivity
may thus have variable effects.

Conclusion
We show that the JAK2-STAT3 pathway is a core signal-
ing cascade for the induction and maintenance of astro-
cyte reactivity. This pathway controls key morphological
features and coordinates gene expression in reactive as-
trocytes. The JAK2-STAT3 pathway is a potent molecu-
lar target to establish the overall role of reactive
astrocytes in CNS diseases. Our results show that in AD,
reactive astrocytes are mostly deleterious, contributing
to amyloid deposition, spatial learning deficits and syn-
aptic dysfunction. Blocking astrocyte reactivity via the
JAK2-STAT3 pathway offers new therapeutic opportun-
ities for AD.

Additional files

Additional file 1: Figure S1. AAV infect astrocytes selectively. To
validate astrocyte tropism of the AAVs used in our study, an AAV2/9
encoding GFP was injected in the hippocampus of WT mice. GFP+ cells
co-express the astrocytic marker GFAP and S100β, but not NeuN, IBA1,
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Olig2 and MBP, which are markers of neurons, microglial cells, cells of the
oligodendrocyte lineage and myelinating oligodendrocytes, respectively.
Astrocyte tropism of these vectors was confirmed in AD mice as well
(See colocalization of GFP with GFAP in Figs. 1b and S2). (TIF 14477 kb)

Additional file 2: Table S1. Sequences of primers used for qPCR.
(DOCX 17 kb)

Additional file 3: FigureS2. Unlike STAT3, STAT1 and Erk are not
activated in APP astrocytes. Confocal images of stained hippocampal
sections from 12-month-old WT-GFP, APP-GFP and APP-SOCS3 mice. a,
GFP+ astrocytes (green) stained for GFAP (magenta) and STAT3 (cyan).
APP astrocytes are reactive (hypertrophic and GFAP overexpression). They
display STAT3 nuclear accumulation. SOCS3 reduces GFAP and STAT3 ex-
pression in APP mice, even around amyloid plaques (star). b, Quantifica-
tion of STAT3 immunoreactivity in astrocyte soma. N = 5–7/group. One
way ANOVA and Tukey’s post hoc test. *** p < 0.001. c-d, Sections stained
in magenta for STAT1 (c) or P-ERK (d), DAPI (blue) and GFP (green). STAT1
and P-ERK are not induced in APP reactive astrocytes while CNTF induces
significant STAT1 nuclear accumulation (c) and LPS triggers ERK phos-
phorylation (d). DAPI stains nuclei as well as amyloid plaques. Representa-
tive images from N = 4–6/group. (TIF 15218 kb)

Additional file 4: Figure S3. Validation of astrocyte sorting. Normalized
expression of cell type specific genes. GFP+ astrocytes are enriched in
astrocyte markers while GFP− cells, which comprise uninfected astrocytes,
neurons, microglial cells and oligodendrocyte precursor cells (OPC) are
enriched in other cell type markers. Oligodendocyte markers are
undetectable due to the myelin removal step. N = 3–7/group. Wald test.
* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001, # p < 10− 20, ### p < 10− 40. (TIF 12358 kb)

Additional file 5: Table S2. WGCNA: Top 20 most connected genes
regulated by SOCS3 in APP astrocytes. Three of the top 20 hub genes,
highlighted in bold, are pan or A1 reactive astrocyte genes. (DOCX 17 kb)

Additional file 6: Figure S4. SOCS3 regulates gene networks linked to
reactivity in APP astrocytes. The top 100 most connected genes of the
WGCNA module were analyzed for protein-protein interaction networks
with STRING. Groups of proteins related to complement system and in-
flammation, cytoskeleton and cell adhesion were found co-regulated by
SOCS3 (circles). Protein-protein interaction p value < 10− 6. (TIF 54618 kb)

Additional file 7: Figure S5. Modulation of the JAK2-STAT3 pathway
does not change expression of proteins involved in Aβ production and
clearance in APP mice. Representative western blottings on protein ho-
mogenates prepared from WT-GFP, APP-GFP, APP-SOCS3 and APP-JAK2ca
mice. The expression of human (hAPP) (a), BACE1 (b), IDE (c) and ApoE
(d) are stable across the groups (protein levels are normalized by actin or
tubulin α). N = 3–8/group. a, Student t test, b-d, ANOVA or Kruskall-Wallis
tests. (TIF 10130 kb)

Additional file 8: Table S3. Expression of phagocytic receptors and
genes in astrocytes RNAseq analysis of astrocytes shows that most genes
involved in Aβ phagocytosis are expressed at similar levels in all groups.
Only mRNA levels for three Fc receptors are down-regulated by SOCS3. Data
are presented as normalized mRNA levels +/-SEM. ## p < 0.01 versus WT-
GFP, ** p < 0.01, *** p < 0.001 versus APP-GFP. Wald test. (DOCX 18 kb)
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ANNEXE 2: ARTICLE 3 

The complex STATes of astrocyte reactivity: How are they controlled by the 

JAK–STAT3 pathway? 

 

Objectifs de la revue 

 Les astrocytes deviennent réactifs en conditions pathologiques aigues et chroniques. La 

réactivité astrocytaire est une réponse complexe caractérisée par des changements morphologiques 

bien décrits tels que l’hypertrophie du soma et des prolongements ainsi que la surexpression de 

protéines de filaments intermédiaires comme la GFAP et la Vimentine. D’importants changements 

transcriptionnels et moléculaires sont également observés dans les astrocytes réactifs.  

 

De nombreuses voies de signalisation sont activées dans les astrocytes réactifs. Nous nous 

sommes particulièrement intéressés à la voie JAK-STAT3. Cette voie est impliquée dans de 

nombreuses fonctions cellulaires comme l’inflammation et la prolifération. Dans cette revue, nous 

discutons du rôle de la voie JAK-STAT3 dans le contrôle de la réactivité astrocytaire in vivo au cours 

des conditions pathologiques à la fois aigues et chroniques. Nous montrons aussi que STAT3, via la 

voie JAK-STAT3 mais également par d’autres voies non canoniques, est impliqué dans de nombreuses 

fonctions dans les astrocytes comme dans le contrôle de la morphologie ou le sécrétome 

astrocytaire. L’ensemble de ces fonctions pourrait notamment expliquer le rôle majeur de cette voie 

dans le contrôle de la réactivité astrocytaire 

 

Contribution à la revue 

 Dans cette révue, j’ai rédigé la partie sur le rôle de STAT3 sur la morphologie et la migration 

astrocytaire, dans les fonctions mitochondriales ainsi que dans l’autophagie, et participé à la 

relecture de l’ensemble de la revue. 



Neuroscience 330 (2016) 205–218
NEUROSCIENCE FOREFRONT REVIEW

THE COMPLEX STATES OF ASTROCYTE REACTIVITY: HOW ARE THEY
CONTROLLED BY THE JAK–STAT3 PATHWAY?
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Abstract—Astrocytes play multiple important roles in brain

physiology. In pathological conditions, they become reac-

tive, which is characterized by morphological changes and

upregulation of intermediate filament proteins. Besides

these descriptive hallmarks, astrocyte reactivity involves

significant transcriptional and functional changes that are

far from being fully understood. Most importantly, astrocyte

reactivity seems to encompass multiple states, each having

a specific influence on surrounding cells and disease pro-

gression. These diverse functional states of reactivity

must be regulated by subtle signaling networks. Many

signaling cascades have been associated with astrocyte

reactivity, but among them, the JAK–STAT3 pathway is
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emerging as a central regulator. In this review, we aim (i)

to show that the JAK–STAT3 pathway plays a key role in

the control of astrocyte reactivity, (ii) to illustrate that STAT3

is a pleiotropic molecule operating multiple functions in

reactive astrocytes, and (iii) to suggest that each specific

functional state of reactivity is governed by complex molec-

ular interactions within astrocytes, which converge on

STAT3. More research is needed to precisely identify the

signaling networks controlling the diverse states of astro-

cyte reactivity. Only then, we will be able to precisely delin-

eate the therapeutic potential of reactive astrocytes in each

neurological disease context. � 2016 IBRO. Published by

Elsevier Ltd. All rights reserved.

Key words: reactive astrocytes, STAT3, JAK–STAT pathway,

neurological diseases, signaling cascades.
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INTRODUCTION

In response to the multiple pathological conditions that

affect the central nervous system (CNS), astrocytes

become reactive. This response develops after acute

injuries such as ischemia, traumatic brain injury (TBI),

spinal cord injury (SCI) or infection, as well as under

progressive conditions like neurodegenerative diseases

(ND) or multiple sclerosis (MS). Astrocyte reactivity was

initially characterized by morphological changes

(hypertrophy of soma and processes) and by the

upregulation of intermediate filament proteins such as

glial fibrillary acidic protein (GFAP) or vimentin. Besides

these two hallmarks, astrocyte reactivity involves

multiple transcriptional and functional changes that are

still being elucidated (Burda and Sofroniew, 2014;

Pekny and Pekna, 2014; Ben Haim et al., 2015a). Impor-

tantly, astrocyte reactivity is now recognized as a hetero-

geneous response resulting in various functional states

depending on the disease context. In fact, it is important

to note that reactivity is not the only change observed in

astrocytes during diseases. For example, astrocytes

may be dystrophic in the brain of patients with schizophre-

nia or even degenerate following encephalopathies. They

may directly be hit by the disease and dysfunction, like in

Alexander’s disease, which is caused by mutations in the

gfap gene (Verkhratsky et al., 2015; Pekny et al., 2016).

Given the multiple roles operated by astrocytes in

physiological conditions (Parpura et al., 2012), the func-

tional changes occurring with reactivity could have major

consequences on surrounding cells like neurons or micro-

glial cells and influence disease progression. Therefore, it

is crucial to unravel the signaling cascades controlling the

specific states of astrocyte reactivity.

Multiple pathways are associated with astrocyte

reactivity (Buffo et al., 2010; Kang and Hebert, 2011;

Ben Haim et al., 2015a). Among them, the janus kinase-

signal transducer and activator of transcription 3

(JAK–STAT3) pathway seems to play a central role that

we will cover in this review.

We will focus on the roles of STAT3 in astrocytes

during various brain diseases, but we will also describe

data from other cell types in the CNS or peripheral

organs, when they give insight into the functions of the

JAK–STAT3 pathway. Indeed, seminal discoveries on

this cascade were made in cell cultures in the fields of

Immunology and Oncology. Although very potent,

in vitro studies have serious limitations when applied to

the brain, because of the significant phenotypic changes

occurring when brain cells are isolated in a dish. This is

especially true for primary astrocytes that tend to

become reactive without stimulation (Ben Haim et al.,

2015a). In this review, we will thus present in vivo studies

whenever possible, and landmark in vitro studies to illus-

trate the complex roles played by STAT3 in the control of

astrocyte reactivity. We will (i) show that the JAK–STAT3

pathway plays a key role in the control of astrocyte reac-

tivity, (ii) illustrate that STAT3 is a pleiotropic molecule

operating multiple functions in reactive astrocytes and

(iii) propose that each specific functional state of reactivity

is governed by complex molecular interactions within

astrocytes, which converge on STAT3.
THE JAK–STAT3 PATHWAY

A linear, canonical JAK–STAT3 pathway from the
membrane to the nucleus

The JAK–STAT pathway is a ubiquitous, evolutionarily

conserved signaling cascade, present in various species

from Dictyostelium and Drosophila to mammals (Decker

and Kovarik, 2000). It was discovered more than twenty

years ago, as the cascade mediating interferon effects

(Darnell et al., 1994; Stark and Darnell, 2012). There are

four JAKs (JAK1-3, and TYK2) and seven STATs

(STAT1-4, 5A, 5B, and 6) in mammals (Darnell, 1997).

STAT3 was sequenced and cloned in 1994 (Akira et al.,

1994; Zhong et al., 1994b). STAT3 is well expressed in the

brain (Zhong et al., 1994a) and has been the most exten-

sively STAT studied in the context of astrocyte reactivity.

The canonical JAK–STAT3 pathway is activated by the

binding of polypeptides such as cytokines, hormones or

growth factors to their multimeric receptor (Mertens and

Darnell, 2007, Fig. 1). Conformational changes on the

intracellular tail of the receptor bring the kinase domains

of two JAKs in apposition (Brooks et al., 2014). JAKs are

receptor-associated tyrosine (Tyr) kinases that phospho-

rylate each other and the receptor on several residues.

The latent transcription factor STAT3 is then recruited to

the phosphorylated receptor through its Src homology 2

(SH2) domain and is transphosphorylated by JAK on

Tyr705 (Lim and Cao, 2006). Phospho-STAT3 proteins

dimerize and accumulate in the nucleus. There, dimers

of phospho-STAT3 bind specific sequences called

STAT3-responsive elements (SRE) in the promoter of tar-

get genes and induce their transcription (Shuai et al.,

1993; Darnell, 1997). These transcriptional changes

impact cell growth, proliferation, differentiation and sur-

vival. This pathway is particularly important during devel-

opment and immune responses, and its dysregulation is

involved in cancer and immune diseases (see, Yu et al.,

2009; O’Shea et al., 2013, for a complete review, as this

will not be developed here). Activation of the JAK–STAT3

pathway increases the expression of several elements of

the pathway, including stat3 itself, which promotes a pos-

itive feedback loop (Hutchins et al., 2013).

Additional branching points on the pathway increase
the complexity of STAT3 signaling cascades

Besides the linear ‘‘canonical” pathway, STAT3 is connec-

ted to alternative signaling cascades within the cell (Fig. 1).

First, some G-protein-coupled receptors (GPCRs),

which are seven-transmembrane domain receptors for

growth factors or purines, may be coupled to JAKs and

phosphorylate STAT3 (Mertens and Darnell, 2007). Alter-

natively, STAT3 can be phosphorylated on Tyr705 by other

upstream kinases than JAKs (Fig. 1). They include recep-

tors with an intrinsic Tyr kinase activity, like the receptor

for epidermal growth factor (EGF), and non-receptor Tyr

kinases, which are usually cytoplasmic and of viral origin,

such as v-src (Mertens and Darnell, 2007).

In addition, STAT3 can be phosphorylated on Serine

727 (Ser727) by various Ser kinases, especially by

mitogen-activated protein kinases (MAPK) (Wen et al.,

1995; Decker and Kovarik, 2000). Depending on the



Fig. 1. STAT3 is a signaling hub. STAT3 is involved in complex signaling cascades within the cell. The canonical JAK–STAT3 pathway (center),

is triggered by the binding of cytokines, hormones or growth factors to their multimeric receptors (e.g. receptors for IL, growth hormone, CNTF or

LIF). It causes conformational changes and activation of JAKs bound to the receptor. JAKs phosphorylate the receptor and then STAT3, after its

recruitment to the phosphorylated receptor through its SH2 domain. Tyr705-phospho-STAT3 dimerizes and accumulates in the nucleus where it

recognizes SRE in the promoter region of target genes, inducing their transcription. STAT3 is involved in alternative signaling cascades (left). It

can be directly phosphorylated on Tyr705 by receptors with an intrinsic Tyr kinase activity (RTK, e.g. receptors for EGF or platelet-derived growth

factor) or by cytoplasmic kinases like v-src. Alternatively, GPCRs (which include receptors for purines, growth factors like angiotensin, or for

chemokines like CCL5), can trigger Tyr705 phosphorylation by JAK (Reich and Liu, 2006; Mertens and Darnell, 2007). STAT3 may also be

phosphorylated at Ser727 by Ser kinases such as MAP kinases. Additional PTMs on STAT3 include Lys acetylations, which are regulated by

acetyltransferases (like p300/CBP) and deacetylases (like HDACs) and methylations, which are regulated by methyltransferases (like EZH2 or

SET9) and demethylases (like LSD1). These PTMs may occur in the cytoplasm or in the nucleus. Overall, multiple isoforms of STATS with different

sets of PTMs (two are represented on the left) can be present in the nucleus, each with its own transcriptional activity. Even unphosphorylated

STAT3 may activate the transcription of some genes. Finally, STAT3 performs non-canonical functions through non-transcriptional mechanisms

(right). STAT3 contributes to the maintenance of cellular shape and migration by preventing stathmins (st) from sequestering tubulin and

destabilizing microtubule networks. STAT3 is also present in the mitochondria where it regulates energy production, antioxidant defense and

apoptosis. The phosphorylation of Ser727 appears to be important for these functions (Yang and Rincon, 2016). STAT3 also represses autophagy

by inhibiting PKR and stabilizes heterochromatin by binding to HP1. The JAK–STAT3 pathway is inhibited by at least three mechanisms: (i)

dephosphorylation of the receptors, JAKs and STAT3 by phosphatases like SHP2, (ii) direct inhibition of JAKs by SOCS proteins and (iii) inhibition

of DNA binding by PIAS in the nucleus. It is important to note that most of these cascades, PTMs and non-canonical functions have been primarily

studied in cell types other than astrocytes. They are rather unexplored in the context of astrocyte reactivity. Insert: STAT3 is composed of several

functional domains: the N terminal domain (N), the coiled-coiled domain (CC), the DNA binding domain (DNA) and the linker domain (LK). The SH2

domain binds to phospho-Tyr on the receptor and on other STATs for dimer formation. The transactivator domain (TA) is responsible for

transcriptional induction. Tyr705 (Y705) and Ser727 (S727) are represented, as well as the main Lys that are acetylated or methylated.

Ac = acetylation; M =methylation; P = phosphorylation; K = lysine; S = serine; Y = tyrosine. For other abbreviations, see main text.
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experimental conditions (stimulus, promoter studied, cell

type), phosphorylation at Ser727 has positive or negative

effects on Tyr705-dependent transcription (Decker and

Kovarik, 2000). Activation of STAT3 via P2Y receptors

was reported in astrocyte cultures, resulting in the phospho-

rylation of both Tyr705 and Ser727 (Washburn and Neary,

2006). Other toxic stimuli were reported to trigger Ser727

phosphorylation like TBI (Oliva et al., 2012, see Fig. 2), or

lipopolysaccharide (LPS, Moravcova et al., 2016).
Lastly, besides phosphorylations, STAT3 is subjected

to multiple other post-translational modifications (PTM,

see Fig. 1) that modulate its transcriptional activity (Lim

and Cao, 2006). STAT3 is acetylated on several Lysine

(Lys) residues. Acetylation levels are regulated by the

balance of activity between histone acetyl-transferases like

p300/CREB binding protein and deacetylases like histone

deacetylases (HDAC, Zhuang, 2013). Acetylation of

Lys685 by p300 promotes STAT3 dimerization, nuclear
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localization and transcriptional activation (Wang et al.,

2005; Yuan et al., 2005). STAT3 acetylation was recently

observed in hypothalamic neurons (Chen et al., 2015)

and cultured microglia (Eufemi et al., 2015) but its physio-

logical role in astrocytes is largely unexplored. STAT3

may also be methylated on several Lys residues, which

influences the pattern of genes regulated by STAT3

(Yang et al., 2010; Kim et al., 2013; Dasgupta et al.,

2015). In vitro studies suggest that even

non-phosphorylated STAT3 is able to increase the

transcription of specific genes (Yang and Stark, 2008).

Overall, STAT3 represents a hub for multiple signaling

cascades that converge towards the nucleus to modulate

transcriptional activity.

STAT3 has non-canonical functions independent of
transcription

Another layer of complexity in STAT3 signaling was

discovered more recently, when STAT3 was found to be

more than a simple transcription factor (see, Gao and

Bromberg, 2006, and Fig. 1). In the nucleus, STAT3 also

induces global chromatin remodeling (Li, 2008). STAT3 is

able to interact with microtubules to regulate their stability

(Ng et al., 2006, and section ‘‘STAT3 modulates astrocyte

morphology and migration”). In the cytoplasm, STAT3

may also participate in the control of the autophagic flux

by binding to protein kinase R (PKR, Shen et al., 2012,

and section ‘‘Other important functions for STAT3 in

astrocytes”) or contribute to long term depression in hip-

pocampal neurons, by yet unknown mechanisms inde-

pendent of transcription (Nicolas et al., 2012). Last,

STAT3 is found in mitochondria where it modulates their

functions (Yang and Rincon, 2016, and section ‘‘STAT3

regulates mitochondrial functions”).
Box 1: An extensive toolbox to study the JAK–STAT3 pathway

There are many molecular tools and techniques to study the JA

A. To evidence the activation of the pathway with biochemical & hi

Standard and widely used techniques applied to in vitro or in vivo sam

� Detection of phosphorylated active forms (e.g. gp130, JAK, STAT3). Phospho

immunostaining on slices, cultured cells or cell suspensions for cytometry analys

� Detection of STAT3 nuclear translocation by immunostaining or subcellular fracti

� Detection of transcriptional induction of target genes by RT-qPCR (e.g. socs3, s

� Detection of STAT3 binding to specific DNA sequences by electromobility shift a

B. To monitor the activity of the pathway with reporter systems
� To monitor transcriptional induction: Consensus SRE (TTG(N)3CAA), coupled

tein or an enzyme whose activity is easily measured (e.g. luciferase, alkaline phosp

but, they could be used to produce viral vectors (Gabel et al., 2010) to infect bra

� To monitor STAT3 intracellular trafficking: STAT3 is tagged with a fluorescen

time-lapse fluorescent microscopy or fluorescent recovery after photobleaching (

� To monitor the formation of protein complexes: Förster resonance energy tra

tions, for example, when STAT3 dimerizes (Kretzschmar et al., 2004) or when JAK

C. To modulate the JAK–STAT3 pathway
� Pharmacological inhibitors: They are numerous inhibitors of JAKs and STAT

immune diseases (Yu et al., 2009; O’Shea et al., 2013). AG490 and Stattic ar

(Meydan et al., 1996; Schust et al., 2006). Their use may be limited by poor blood

cell types in the brain and periphery.

� Conditional KO: Given the important developmental and peripheral roles of the p

of the Cre recombinase to astrocytes by specific promoters such as the gfap prom

window of recombination with tet-operated promoters or by using tamoxifen indu

� Expression of inhibitors or dominant negative mutants: Several mutant form

[e.g. STAT3Y705F, STAT3D with a mutation in the DNA binding domain (Nakajim

expression of endogenous inhibitors like SOCS3 in astrocytes prevents STAT3 a

� Expression of constitutively active mutants: Introduction of two cysteine res

mutant that should be capable of auto-dimerization by disulfide bonds (Bromberg

be phosphorylated to bind DNA, but it does so with greater efficacy (Li and Shaw
It is important to note that most of these alternative,

non-transcriptional STAT3 functions have been

characterized in cancer and immune cells in vitro (Mohr

et al., 2012). Whether they also occur in astrocytes

in situ, is mostly unknown.
Retro-controls on the JAK–STAT3 pathway

The JAK–STAT3 pathway is tightly regulated by

phosphatases, suppressors of cytokine signaling (a

family of eight members SOCS1–7 and CIS) and protein

inhibitors of activated STAT (PIAS) (Heinrich et al.,

2003, and see Fig. 1). Protein Tyr phosphatases like

Src homology 2 domain-containing phosphatase 2

(SHP2) terminate signal transduction at the different steps

of the pathway. They may dephosphorylate the receptor,

JAKs or STAT3, including within the nucleus (Heinrich

et al., 2003; Mertens and Darnell, 2007). SOCS proteins

inhibit JAK–STAT3 signaling by two mechanisms: they

either promote ubiquitination of JAKs and their associated

receptors, targeting them for proteasome degradation or

they directly inhibit JAK activity (Babon et al., 2014).

The second mechanism is more prominent in the case

of SOCS1 and 3, the two most studied SOCSs (Babon

et al., 2014). SOCS3 is a very efficient inhibitor of the

JAK2–STAT3 pathway, thanks to its capacity to bind

JAK2 and the activated, phosphorylated receptor con-

comitantly, acting as a pseudo-substrate for JAK2

(Kershaw et al., 2013). SOCS3 expression is strongly

induced by the JAK–STAT3 pathway, operating a retro-

control on the pathway. On the contrary, the expression

of PIAS is constitutive. PIAS3 interacts with phosphory-

lated STAT3 in the nucleus and reduces its binding to

DNA (Chung et al., 1997; Lim and Cao, 2006).
K–STAT3 pathway in the brain.

stological techniques:

ples include (see Fig. 2 for examples):

-specific antibodies may be used for western blotting, ELISA or

is.

onation.

tat3).

ssay or chromatin immunoprecipitation.

with a minimal promoter control the expression of a fluorescent pro-

hatase, b-galactosidase). Such reporters are generally used in vitro

in cells or to generate transgenic reporter mice.

t protein, and its subcellular location and trafficking is monitored by

FRAP, Selvaraj et al., 2012).

nsfer (FRET) imaging can be used to reveal protein-protein interac-

2 is activated at the growth hormone receptor (Brooks et al., 2014).

3. They were initially developed for the treatment of cancer and

e two commonly used inhibitors of JAK2 and STAT3 respectively

brain barrier penetration and their potential side-effects on multiple

athway, conditional recombination is required to restrict expression

oter (Herrmann et al., 2008). It is also advisable to control the time

cible Cre (Pfrieger and Slezak, 2012).

s of STAT3 have been developed. They act as dominant negatives

a et al., 1996; He et al., 2005; Kohro et al., 2015)]. Alternatively,

ctivation (Ben Haim et al., 2015b).

idues by point mutation in STAT3 was used to create STAT3-C, a

et al., 1999). Recent studies suggest that STAT3-C still needs to

, 2006).
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THE JAK–STAT3 PATHWAY IS A UNIVERSAL
INDUCER OF ASTROCYTE REACTIVITY

Astrocytes become reactive in response to various

pathological conditions affecting the CNS. While several

signaling cascades are found activated in reactive

astrocytes over the course of diseases or following

injuries (Kang and Hebert, 2011; Ben Haim et al.,

2015a), STAT3 appears as a key regulator of astrocyte

reactivity.
Activation of the JAK–STAT3 pathway in acute
diseases

STAT3 activation is detected by its phosphorylation,

nuclear translocation and/or nuclear accumulation

(Box 1). Activated STAT3 is observed in reactive

astrocytes in various acute injury models, including TBI

(Li and Shaw, 2006; Oliva et al., 2012 and see Fig. 2),

excitotoxicity (Acarin et al., 2000), neonatal white matter

injury (Nobuta et al., 2012), neuropathic pain (Tsuda

et al., 2011), axotomy (Xia et al., 2002; Schubert et al.,

2005; Tyzack et al., 2014), infection with scrapie (Na

et al., 2007), glaucoma (Zhang et al., 2013), epilepsy

(Choi et al., 2003b; Xu et al., 2011), ischemia (Justicia

et al., 2000; Choi et al., 2003a) and after exposure to neu-

rotoxins (Sriram et al., 2004; O’Callaghan et al., 2014) or

LPS (Gautron et al., 2002). The activation of upstream

cascades was explored in some studies: JAK2 and the

cytokine receptor gp130 are also phosphorylated in a rat

TBI model (Oliva et al., 2012, and see Fig. 2); JAK2

(but not JAK1 or Tyk2) is also activated by the injection

of the neurotoxin 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyr

idine (MPTP, Sriram et al., 2004).

Overall, there is ample evidence that activation of the

JAK–STAT3 pathway is associated with astrocyte

reactivity. However, to demonstrate that STAT3 is really

required for astrocyte reactivity, it is necessary to

interfere with it (see Box 1). This was nicely

demonstrated in the case of the glial scar, a dense

structure of cells that aggregate at the site of

parenchyma disruption (Sofroniew, 2009; Pekny and

Pekna, 2014; Ben Haim et al., 2015a). Conditional

knock-out (KO) of stat3 in reactive astrocytes

(Nestin-Cre � stat3fl/fl) reduces glial scar formation while

socs3 deletion (Nestin-Cre � socs3fl/fl) has opposite

effects (Okada et al., 2006). Similarly, stat3 KO in astro-

cytes (Gfap-Cre � stat3fl/fl) attenuates GFAP upregulation

and disrupts glial scar formation after SCI (Herrmann

et al., 2008; Wanner et al., 2013).

STAT3 is also responsible for astrocyte reactivity in

acute disease models without glial scarring. For

example, pharmacological inhibition of JAK2 decreases

STAT3 activation and astrocyte reactivity after hypoxic-

ischemic damage in the neonatal mouse brain (Hristova

et al., 2016), in the epileptic rat hippocampus (Xu et al.,

2011), after MPTP injection (Sriram et al., 2004) and in

a model of peripheral nerve injury (Tsuda et al., 2011).

Khoro et al. later used viral gene transfer of a dominant

negative (DN) form of STAT3 to inhibit this cascade more

specifically in spinal astrocytes after peripheral nerve
injury in mice. They demonstrate that this pathway

contributes to astrocyte reactivity, as the mRNA levels

of gfap, vimentin and socs3 were reduced by

STAT3-DN (Kohro et al., 2015). Genetic studies based

on Gfap-Cre � stat3fl/fl transgenic mice further estab-

lished the importance of STAT3 for astrocyte reactivity.

By contrast to controls, transgenic mice display reduced

astrocyte hypertrophy and GFAP upregulation following

neonatal white matter injury in the brain (Nobuta et al.,

2012) and spinal cord (Monteiro de Castro et al., 2015),

axotomy (Tyzack et al., 2014), in a model of chronic itch

(Shiratori-Hayashi et al., 2015) or after exposure to a

range of neurotoxins causing neuronal death in different

brain regions and species (O’Callaghan et al., 2014).

Interestingly, STAT3 involvement in astrocyte reactivity

is conserved in Drosophila. Stat92E, the Drosophila
homolog of STAT3, controls glial reactivity after axonal

injury (Doherty et al., 2014).

These results show that STAT3 is a central regulator

of glial reactivity, conserved across evolution, as well as

between disease conditions.
Activation of the JAK–STAT3 pathway in ND

In progressive pathological conditions such as ND, where

astrocyte reactivity, neuroinflammation and neuronal

death are gradually established over years, STAT3

appears to play a central role as well. STAT3 activation

is reported in reactive astrocytes of patients with MS (Lu

et al., 2013) or amyotrophic lateral sclerosis (ALS,

Shibata et al., 2009). Similarly, STAT3 activation is found

in mouse models of ALS (Shibata et al., 2010) and Alzhei-

mer’s disease (AD, Ben Haim et al., 2015b and see

Fig. 2), in pharmacological models of Parkinson’s disease

(PD, Sriram et al., 2004; O’Callaghan et al., 2014) and in

mouse and primate models of Huntington’s disease (HD,

Ben Haim et al., 2015b).

While STAT3 activation is consistently detected in

reactive astrocytes in ND models, few studies have

investigated its role in the establishment of astrocyte

reactivity (see Ben Haim et al., 2015a for review). Phar-

macological inhibition of JAK2 and astrocyte-specific KO

of stat3 in the MPTP model of PD attenuates astrocyte

reactivity (Sriram et al., 2004; O’Callaghan et al., 2014).

A similar reduction in reactivity is observed with JAK2 inhi-

bition in a pharmacological model of HD based on striatal

injection of an excitotoxin (Ignarro et al., 2013). To

improve cell-type specificity, our group used lentiviral vec-

tors to overexpress SOCS3 selectively in astrocytes, in

mouse models of AD and HD (Ben Haim et al., 2015b).

SOCS3 overexpression prevented STAT3 activation and

GFAP upregulation in astrocytes of AD and HD mice. Fur-

thermore, SOCS3-expressing astrocytes displayed

resting-like morphology, demonstrating that the

JAK–STAT3 pathway is a key pathway mediating

astrocyte reactivity in ND models.

The JAK–STAT3 pathway is a central mediator of

astrocyte reactivity in a variety of pathological conditions

in the CNS. What are the functional outcomes of this

cascade in reactive astrocytes?



Fig. 2. The JAK–STAT3 pathway is activated in reactive astrocytes in two models of brain disease. A In a model of TBI, the phosphorylated

form of STAT3 (red) accumulates in reactive astrocytes overexpressing GFAP (green). Sham-operated rats display low GFAP and no phospho-

STAT3 immunoreactivity. B. In the cortex exposed to TBI, activation of the JAK–STAT3 pathway is also detected by accumulation of total STAT3 in

the nucleus of astrocytes. C. In this model, Oliva et al. explored the upstream cascades responsible for STAT3 activation. TBI induces

phosphorylation of the gp130 receptor (pgp130), as well as JAK2 (pJAK2) but not JAK1 (pJAK1). Interestingly, STAT3 is phosphorylated at Tyr705

as well as Ser727 (A, B: 6 h post TBI, C: 3 h post TBI, modified from, Oliva et al., 2012). In more progressive models, the detection of STAT3

phosphorylation is sometimes difficult, as it is usually quite transient and prone to post-mortem dephosphorylation (O’Callaghan and Sriram, 2004).

Yet, accumulation of STAT3 in the nucleus of reactive astrocytes is observed in many disease models (Ben Haim et al., 2015a). D. For example,

STAT3 activation (red) is observed in GFAP+ reactive astrocytes (green), in the hippocampus of APP/PS1dE9 mice, a transgenic model of AD.

Reactive astrocytes with strong STAT3 activation are especially visible around amyloid plaques (star). GFAP and STAT3 staining is low in wildtype

(WT) littermates. Scale bars: A, B = 50 lm, D= 25 lm.
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WHAT DOES STAT3 DO IN ASTROCYTES?

STAT3 induces the expression of intermediate
filament proteins

One of the best-known target genes of STAT3 is gfap,
whose induction in astrocytes is the primary hallmark of

their reactive state (Hol and Pekny, 2015). As described

in section ‘‘The JAK–STAT3 pathway is a universal indu-

cer of astrocyte”, pharmacological inhibition or genetic

invalidation of stat3, consistently prevents or reduces

the increase in gfap mRNA and/or protein levels in astro-

cytes following induction of reactivity. In fact, levels of

GFAP are also reduced by STAT3 inhibition or invalida-

tion in non-lesioned groups (Herrmann et al., 2008;

Wanner et al., 2013; Levine et al., 2015), suggesting that

STAT3 controls the basal expression of GFAP. The

human gfap promoter is well characterized; it displays at
least one SRE that contributes to high GFAP expression

in multiple brain regions (Yeo et al., 2013). These SRE

are conserved in the rodent gfap promoter (Nakashima

et al., 1999). Vimentin, another intermediate filament

characteristic of reactive as well as immature astrocytes,

is similarly regulated by STAT3 (Herrmann et al., 2008).

Interestingly, STAT3-mediated induction of

intermediate filaments in reactive astrocytes

recapitulates an important signaling cascade occurring

at the time of astrogliogenesis (Kanski et al., 2014). The

JAK–STAT3 pathway is inhibited during neurogenesis

and activation of STAT3 coincides with the expression

of glial markers GFAP and S100b at E18.5 in mice (He

et al., 2005). STAT3 binds to the gfap promoter and

increases GFAP expression in cortical progenitors

(Bonni et al., 1997). STAT3-dependent induction of GFAP

is modulated by the pattern of histone and DNA methyla-
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tion of the gfap promoter (Takizawa et al., 2001; Song and

Ghosh, 2004).
STAT3 controls proliferation of a subset of reactive
astrocytes

The JAK–STAT3 pathway is involved in normal

proliferation of neuronal precursor cells during

development (Kim et al., 2010) and abnormal proliferation

of cancer cells (de la Iglesia et al., 2009; Yu et al., 2009).

Does STAT3 also promote the proliferation of reactive

astrocytes?

Recent studies show that contrary to the common

belief, proliferation of reactive astrocytes is quite limited,

being transient or involving only a small percentage of

astrocytes (5–10%), especially in chronic diseases or

injuries that do not involve rupture of the blood brain

barrier (Dimou and Gotz, 2014). These subsets of prolifer-

ative astrocytes are located in specific niches, in contact

with the vasculature (Bardehle et al., 2013) or the lesion

core (Wanner et al., 2013; LeComte et al., 2015) and dis-

play stem cell properties (Sirko et al., 2013). There is

some indirect evidence that STAT3 controls the prolifera-

tion of reactive astrocytes. JAK inhibitors reduce the num-

ber of proliferating reactive astrocytes following spinal

nerve injury (Tsuda et al., 2011). The formation of the glial

scar, which is composed of newly proliferated astrocytes,

is also altered in Gfap-Cre � stat3fl/fl transgenic mice

(Wanner et al., 2013; Anderson et al., 2016).

By which mechanisms does STAT3 control astrocyte

proliferation? In cancer cells, it is well known that

STAT3 promotes the expression of cell cycle genes, like

cyclin D1 (Yu et al., 2009), and this regulation also occurs

in cultured astrocytes (Sarafian et al., 2010). In addition,

STAT3 activates the expression of anti-apoptotic genes

(Sarafian et al., 2010, see section ‘‘STAT3 regulates mito-

chondrial functions”), which may promote the survival of

proliferating reactive astrocytes. More recently, Lecomte

et al. showed that following middle cerebral artery occlu-

sion (MCAO), STAT3 is activated within a subset of reac-

tive astrocytes sensitive to Notch signaling. STAT3

promotes the expression of the endothelin B receptor,

which acts in an autocrine manner to stimulate the prolif-

eration of this subset of cells (LeComte et al., 2015).

Of note, it was shown recently that the morphogen

Sonic Hedgehog (Shh), which is abundant in the

cerebrospinal fluid, also controls the proliferation of

reactive astrocytes and their stem cell potential after

invasive injuries (Sirko et al., 2013). Whether and how

the Shh cascade interacts with STAT3 in astrocytes is

unknown.
STAT3 regulates the secretome of reactive astrocytes

In immune cells, STAT3 is an established transcriptional

activator of cytokines (Yu et al., 2009). In astrocytes as

well, STAT3 regulates the production of cytokines and

chemokines during reactivity.

Pharmacological inhibition of the JAK–STAT3

pathway reduces mRNA levels of interleukin 6 (IL-6),

IL-1b, IL-4 and vascular endothelial growth factor by

astrocytes made reactive by high glucose concentration
in culture (Wang et al., 2012). Likewise, expression of a

siRNA against STAT3 reduces LPS-mediated induction

of the chemokines Ccl20, Cx3cl1, Cxcl5 and Cxcl10 in pri-

mary astrocytes. Similar effects are observed in vivo, after
intrathecal injection of the STAT3 inhibitor Stattic, in a

LPS model of inflammation (Liu et al., 2013).

Lipocalin-2 (Lcn2) is one of the proteins released by

reactive astrocytes (Zamanian et al., 2012). Its specific

function in the brain is still unclear (Jha et al., 2015), but

it may serve as an inflammatory mediator, as shown

under chronic itch conditions (Shiratori-Hayashi et al.,

2015). Lcn2 production by reactive astrocytes is depen-

dent upon STAT3, as demonstrated by pharmacological

inhibition in cultured astrocytes and astrocyte-specific

KO of stat3 in mice (Shiratori-Hayashi et al., 2015).

Molecules released by reactive astrocytes may further

activate microglial cells or recruit immune cells from the

periphery, contributing to a feed forward effect on

neuroinflammation. Indeed, specific inhibition of the

JAK–STAT3 pathway in astrocytes by SOCS3 reduces

the mRNA levels of the microglial markers Iba1 and

CD11b in a mouse model of HD (Ben Haim et al.,

2015b). Likewise, the astrocyte-specific KO of stat3
reduces microglial reactivity induced by hypoxia–is-

chemia (Hristova et al., 2016). The factors released by

astrocytes in a STAT3-dependant manner do not only

activate microglial cells but also modulate their activity.

For example, reactive astrocytes release yet unidentified

factors that reduce the production of transforming growth

factor b by microglia in culture (Nobuta et al., 2012).

The STAT3-dependent release of proteins by reactive

astrocytes not only impacts microglial cells but also

neurons. For example, facial nucleus axotomy increases

mRNA levels of thrombospondin-1 (tsp1, a secreted

protein promoting synapse formation and stability during

development) in reactive astrocytes. This induction is

reduced in Gfap-Cre � stat3fl/fl mice, which is

associated with decreased synapse number and activity

in neighboring neurons. Therefore, reactive astrocytes

produce TSP1 in a STAT3-dependent manner, as

further demonstrated by the direct binding of STAT3 to

the tsp1 promoter in astrocyte cultures (Tyzack et al.,

2014). Recently, Anderson et al. showed that reactive

astrocytes forming the glial scar after SCI, express a

range of molecules in a STAT3-dependent manner (like

chondroitin surface proteoglycans), which overall have

axon-growth promoting effects (Anderson et al., 2016).

STAT3 modulates astrocyte morphology and
migration

STAT3 plays a role in the migration of multiple cell types

including glioblastoma cells (Zhang et al., 2015) and reac-

tive astrocytes (Okada et al., 2006). The deletion of Stat3
in reactive astrocytes (Nestin-Cre � stat3fl/fl) reduces the

migration of reactive astrocytes after in vitro scratch

injury. Impaired migration after SCI could be responsible

for the altered wound closure and enhanced infiltration

of inflammatory cells observed in these mice. The oppo-

site is observed in Nestin-Cre � socs3fl/fl mice whose

astrocytes display a quicker migration in vitro and an effi-

cient compaction of the lesion in the spinal cord (Okada
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et al., 2006). In different cell types, STAT3 regulates the

transcription of genes implicated in matrix remodeling

such as matrix metallo-proteinases MMP-1, MMP-2 and

MMP-10 and the zinc transporter LIV-1, which regulates

the expression of the adhesion molecule E-cadherin

(Gao and Bromberg, 2006). In the spinal cord as well,

Nestin-Cre � stat3fl/fl mice exposed to SCI display lower

mRNA levels of LIV-1 than wild-type littermates, and a

concomitant increase in E-cadherin levels (Okada et al.,

2006). The impairment of cell migration may thus be

explained by the altered expression of cell adhesion pro-

teins in absence of STAT3. But STAT3 may also regulate

migration by non-canonical mechanisms. In neuronal cell

lines and in fibroblasts, STAT3 was shown to interact with

stathmin, a cytoplasmic protein that binds to tubulin and

prevents its assembly into microtubules (Ng et al.,

2006). The interaction of STAT3 with stathmin is also

observed in cultured motoneurons, it promotes micro-

tubule stability and axonal elongation. Intriguingly, this

interaction requires Tyr705 phosphorylation but no tran-

scriptional regulation (Selvaraj et al., 2012). It is currently

unknown whether such non-canonical effects of STAT3

are involved in the migration of reactive astrocytes.

In fact, reactive astrocytes display limited capacity to

migrate towards an injury site (Bardehle et al., 2013;

Wanner et al., 2013); instead, astrocyte reactivity is char-

acterized by striking morphological changes (hypertrophy,

reorientation of processes). Such morphological plasticity

appears to be regulated by STAT3 as well. During glial

scar formation following SCI, the reorientation of astro-

cyte processes parallel to the lesion and the formation

of bundles between apposed astrocytes are important to

‘‘corral” immune cells and fibroblasts. These morphologi-

cal changes are disturbed in Gfap-Cre � stat3fl/fl mice

(Wanner et al., 2013). Following axotomy of the facial

nucleus, reactive astrocytes increase their coverage of

axotomized neuronal cell bodies, a response found

altered in stat3 KO astrocytes (Tyzack et al., 2014). Sim-

ilarly, STAT3 induces the expression of growth associ-

ated protein 43, which contributes to increased process

arborization in primary rat astrocytes exposed to LPS

(Hung et al., 2016), confirming STAT3 importance for dif-

ferent types of morphological rearrangements. It is note-

worthy that in neurons, STAT3 is also an important

regulator of morphology and it promotes axonal regrowth

(Moore and Goldberg, 2011).

STAT3 regulates mitochondrial functions

Interestingly, a pool of STAT3 proteins is present at the

mitochondria (mSTAT3) and interacts with the

complexes I and II of the electron transport chain (ETC)

in the murine heart and liver (Wegrzyn et al., 2009). The

KO of stat3 in cultured B cells reduces complex I and II

activities, which is restored by viral gene transfer of stat3
(Wegrzyn et al., 2009). Strikingly, the effects of mSTAT3

on the ETC are mediated by its mitochondrial localization

and its phosphorylation on Ser727 and not by its tran-

scriptional activity. In other experimental conditions how-

ever, STAT3 does modulate metabolism by

transcriptional regulation of genes involved in glycolysis

and mitochondrial respiration. In particular, STAT3
induces the expression of hypoxia inducible factor 1a,
which promotes glycolysis over mitochondrial respiration

(Demaria et al., 2010).

Does STAT3 play similar roles in astrocytes? Sarafian

et al. found that cultured astrocytes from Gfap-

Cre � stat3fl/fl mice display lower mitochondrial mass

and membrane potential and reduced ATP production

(Sarafian et al., 2010). Inhibition of JAK2 by AG490 in

wildtype astrocytes reproduces the decrease in mitochon-

drial membrane potential, suggesting that STAT3 oper-

ates through a canonical cascade involving JAK2

phosphorylation. The expression of several ETC enzymes

is decreased in stat3 KO astrocytes, further confirming

that STAT3 regulation of astrocyte metabolism is con-

trolled at the transcriptional level.

STAT3 may also lower the production of reactive

oxygen species (ROS) by the mitochondria, although

the mechanisms are still unclear (Szczepanek et al.,

2012; Yang and Rincon, 2016). Indeed, stat3 KO astro-

cytes display increased generation of ROS and reduced

levels of the antioxidant glutathione (Sarafian et al.,

2010). STAT3 also promotes ROS detoxification by acti-

vating the expression of several antioxidant genes. For

example in the mouse brain, STAT3 directly binds to the

promoter of the manganese superoxide dismutase

(MnSOD) gene, a mitochondrial enzyme that metabolizes

superoxide anions (Jung et al., 2009). Inhibition of the

JAK2–STAT3 pathway by AG490 or STAT3 decoy DNA

in leptin-treated cultures of hippocampal neurons reduces

MnSOD expression and increases ROS production (Guo

et al., 2008). Other transcriptional targets of STAT3

include the uncoupling proteins (UCP), which are able to

decrease mitochondrial ROS production (Negre-

Salvayre et al., 1997). In astrocyte cultures treated with

leukemia inhibitory factor (LIF), STAT3 is activated, binds

to the ucp2 promoter and increases its transcription. This

new pool of ucp2 mRNA can be later mobilized by astro-

cytes exposed to oxidative stress to quickly produce

UCP2 protein (Lapp et al., 2014).

Lastly, STAT3 may have an anti-apoptotic action on

the mitochondria. In cardiomyocytes, STAT3 prevents

the formation of the mitochondrial permeability transition

pore (Boengler et al., 2010) and enhances cell resistance

to apoptotic stimuli (Szczepanek et al., 2012). As for

metabolic regulation and antioxidant defense, the anti-

apoptotic effect of STAT3 is governed both by a direct

action at the mitochondria, through interactions with com-

ponents of the mitochondrial permeability transition pore,

and by transcriptional regulation in the nucleus

(Szczepanek et al., 2012). STAT3 promotes the expres-

sion of anti-apoptotic genes like bcl-xl in neurons (Guo

et al., 2008) and of bcl2 in astrocytes (Sarafian et al.,

2010; Gu et al., 2016).

Other important functions for STAT3 in astrocytes

There are a few additional functions regulated by STAT3

that are important for brain homeostasis or response to

injury.

Ozog et al. found that activation of the JAK2–STAT3

pathway by ciliary neurotrophic factor (CNTF) increases

mRNA and protein levels of connexin 43 (Cx43),
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resulting in an enhanced gap junction-coupling between

astrocytes (Ozog et al., 2004). They identified three

putative SRE on the cx43 promoter. Interestingly,

CNTF-mediated increase in Cx43 levels is also observed

in reactive astrocytes of the rat brain (Escartin et al.,

2006). Gap junction coupling plays key roles in the normal

and diseased brain, modulating synaptic transmission

and metabolic supply to neurons (Giaume et al., 2010).

Recently, STAT3 was found to regulate autophagy, a

key homeostatic mechanism whose alteration is linked to

many brain diseases (Choi et al., 2013). Cytoplasmic

STAT3, through a transcription-independent mechanism

involving the binding to PKR, tonically suppresses autop-

hagy in cell lines (Shen et al., 2012, see Fig. 1). STAT3

also regulates the expression of genes involved in the

control of the autophagic flux (You et al., 2015).

Finally, Doherty et al. reported that Stat92E regulates

the ability of glial cells to engulf debris of dead neurons by

enhancing the expression of the Draper receptor in

Drosophila (Doherty et al., 2014). Interestingly, they

report that the upstream activator of Stat92E is the

G-protein Rac1, and not the JAK homologue, suggesting

that in Drosophila glia, non-canonical pathways operate

as well.

Overall, the range of astrocyte functions regulated by

STAT3 is extremely large, and most of them appear to be

of great importance for neuronal survival in disease

conditions.
HOW DOES STAT3 GENERATE SO MANY
FUNCTIONAL OUTCOMES?

Previous paragraphs illustrate a puzzling fact: a unique

pathway is able to control diverse functions ranging from

cell proliferation to morphological remodeling in many

cell types and organs. Even within reactive astrocytes,

STAT3 mediates various effects depending on the

disease, brain region or model studied. How does a

single protein trigger so many functional outcomes?

An easy explanation is that STAT3 does not act alone.

Besides the JAK–STAT3 pathway, other signaling

cascades may be activated in reactive astrocytes (Buffo

et al., 2010; Kang and Hebert, 2011; Ben Haim et al.,

2015a) and STAT3 may interact with other transcription

factors in the nucleus (Hutchins et al., 2013).
Interactions between the JAK–STAT3 pathway and
other cascades

For example, the MAPK pathways and the nuclear factor-

kappa-light-chain-enhancer of activated B cells (NF-jB)
pathway are sometimes found activated in reactive

astrocytes (Ben Haim et al., 2015a). For example, IL-6

activates the MAPK and STAT3 pathways, and the equi-

librium between the two is controlled by a Tyr motif on the

IL-6 receptor (Eulenfeld et al., 2012). Many interactions

may take place between the JAK–STAT3 and these other

pathways (Yu et al., 2009): they may act in synergy on the

same target genes, activate one another in cascade (e.g.

STAT3 target genes are activators of the NF-jB pathway,
and reciprocally) or regulate one other (e.g. MAPKs phos-

phorylate STAT3 on Ser727, modulating its transcriptional

activity). Conversely, these pathways can inhibit one

another or compete for binding sequences on gene pro-

moters (Oeckinghaus et al., 2011).

The interaction between the JAK–STAT3 pathway

and other signaling cascades is particularly well studied

in the context of astrogliogenesis. The JAK–STAT3

pathway interacts with the fibroblast growth factor 2

pathway (Song and Ghosh, 2004), the Notch/Hes path-

way (Kamakura et al., 2004), and the bone morpho-

genetic protein-2/Smad1 pathway (Nakashima et al.,

1999), to activate the gfap promoter during development

(see, Kanski et al., 2014 for a recent review).

The pattern of activation of these cascades in a

disease-specific manner may underlie the diverse

transcriptional and functional outcomes observed in

reactive astrocytes.
A signaling code

Even without resorting to interactions with other signaling

cascades, the canonical JAK–STAT3 pathway has

already a large potential for complexity and signaling

subtleties. There are many ligands, acting on different

receptors, activating several JAKs; STAT3 can form

heterodimers with other STATs, and the pathway is

retro-controlled by several inhibitors (see details in

section ‘‘The JAK–STAT3 pathway”). New modulators or

interactors of the pathway are still being discovered

(Icardi et al., 2012; Matsuda et al., 2015). Overall, there

is an immense potential for signaling complexity within

the JAK–STAT3 pathway (Ernst and Jenkins, 2004).

The upstream ligands activating STAT3 influence the

resulting transcriptional and functional effects. For

example, IL-6 and IL-10, two cytokines relying on

STAT3 as their effector, have opposite effects on

inflammatory processes. Computational modeling and

experiments on dendritic cells revealed that this could

be explained by different temporal profiles of STAT3

activation, resulting in different transcriptional outcomes

(Braun et al., 2013). An emerging theme in cell signaling

is that the intensity, duration, frequency and pattern of

receptor stimulation encode information that translates

into different transcriptional profiles (Lemmon et al.,

2016).

Another level of complexity resides in the numerous

PTMs on STAT3 (see Fig. 1). The pattern of PTMs

constitutes a molecular code that significantly impacts

the profile of genes regulated at a given time by STAT3

(see section ‘‘Additional branching points on the

pathway increase the complexity of STAT3 signaling

cascades”).

Finally, the non-canonical actions that STAT3

performs outside of the nucleus may further diversify

STAT3 functional outputs in reactive astrocytes. How

these non-canonical functions are regulated in the

context of astrocyte reactivity is an open question.

Overall, the JAK–STAT3 pathway is composed of

multiple elements that can generate significant signaling
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complexity and contribute to the observed diversity in

astrocyte reactivity.
Differential abilities to engage in STAT3 signaling

The functional outcomes mediated by STAT3 may be

influenced by the cell’s ability to mediate STAT3

signaling. Indeed, depending on the specific status of

the cell, its response to the same stimulus on the

JAK–STAT3 pathway will be different. Many factors can

influence the capacity of a cell to efficiently operate the

JAK–STAT3 pathway, including the abundance of

pathway inhibitors, its epigenetic status, the activity of

molecular machinery involved in signal transduction

(e.g. nuclear import, ATP-dependent phosphorylation)

and termination (e.g. nuclear export, phosphatase

activity, degradation by the proteasome).

For example, the JAK–STAT3 pathway will be more or

less active, depending on how much of SOCS and PIAS

inhibitors are present and located at the right place to

inhibit this pathway. SOCS3 is strongly induced by the

JAK–STAT3 pathway, depending on the ‘‘signaling

history” of the cell, the abundance of SOCS3 will vary

(Linossi and Nicholson, 2015).

STAT3 binding to promoters is influenced by DNA and

histone methylation, a regulation well described in the

context of astrogliogenesis (Kanski et al., 2014, and sec-

tion ‘‘STAT3 induces the expression of intermediate fila-

ment proteins”). Therefore, it is expected that the

epigenetic status of the cell will impact the transcriptional

outcomes of the JAK–STAT3 pathway.

The disease context itself may influence how a cell is

able to respond to a stimulation of the JAK–STAT3

pathway. For example in Drosophila, the formation of

tau aggregates in glia reduces STAT-dependent

promoter activity (Colodner and Feany, 2010). Likewise,

the amyloid b protein reduces the activity of the JAK–

STAT3 pathway in neurons (Chiba et al., 2009).

Global impairment in the cell’s ability to engage in a

STAT3 response may occur in brain diseases. Several

elements of the JAK–STAT3 pathway are sensitive to

ROS, which are produced in many brain diseases

(Duhe, 2013). Likewise, there is a consistent alteration

in energy production in ND (Lin and Beal, 2006), which

could affect the multiple energy-dependent steps of this

cascade (e.g. phosphorylation, nuclear translocation,

transcriptional induction). The activity of the JAK–STAT3

pathway is reduced in white matter astrocytes exposed

to hypoxia (Raymond et al., 2011) and in the mouse brain

after MCAO (Jung et al., 2009), confirming the importance

of energy supply for proper STAT3 signaling. Finally, the

nucleocytoplasmic transport is altered in some ND, due to

the scavenging of key components of this system in toxic

protein aggregates (Da Cruz and Cleveland, 2016), and

this could directly prevent STAT3 signaling to the nucleus.

Therefore, depending on the disease and its stage of

evolution, astrocytes will have variable intrinsic

capabilities to trigger a STAT3-dependent response.

This probably also contributes to the significant

heterogeneity of the functional responses of reactive

astrocytes in each disease context.
CONCLUSIONS AND PERSPECTIVES

Over the last decade, it has become clear that the JAK–

STAT3 pathway, a signaling cascade initially described

in the immune system, is very important for astrocyte

development and response to injury. A thorough

molecular dissection of the multiple interactors and

regulators of this cascade has been performed in cell

lines. It is now time to integrate this knowledge in the

study of astrocyte response in vivo, and this is not a

simple task (see Box 2). STAT3 appears to orchestrate

numerous molecular and functional changes in reactive

astrocytes. Much remains to be done to understand how

a central signaling cascade mediates so many functional

outcomes in astrocytes.

Deciphering the molecular code of astrocyte reactivity

holds promising prospects for basic and medical science.

It would make it possible to understand how the brain

responds to each disease situation and to develop

novel, efficient and, specific therapeutic strategies.

Box 2: Future questions and challenges

� What are the endogenous activators of this pathway

during brain diseases (e.g. cytokines, growth factors,

danger associated molecular patterns)?

� What is the time course of activation of the JAK–STAT3

pathway in reactive astrocytes, in relation to microglial

activation or neuronal death?

� What are the effects of PTMs on STAT3 in reactive

astrocytes?

� What are the non-canonical functions of STAT3 in

reactive astrocytes, unrelated to transcriptional

regulation?

� Can we define the networks of signaling cascades that

control each specific functional state in reactive

astrocytes?

� Can this pathway be targeted for therapeutic

purposes?
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Titre : Les astrocytes réactifs, des partenaires anti-agrégants dans la maladie de Huntington : identification des 
mécanismes impliqués dans le dialogue neurone-astrocyte. 

Mots clés : Agrégats de mHtt, maladie de Huntington,  astrocytes réactifs, protéostasie, vecteurs viraux, voie JAK2-STAT3. 

Résumé : La maladie de Huntington (MH) est une maladie 

neurodégénérative causée par une extension de répétitions 

du codon CAG dans le gène de la Huntingtine (Htt). Cette 

maladie est caractérisée par la mort des neurones striataux et 

la présence d’agrégats de Htt mutée (mHtt). De plus, au cours 

de la MH, les astrocytes, qui sont essentiels au bon 

fonctionnement neuronal, changent d’état et deviennent 

réactifs. La réactivité astrocytaire est caractérisée par des 

changements morphologiques et transcriptomiques mais 

l’impact fonctionnel de cette réactivité reste peu compris.  

Afin d’étudier le rôle des astrocytes réactifs dans la MH, nous 

avons utilisé des vecteurs viraux récemment développés par 

notre équipe, qui induisent ou bloquent la réactivité 

astrocytaire in vivo en ciblant la voie JAK2-STAT3. Nous avons 

montré que les astrocytes réactifs diminuent le nombre et la 

taille des agrégats de mHtt majoritairement présents dans les 

neurones. Ceci est associé à l’amélioration de plusieurs 

altérations neuronales observées dans ces modèles. Une 

analyse transcriptomique réalisée sur des astrocytes réactifs 

révèle des changements  majeurs d’expression de gènes liés 

aux systèmes de protéostasie. De plus, l’activité du lysosome 

et du protéasome est augmentée dans les astrocytes réactifs 

de souris modèles de la MH. Nous montrons également que 

les astrocytes réactifs éliminent plus efficacement leurs 

propres agrégats de mHtt, suggérant qu’au cours de la MH, 

ces cellules pourraient dégrader plus efficacement la mHtt 

provenant des neurones. De plus, certaines protéines 

chaperonnes sont induites dans les astrocytes réactifs. En 

particulier, la co-chaperonne DNAJB1/Hsp40 est surexprimée 

dans les astrocytes réactifs et est retrouvée dans les 

exosomes isolés à partir de striata de souris MH. Des 

expériences de gain et perte de fonction suggèrent que cette 

chaperonne est impliquée dans les effets bénéfiques des 

astrocytes réactifs sur l’agrégation de la mHtt et l’état des 

neurones. Les astrocytes réactifs pourraient donc libérer des 

protéines anti-agrégantes qui favorise l’élimination de la 

mHtt dans les neurones.  

Notre étude montre que les astrocytes peuvent, en devenant 

réactifs au cours de la MH, acquérir des propriétés 

bénéfiques pour les neurones et favoriser, via un dialogue 

complexe avec les neurones, l’élimination des agrégats de 

mHtt.  
 

Titre : Reactive astrocytes as anti-aggregation partners in Huntington's disease : identification of mechanisms 
involved in the neuron-astrocyte dialogue. 

Mots clés : mHtt aggregates, Huntington’s disease, reactive astrocytes, proteostasis, viral vector, JAK2-STAT3 pathway. 

Résumé : Huntington’s disease (HD) is a hereditary 

neurodegenerative disease caused by an expansion of CAG 

codons in the Huntingtin gene. It is characterized by the 

death of striatal neurons and the presence of mutant 

Huntingtin (mHtt) aggregates. In pathological conditions, as in 

HD, astrocytes change and become reactive. Astrocyte 

reactivity is characterized by morphological and significant 

transcriptomic changes. Astrocytes are essential for the 

proper functioning of neurons but the functional changes 

associated with reactivity are still unclear.  

To better understand the roles played by reactive astrocytes 

in HD, we took advantage of our recently developed viral 

vectors that infect selectively astrocytes in vivo and either 

block or induce reactivity, through manipulation of the JAK2-

STAT3 pathway. We used these vectors in two 

complementary mouse models of HD and found that reactive 

astrocytes decrease the number and the size of mHtt 

aggregates that mainly form in neurons. Reduced mHtt 

aggregation was associated with improvement of neuronal 

alterations observed in our mouse models of HD.   

A genome-wide transcriptomic analysis was performed on 

acutely sorted reactive astrocytes and revealed an 

enrichment in genes linked to proteolysis. Lysosomal and 

proteosomal activities were also increased in reactive 

astrocytes in HD mice. Moreover, we show that reactive 

astrocytes degrade more efficiently their own mHtt 

aggregates, suggesting that these cells could siphon mHtt 

away from neurons. Alternatively, several chaperones were 

induced in reactive astrocytes. In particular, the co-

chaperone DNAJB1/Hsp40 was upregulated in reactive 

astrocytes and was present in exosomal fraction from HD 

mouse striatum. Loss and gain of function experiments 

suggest that this chaperone is involved in the beneficial 

effects of reactive astrocytes on mHtt aggregation and 

neuronal status. Therefore, reactive astrocytes could release 

anti-aggregation proteins that could promote mHtt clearance 

in neurons.   

Overall, our data show that astrocytes, by becoming reactive 

in HD, develop a protective response that involves complex 

bidirectional signaling with neurons to reduce mHtt 

aggregation.  
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