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TGF-β : transforming growth factor-beta 

TNF-α : tumor-necrosis factor-alpha 

TSP-1 : thrombosporin-1 

VEGF : vascular endothelial growth factor 

VPC : cellules progénitrices vasculaires 

ZO-1 : zonula occludens-1 
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Introduction 
 

Depuis l’antiquité, l’Homme s’interroge sur la vision, cette capacité singulière qui lui permet 

d’apprécier et d’interagir avec son environnement. De Platon à Euclide, en passant par Galien et 

Avicenne, les plus grands penseurs et scientifiques de chaque civilisation n’ont eu de cesse de tenter 

de percer les mystères de l’œil et de ses capacités. Ce n’est qu’au 11ème puis au 17 ème siècle 

qu’Alhacen et Kepler théorisèrent respectivement les bases modernes de l’optique. Il aura ensuite 

fallu attendre le 19ème siècle pour que les avancées scientifiques mettent en lumière la nature 

intrinsèque de l’œil et son organisation tissulaire, avec comme point d’orgue la théorisation de 

l’évolution des espèces par Charles Darwin. Nous savons aujourd’hui que c’est la rétine qui est 

responsable de l’intégration de l’information lumineuse en signal électrique (phototransduction), qui 

sera ensuite véhiculé jusqu’au cerveau par le nerf optique et interprété dans les aires cérébrales en 

charge du traitement de l’information visuelle. Fruit d’une aventure évolutive de plusieurs centaines 

de millions d’années, la rétine est un tissu neurosensoriel complexe hautement spécialisé, dont les 

atteintes pathologiques peuvent altérer les capacités visuelles de l’individu, voire conduire à la 

cécité. Parmi ces dernières, figurent notamment les rétinopathies à composante vasculaire comme la 

rétinopathie du prématuré (ROP). Selon les études et les régions du globe concernées, la prévalence 

de la ROP est estimée entre 10 et 30% des naissances prématurées, et constitue la première cause de 

cécité infantile. Si certains facteurs de risque comme l’hyperoxygénation, un faible poids de 

naissance ou le degré de prématurité sont bien décrits, la persistance de la pathologie malgré 

l’amélioration de sa prise en charge suggère l’existence d’autres mécanismes physiopathologiques.  

Afin d’étendre notre compréhension de la pathologie, de nombreuses études sont menées 

sur les mécanismes moléculaires et cellulaires impliqués dans la régulation de l’angiogenèse 

rétinienne. Parmi ces derniers, les études montrent que les cellules gliales de la rétine, les astrocytes 

et les cellules de Müller, jouent un rôle de premier plan. Véritables piliers de la physiologie 

rétinienne, ces dernières sont notamment virtuellement impliquées dans toutes les fonctions de la 

rétine : maintien de l’homéostasie, organisation de la structure et de l’architecture rétinienne, 

régulation de la neurotransmission, recyclage des déchets métaboliques, ou encore leur activité pro- 

et anti-inflammatoires en fonction des stimuli qui leur parviennent. S’il est difficile d’évaluer 

directement chez le prématuré l’implication exacte de ces cellules dans la physiopathologie de la 

ROP, les modèles animaux de ROP nous apportent un éclairage crucial quant à leurs rôles respectifs. 

Les astrocytes sont ainsi capables de moduler directement le réseau vasculaire rétinien par leur 
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étroite interaction avec les cellules endothéliales vasculaires, tandis que les cellules de Müller 

apparaissent comme les chefs d’orchestre de la symphonie inflammatoire et pro-angiogénique de la 

rétine. Par ailleurs, les études récentes suggèrent que les cellules de Müller seraient la plaque 

tournante du métabolisme des lipides dans la rétine, y compris celui lié aux plasmalogènes. Les 

plasmalogènes sont une sous-catégorie particulière de phospholipides membranaires appartenant à 

la famille des éther-lipides, et sont impliqués dans de nombreuses fonctions cellulaires, notamment 

par leur rôle de réservoir d’acides gras polyinsaturés (AGPIs). Or, les modèles animaux de déficience 

en plasmalogènes, comme la souris DAPAT-/-, montrent des anomalies majeures du développement 

et de la fonction oculaire, dont une altération du développement vasculaire rétinien présentant des 

similitudes avec la ROP.  

Partant de ce constat, nous avons souhaité étudier à travers cette thèse l’implication du 

métabolisme des plasmalogènes dans les cellules et nous avons tenté d’en évaluer les conséquences 

pour la physiopathologie de la ROP. En conséquence, nous avons tout d’abord travaillé sur des 

modèles cellulaires in vitro afin de déterminer les fonctions régulées par les plasmalogènes dans les 

cellules gliales (chapitre 2). Dans un deuxième temps, nous avons souhaité étendre notre 

compréhension des mécanismes impliqués dans la mise en place des anomalies du développement 

vasculaire rétinien de la souris DAPAT-/-, tout en cherchant à établir une stratégie de prévention 

nutritionnelle par une supplémentation nutritionnelle orale en précurseurs de plasmalogènes 

(alkylglycérols) (chapitre 3 et 4). Enfin, fort de nos résultats réaffirmant l’hypothèse d’un rôle des 

plasmalogènes dans le contrôle des altérations pathologiques du développement vasculaire rétinien, 

nous avons décidé de valoriser ce travail par l’évaluation du profil érythrocytaire de prématurés 

humains en plasmalogènes ainsi qu’en AGPIs, dont les plasmalogènes constituent le réservoir 

biologique, afin de vérifier l’existence de possibles corrélations avec le développement de la ROP 

(chapitre 5).  

L’intégralité de ces résultats et leurs perspectives font finalement l’objet d’une discussion 

générale dans la dernière partie de cette thèse (chapitre 6). 
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Chapitre 1 : Bibliographie 

I. L’Œil, un organe particulier 
A. Présentation et anatomie générale de l’œil 

 

• Vision, œil et évolution - Introduction 

La vision se définit comme étant la capacité à percevoir des signaux lumineux et à les intégrer. Cette 

faculté constitue un sens à part entière, et l’œil en est un des éléments médiateurs. Bien que 

possédant une fonction commune, l’œil a évolué sous de nombreuses formes et possède une grande 

hétérogénéité au sein du règne animal, avec des caractéristiques morphologiques et fonctionnelles 

propres à chaque espèce. Ainsi, si certaines espèces sont tout juste capables de distinguer lumière et 

obscurité, d’autres sont à même de déceler des couleurs, de percevoir des spectres lumineux tels 

que les ultraviolets et les infrarouges, ou encore d’avoir une vision en trois dimensions du monde 

environnant. Si cette capacité est apparue et a perduré, c’est qu’elle représentait un avantage 

évolutif. En effet, la possibilité de voir et donc d’analyser son environnement direct est un atout 

certain et ce à bien des égards, puisque cela permet d’influencer de nombreuses fonctions 

essentielles pour la survie de l’espèce, telles que la recherche de nourriture ou encore d’un 

partenaire pour la reproduction. Dans le règne animal, on estime ainsi que 95% des espèces sont 

dotées de capacités visuelles (de Queiroz, 1999; Fernald, 2004). Mais comment définir l’œil, cet 

organe si particulier ? Selon certains auteurs, la présence d’au moins une cellule photoréceptrice 

interagissant avec des cellules pigmentaires (ou une cellule possédant elle-même ces deux 

caractéristiques), permettant la détection d’une source lumineuse peut suffire pour parler d’œil 

(Arendt and Wittbrodt, 2001). Pour d’autres, la capacité à détecter une source de lumière ne peut 

suffire, et l’organe doit être capable de produire une image, quelle qu’en soit la précision, afin de 

définir un œil à proprement parler (Piatigorsky, 2008; Land and Nilsson, 2012). Si cette définition fait 

toujours débat au sein de la communauté scientifique, cette dernière semble mieux s’accorder quant 

à son origine temporelle. En effet, les capacités visuelles découlent notamment de l’apparition d’une 

opsine, protéine photosensible, chez un ancêtre commun il y a plus de 700 millions d’années (Lamb, 

2013), tandis que les premières ébauches d’organes luminosensibles fonctionnels seraient apparues 

il y a un peu plus de 500 millions d’années au cours du Cambrien, période aussi connue sous le terme 

de « big bang de l’évolution » (Lamb, 2013; Nilsson, 2013). Les prémices de cette période furent 

notamment marquées par une augmentation significative de la quantité de lumière parvenant à la 
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surface terrestre (Parker, 2003). Ces phénomènes ont ainsi conduit à introduire la théorie du « light 

switch » dans l’évolution de l’œil, proposant ainsi la lumière comme facteur central de l’apparition de 

cet organe (Parker, 2003). Au cours du temps, les premières ébauches d’organes photosensibles, qui 

n’étaient capables de distinguer uniquement l’absence ou la présence de lumière (niveau de 

complexité I), ont évolué en acquérant de nouveaux caractères morphologiques, permettant 

d’ajouter de nouveaux degrés de complexification à l’information visuelle (Figure 1). Sont ainsi 

apparues successivement la capacité de distinguer la direction de la source lumineuse grâce aux 

pigments filtrants et aux premiers repliements membranaires (niveau de complexité II), puis la vision 

directionnelle à faible résolution (niveau de complexité III) avec le repliement structural des organes 

oculaires. L’apparition d’éléments convergents (tels que la cornée et le cristallin chez l’Homme par 

exemple) a enfin permis l’émergence de la vision à haute résolution (niveau de complexité IV).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1 : Représentation théorique du développement et de la complexification de l’œil au cours 
de l’évolution. L’apparition de nouvelles structures oculaires au cours de l’évolution des espèces a 
permis une complexification graduelle des fonctions visuelles, classées en quatre catégories : la 
photoréception non directionnelle (niveau de complexité I), la photoréception directionnelle (niveau 
de complexité II), la vision à faible résolution (niveau de complexité III), et enfin la vision à haute 
résolution (niveau de complexité IV).  Adapté de Nilsson (2013).  
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• Chez l’Homme (Homo sapiens sapiens) 

Comme pour toutes les espèces vertébrées, l’être humain possède une paire d’yeux, distribués de 

manière symétrique sur le crâne dans un plan sagittal. Ils sont logés au sein d’une cavité osseuse de 

la boite crânienne appelée orbite, et protégés par les paupières. La mobilité de l’œil est possible par 

l’intermédiaire de muscles dits oculomoteurs, et la présence de glandes lacrymales lui assure une 

hydratation constante. Il est constitué de trois enveloppes -ou tuniques- opaques et hétérogènes, 

isolant ainsi le globe oculaire du milieu extérieur : l’enveloppe externe (ou sclérotique ; également 

appelée sclère), l’enveloppe moyenne (ou tunique uvéale) et interne (ou nerveuse) (Figure 2). Le 

passage des rayons lumineux jusqu’à la rétine est garanti par la présence de milieux transparents et 

homogènes, dans un axe antéro-postérieur : la cornée, l’humeur aqueuse, le cristallin et le corps 

vitré. Ainsi, selon cet axe antéro-postérieur, on peut diviser le globe oculaire en 2 segments distincts : 

- le segment antérieur ; constitué de la cornée, de la chambre antérieure (située en avant de l’iris), de 

l’iris, de la chambre postérieure (à l’arrière de l’iris), du cristallin et des corps ciliaires. Il est rempli 

d’un liquide transparent produit par les corps ciliaires, l’humeur aqueuse. Ce liquide circule de 

manière permanente entre les deux chambres du segment antérieur par la pupille, et permet de 

pourvoir aux besoins métaboliques de la cornée tout en maintenant la pression intraoculaire. 

L’humeur aqueuse est éliminée dans l’angle iridocornéen par le trabeculum ; 

- le segment postérieur : situé à l’arrière du cristallin, il comprend la sclère, la choroïde, la rétine et 

contient le corps vitré, un autre milieu transparent.  

 

Figure 2 : Représentation schématique de l'œil humain et de ses structures. Adapté de Retina group 
of New York https://rgony.com/retina-diseases/eye-anatomy-illustration_92433742 

https://rgony.com/retina-diseases/eye-anatomy-illustration_92433742
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B. Les milieux transparents 

 

• L’humeur aqueuse 

Liquide transparent à faible viscosité, l’humeur aqueuse se situe dans la chambre antérieure de l’œil, 

maintenant ainsi la pression intraoculaire en avant du cristallin. Elle permet également de pourvoir 

aux besoins nutritifs cellulaires de la cornée, en apportant notamment du glucose, de l’acide 

ascorbique ou encore des ions. 

• La cornée 

La cornée est une membrane solide et transparente dont la principale fonction réside dans sa 

capacité de réfraction : il s’agit en effet du principal élément convergent de l’œil, qui assure les 2/3 

de la puissance optique de l’œil (dioptre). Il s’agit d’un des rares tissus avasculaires de l’organisme, ce 

qui lui permet de conserver sa transparence, limitant ainsi toute interférence de l’information 

lumineuse. Du fait de son caractère avasculaire, elle est alimentée par l’humeur aqueuse afin de 

subvenir à ses besoins physiologiques. La cornée est constituée à plus de 80 % d’eau. 

• Le cristallin 

Situé à l’arrière de l’iris, le cristallin est une lentille biconvexe, convergente et avasculaire. Il est 

maintenu en place par la présence d’un ligament suspenseur, constitué de fibres dites zonulaires, qui 

relient le cristallin aux procès ciliaires, qui sont l’extrémité antérieure du corps ciliaire. On retrouve 

au sein de ce dernier le muscle ciliaire (fibres musculaires lisses qui, par leur contraction, permettent 

les phénomènes d’accommodation). L’ensemble de ces fibres forme un anneau entourant le 

cristallin : la zonule de Zinn. Au niveau cellulaire, le cristallin est un empilement de plusieurs couches 

de fibres cellulaires, constituées de cellules anucléées encapsulées dans une membrane conjonctive 

fine : la cristalloïde. Au niveau fonctionnel chez l’homme, le rôle du cristallin, grâce à ses propriétés 

de convergence des rayons lumineux (il représente 1/3 de la puissance optique de l’oeil), est de 

focaliser la lumière sur la zone la plus sensible à la lumière de la rétine : la fovea. 

• Le corps vitré 

Il s’agit d’une substance gélatineuse et transparente située dans la cavité postérieure de l’œil. Elle 

occupe environ 90% du volume de l’œil, maintenant ainsi la pression intraoculaire en arrière du 

cristallin. Majoritairement composée d’eau (98-99%), elle contient également divers éléments 

nutritifs tels que du glucose et des ions, mais aussi du collagène et de l’acide hyaluronique qui lui 

confèrent sa viscosité (Bishop, 2000). 
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C. Les tuniques 

 

• Enveloppe externe - Sclère 

Il s’agit d’un tissu conjonctif dense, faiblement vascularisé, qui joue essentiellement un rôle de 

soutien et de protection mécanique de l’œil, lui conférant notamment sa forme et sa rigidité. De 

couleur blanche, elle est recouverte en avant et jusqu’au limbe (la jonction entre la sclère et la 

cornée) par une muqueuse, la conjonctive que l’on désigne couramment par le terme « blanc de l’œil 

». La cornée permet, d’une part, l’entré des rayons lumineux dans le globe oculaire grâce à sa 

transparence, et d’autre part, leur convergence grâce à sa forme sphérique et convexe en avant. La 

cornée est constituée de cinq couches cellulaires qui sont respectivement selon l’axe antéro-

postérieur : l’épithélium, la membrane de Bowman, le stroma, la membrane de Descemet et 

l’endothélium. Sur sa face postérieure, la sclère présente un orifice où la tête du nerf optique, 

l’artère et la veine centrales de la rétine quittent l’œil. 

• Enveloppe moyenne - Uvée 

Il s’agit d’une membrane pigmentée par des mélanocytes, ce qui permet aux rayons lumineux de 

pénétrer exclusivement par la pupille, jouant ainsi un rôle de chambre noire. La tunique uvéale est 

composée de plusieurs éléments distincts : l’iris et le corps ciliaire sur sa partie antérieure, et la 

choroïde sur sa partie postérieure. Situé dans l’humeur aqueuse, entre la cornée et le cristallin, l’iris 

est une membrane circulaire et contractile, percée en son centre par un orifice : la pupille. Son 

ouverture est contrôlée par l’action de deux muscles lisses antagonistes, permettant de s’adapter à 

l’intensité lumineuse extérieure : le sphincter pupillaire et le muscle dilatateur de la pupille. Le rôle 

de l’iris s’apparente donc à celui d’un diaphragme. Enfin, l’iris est possède un pigment, la mélanine, 

dont la concentration propre à chaque individu confère à la partie visible depuis l’extérieur de l’œil 

sa couleur unique. 

Cette tunique moyenne comprend également le corps ciliaire, qui en plus de sécréter l’humeur 

aqueuse, est formé d’un réseau de muscles lisses, permettant de modifier la forme et la courbure du 

cristallin afin d’obtenir une vision nette. C’est le principe de l’accommodation. 
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• Enveloppe interne - Rétine 

C’est une membrane relativement fine (environ 0,5 mm d’épaisseur chez l’Homme) située entre le 

corps vitré et la choroïde et observable par un examen ophtalmologique appelé « fond d’œil ». Elle 

couvre environ 72 % de la surface interne du globe oculaire, et s’étend de l’ora serrata en avant 

jusqu’au nerf optique dans la partie postérieure du globe oculaire (Figure 2). L’ora serrata est la zone 

où la limite antérieure de la rétine se trouve être en continuité avec l’épithélium non pigmenté de la 

pars plana, une portion du corps ciliaire. Mais surtout, la rétine est le tissu photosensible de l’œil, et 

revêt à ce titre une importance capitale dans la fonction oculaire. 
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II. La rétine  
A. Origine embryologique, développement et organisation structurale 

 

• Origine embryologique et formation de la rétine 

Chez l’Homme, le développement de l’œil et de la rétine commence au stade embryonnaire, au 

début de la 3ème semaine de gestation. A J22, alors que le tube neural commence à s’organiser à 

partir de la plaque neurale, des diverticules apparaissent sur sa face interne, marquant des 

évaginations latérales du neuro-ectoderme vers la surface, qui formeront les vésicules optiques 

(Fuhrmann, 2010). A mesure que la morphogenèse de la vésicule optique gagne en sophistication, la 

tige optique s’allonge. La lumière de la tige optique maintient une continuité entre la cavité de la 

vésicule optique, qui donne l’espace sous-rétinien. A la fin de la 4ème semaine de développement, la 

vésicule optique est globalement sphéroïde (Figure 3A). La vasculature précoce (dite hyaloïde) 

pénètre dans l’œil par le sillon optique, qui se refermera à l’issue de la 6ème semaine de gestation 

(Eckert et al., 2019). 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3 : Développement embryonnaire de la rétine. A : Représentation schématique de la cupule 
optique, permettant de révéler son organisation intrinsèque. Adapté de Hassimi O. (2018). B : Coupe 
histologique d’embryon humain à la fin de la 8e semaine de gestation, colorée à l’hématoxyline + 
éosine. Adapté de : 
https://embryology.med.unsw.edu.au/embryology/index.php/File:Stage_22_image_008-eye.jpg 

A la fin de la 8ème semaine de développement, la rétine est clairement structurée en 2 composantes 

distinctes. A l’extérieur, la couche mince de la cupule optique forme l’épithélium pigmentaire 

rétinien (EPR), tandis que la couche interne, beaucoup plus épaisse, forme la rétine neurale (Figure 

3B). La rétine neurale primitive contient des cellules souches pluripotentes à l’origine de toutes les 

A B 

https://embryology.med.unsw.edu.au/embryology/index.php/File:Stage_22_image_008-eye.jpg
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futures cellules neuronales matures. C’est également au cours de cette 8ème et dernière semaine 

embryonnaire que les axones issus de cellules neurales particulières, les cellules ganglionnaires, 

progressent vers la tige optique. Ces axones s’allongent à l’intérieur de la tige puis vers le cerveau, 

formant ainsi le nerf optique (Rosen and Mahabadi, 2021). 

Ainsi, à l’issue de la période embryonnaire, l’œil et la rétine ont globalement acquis leurs 

caractéristiques structurelles et morphologiques. La maturation se poursuivra lors de la période 

fœtale, avec l’orientation et le positionnement facial de l’œil, de même que l’acquisition des muscles 

et tissus conjonctifs définitifs qui permettront de le maintenir dans l’orbite tout en lui conférant sa 

mobilité (Tawfik and Dutton, 2018).  

• Neurogenèse 

La différenciation des cellules neurales rétiniennes débute autour de la 7ème semaine de 

développement. Les cellules progénitrices commencent par subir des divisions prolifératives 

symétriques afin de s’étendre sur la surface du tissu rétinien, avant de se différencier (Agathocleous 

and Harris, 2009). Des approches complémentaires menées dans les années 1980 ont permis de 

montrer que tous les types rétiniens de cellules neurales sont issus d’un unique pool de cellules 

progénitrices rétiniennes pluripotentes (RPC) (Turner and Cepko, 1987; Holt et al., 1988; Wetts and 

Fraser, 1988; Turner et al., 1990; Fekete et al., 1994). Tous les types cellulaires apparaissent selon un 

ordre spatio-temporel précis et relativement bien conservé au sein des vertébrés : cellules 

ganglionnaires, cellules horizontales, photorécepteurs de type cône, cellules amacrines, 

photorécepteurs de type bâtonnet, cellules bipolaires et enfin cellules de Müller (Figure 4) (Nawrocki 

et al., 1985; Young, 1985a, b; La Vail et al., 1991; Belecky-Adams et al., 1996; Rapaport et al., 2004; 

Wong and Rapaport, 2009; Hoon et al., 2014). S’il est évidemment compliqué d’étudier ces 

phénomènes chez l’Homme pour des raisons éthiques, les modèles animaux, et notamment les 

rongeurs tels que la souris, sont particulièrement intéressants dans la mesure où ces mécanismes, 

conservés chez les vertébrés et donc similaires à l’Homme, se mettent en place autour de la 

naissance, se poursuivant même jusqu’à 10 jours après. 
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Figure 4 : Représentation schématique de l’ordre d’apparition temporel des cellules rétiniennes. 
Séquence précise de la genèse des cellules rétiniennes chez la souris. Les cellules ganglionnaires 
(RGC) sont les premières à apparaitre au 13e jour du développement embryonnaire (E13). Les 
photorécepteurs de type cône, les cellules bipolaires et les cellules de Müller terminent leur 
différenciation environ 10 jours après la naissance (P10). PR, Photoreceptors; HC, horizontal cells; BC, 
bipolar cells; AC, amacrine cells; RGC, retinal ganglion cells. Adapté de Hoon et al., (2014). 

La rétine adulte fonctionnelle est cependant caractérisée par une organisation spatiale complexe, 

notamment organisée en plusieurs couches cellulaires distinctes. Ainsi, conjointement à leur 

différenciation, les cellules neurales rétiniennes migrent au sein de la rétine dans un processus 

appelé lamination. 

• Organisation laminaire et spatiale de la rétine 

L’organisation laminaire de la rétine requiert non seulement que les bons types cellulaires soient 

générés au bon moment, mais aussi qu’ils migrent à un endroit précis. Cette dernière caractéristique 

est désignée sous le terme de lamination neuronale. Ce processus est commun au système nerveux 

des vertébrés, et constitue l’une des stratégies de traitement de l’information. Les neurones sont 

capables d’emprunter des voies de migration complexes, notamment grâce à leur cytosquelette ou 

via des modes de migration spécifiques (Kriegstein and Noctor, 2004; Cooper, 2013; Icha et al., 

2016). Par ailleurs, chez les vertébrés, la distribution spatiale des cellules d’un même type répond au 

principe de la « mosaïque non aléatoire » (Wassle and Riemann, 1978; Reese, 2012). Chaque type 

cellulaire forme une mosaïque indépendante de la mosaïque des autres types cellulaires, de sorte 

que les distributions spatiales des différents types cellulaires ne sont pas corrélés (Rockhill et al., 

2000). Ces arrangements en mosaïque ont lieu dans chaque couche de la rétine, conférant une 

couverture uniforme du champ visuel par chaque type de neurone (Figure 5). Cette indépendance 
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des mosaïques est préservée même chez des types cellulaires qui sont pourtant connectés entre eux 

par des synapses (Galli-Resta et al., 2000; Rockhill et al., 2000). En effet, au cours du développement, 

les mosaïques de chaque type cellulaire se mettent en place avant la formation des synapses (Galli-

Resta et al., 2000). 

 

Figure 5 : Illustration de la mosaïque rétinienne par immunomarquage des différents types 
cellulaires identifiables au sein de la couche plexiforme externe chez la souris. Les cellules 
horizontales (vert), les extrémités des photorécepteurs de type cône (rouge) et les cellules bipolaires 
(bleu) sont identifiables. https://webvision.med.utah.edu/2012/02/retinal-half-mosaic/ 

Lorsque tous les RPC ont achevé leur différenciation, que les cellules matures se sont positionnées à 

leur emplacement de destination et ont correctement établi leurs liaisons synaptiques, la rétine est 

considérée comme pleinement fonctionnelle. Sa structure n’évoluera plus (mis à part les 

remodelages physiologiques en relation avec son activité), et on peut alors identifier huit couches 

fonctionnelles distinctes, qui sont respectivement depuis le pôle basal vers le pôle apical (Figure 6) : 

-la membrane limitante interne, qui délimite la face interne de la rétine  

-la couche des cellules ganglionnaires 

-la couche plexiforme interne, qui contient des cellules amacrines et les synapses entre l’arbre 

dentritique des cellules ganglionnaires et les axones des cellules bipolaires ; 

-la couche nucléaire interne, qui contient les corps cellulaires des cellules bipolaires et des cellules de 

Müller  

-la couche plexiforme externe, qui contient les cellules horizontales  

-la couche nucléaire externe, qui regroupe les noyaux des photorécepteurs  
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-la membrane limitante externe, qui constitue la jonction entre segment interne et externe des 

photorécepteurs  

-la couche des segments externes des photorécepteurs, dernière structure de la rétine avant l’EPR. 

 

Figure 6 : Organisation laminaire de la rétine et répartition des types cellulaires au sein des 
différentes couches rétiniennes. A : coupe histologique de rétine humaine mature laissant 
apparaitre les différentes couches. PL : couche des segments externes des photorécepteurs, OLM : 
membrane limitante externe, ONL : couche nucléaire externe, OPL : couche plexiforme externe, INL : 
couche nucléaire interne, IPL : couche plexiforme interne, GCL : couche des cellules ganglionnaires, 
ILM : membrane limitante interne. Adapté de https://webvision.med.utah.edu. B : Coupe 
transversale de rétine immunomarquée, permettant de distinguer les différents types neuro-
cellulaires : photorécepteurs de type cônes (bleu), cellules horizontales (rose), cellules bipolaires 
(extrémités en rouge et soma en jaune), cellules amacrines (violet), cellules ganglionnaires (blanc). 
Adapté de Hoon et al., (2014). C : Représentation schématique de l’organisation laminaire des 
différents types cellulaires au sein de la rétine. Adapté de Salesse (2017). 

 

• Aires fonctionnelles de la rétine 

Cette organisation laminaire n’est cependant pas homogène sur l’intégralité de la surface rétinienne. 

Plusieurs zones fonctionnelles particulières existent en effet dans la rétine (Figure 7). Ces structures 

macroscopiques sont notamment observables lors d’un examen ophtalmologique appelé « fond 

d’œil ». 

A B C 
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Figure 7 : Représentation schématique de la rétine et de ses principales composantes 
macroscopiques telles qu’observées lors d’un examen de type « fond d’œil ». Adapté de 
http://www.nandaneyehospital.com/retina-clinic.html. 

Disque optique : Également appelé papille, il apparait à l’observation sous la forme d’une tache 

circulaire de couleur claire, de diamètre légèrement inférieur à 2mm. Il s’agit du point de 

convergence des axones des cellules ganglionnaires et de sortie du globe oculaire du nerf optique. 

Dépourvu de cellules photoréceptrices, il est associé à l’existence d’une tache aveugle dans le champ 

visuel, aussi appelée tache de Mariotte. Il constitue également l’émergence des artères et veines 

rétiniennes. 

Macula : Située à proximité de la papille, la macula se trouve en position quasi centrale de la rétine, 

entre l’artère temporale supérieure et l’artère temporale inférieure. Elle apparait à l’observation 

comme une tache jaunâtre. Ceci est dû à la présence de pigments xanthophylles composés de 

lutéine, zéaxanthine et méso-zéaxanthine, qui appartiennent à la famille des caroténoïdes. Ces 

pigments permettent de filtrer la lumière bleue et de neutraliser les radicaux libres oxygénés 

délétères. Le centre de la macula, plus sombre, est appelé fovea. On y trouve une petite fossette (ou 

dépression) centrale : la fovéola. Environ 75% de la lumière perçue converge sur cette zone. C’est 

donc elle qui confère l’acuité visuelle maximale. C’est également elle qui répond aux intensités 

lumineuses maximales puisque c’est la région qui détient la concentration maximale de cônes. 

Fovea : D’un diamètre de 150μm et d’une épaisseur de 130μm chez l’homme, cette zone est 

totalement avasculaire. Elle ne possède qu’une seule couche cellulaire et ne contient exclusivement 

que des cônes (150000 cônes par mm2). Les premiers bâtonnets sont observables à partir de 500μm 

d’excentricité de la fovéola, pour atteindre leur concentration maximale à environ 5-6 mm du centre 

de la fovéola. C’est le point de la rétine qui dispose de la meilleure acuité visuelle en raison d’une 

concentration importante de photorécepteurs, exclusivement de type cône. 
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B. Types cellulaires  

1. L’épithélium pigmentaire rétinien 

 

L’épithélium pigmentaire rétinien (EPR) tient son nom du fait de la présence dans ses cellules de 

mélanine, qui lui confère sa couleur foncée caractéristique. Situé entre la neurorétine et la choroïde 

(Figure 6), il s’agit de la couche la plus externe de la rétine. Il s’étend de la papille à l’ora serrata, se 

prolongeant jusqu’à l’épithélium pigmentaire du corps ciliaire. A son pôle basal, il adhère à la 

membrane de Bruch, tandis qu’à son pôle apical, il englobe une partie des segments externes des 

photorécepteurs. Il s’agit d’un épithélium simple et avasculaire, et est en ce sens constitué d’une 

monocouche de cellules cubiques liées par des jonctions serrées. Les cellules de l’EPR jouent un rôle 

dans de nombreuses fonctions essentielles de la rétine : 

-absorption lumineuse : sa forte teneur en pigments de mélanine lui permet de capter les 

photons n’ayant pas réagi avec les autres couches de la rétine évitant ainsi leur diffusion, ce 

qui confère à la rétine cette fonction de « chambre noire » (Strauss, 2005) ; 

-transduction visuelle : l’EPR intervient dans la régénération du photopigment des 

photorécepteurs, la rhodopsine, à travers différentes réactions enzymatiques permettant de 

resynthétiser le 11-cis-rétinal après son isomérisation en trans-rétinal (Strauss, 2005; Salesse, 

2017) ; 

-barrière hémato-rétinienne : la présence de très nombreuses jonctions serrées permet de 

bloquer le passage de molécules dans les deux sens, depuis la circulation sanguine vers la 

neurorétine ou depuis cette dernière vers la circulation sanguine (Cunha-Vaz et al., 2011). 

Ceci permet notamment d’éviter d’éventuelles diffusions indésirables et/ou incontrôlées ; 

-homéostasie : l’EPR intervient dans les échanges d’électrolytes, d’oxygène et de nutriments 

tels que le glucose entre la circulation sanguine et la neurorétine (Strauss, 2005; Sparrow et 

al., 2010). Les échanges hydriques sont rendus possibles par la présence d’aquaporines dans 

les cellules de l’EPR (Sparrow et al., 2010), ce qui permet notamment d’éviter l’accumulation 

d’eau, prévenant ainsi l’apparition d’œdèmes. Par ailleurs, l’EPR sert de tampon entre la 

circulation sanguine et la neurorétine : il possède la capacité de transmettre des informations 

métaboliques de part et d’autre de la barrière hémato-rétinienne. Il est ainsi capable de 

réagir à de nombreuses variations et stimuli en sécrétant des molécules comme des ions, de 

l’ATP, mais aussi des facteurs de croissance (Strauss, 2005; Li et al., 2007; Sparrow et al., 
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2010; Hirsch et al., 2015), comme le facteur dérivé de l’épithélium pigmentaire (PEDF) ou 

encore le facteur de croissance de l’endothélium vasculaire (VEGF) qui sont notamment 

impliqués dans les mécanismes de l’angiogenèse physiologique comme pathologique 

(Marneros et al., 2005; Ford et al., 2011; Wang et al., 2016). L’EPR sécrète également des 

cytokines telles que les interleukines, permettant de réguler l’activité des cellules 

immunitaires (Knickelbein et al., 2016).  

2. Les cellules neurales  

a. Les photorécepteurs 

Chez l’Homme, on en compte deux types distincts : les cônes, au nombre de 4 à 7 millions, et les 

bâtonnets, qui seraient de 110 à 130 millions (Masland, 2012a). 

Les cônes, principalement localisés dans la fovea (Figure 7), permettent la vision des couleurs et des 

détails : c’est la vision photopique. Il existe trois types de cônes, chacun responsable de l’absorption 

d’un spectre lumineux différent, en raison de variations de leur pigment, la iodopsine. On distingue 

ainsi : les cônes bleus, rouges et verts, dont les absorptions maximales sont respectivement à 445nm, 

535nm et 575nm. 

Les bâtonnets, répartis dans toute la rétine (sauf la fovea et la papille), sont quant à eux très 

sensibles à la lumière et peuvent détecter un unique photon (Baylor et al., 1979). Ils sont donc 

impliqués dans la vision des contrastes et dans la vision nocturne : c’est la vision scotopique.  

Malgré ces différents phénotypes, les photorécepteurs possèdent néanmoins certaines 

caractéristiques communes, notamment la présence de 5 compartiments spécifiques : le segment 

externe, le segment interne, le noyau (ou soma), un axone et enfin une terminaison synaptique. C’est 

dans le segment externe que l’on trouve les photopigments. Il est donc à cet égard la partie 

photosensible des photorécepteurs. Il est constitué d’un empilement de disques (environ 1000 à 

2000 par photorécepteur) qui sont en réalité des replis de la membrane plasmique, ce qui lui confère 

son apparence singulière. Il s’agit d’une structure dynamique en renouvellement constant : les 

nouveaux disques sont formés à la base du segment externe, tandis que les disques plus anciens sont 

dégradés au pôle apical par les cellules de l’EPR via un mécanisme de phagocytose (Strauss, 2005). 
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b. Les cellules bipolaires 

Situées au niveau de la couche nucléaire interne, les cellules bipolaires correspondent à des 

« interneurones » : elles permettent la transmission du signal depuis l’extrémité des photorécepteurs 

dans la couche plexiforme externe vers les cellules ganglionnaires, au niveau de la couche plexiforme 

interne (Figure 6). Elles sont spécifiques d’un type de photorécepteur, c’est-à-dire qu’une cellule 

bipolaire communique soit avec des cônes soit avec des bâtonnets (Bloomfield and Dacheux, 2001). 

Bien qu’une dizaine de sous-types aient été récemment identifiés (Shekhar et al., 2016), les cellules 

bipolaires peuvent globalement être classées en deux catégories selon leur polarité : ON et OFF 

(Euler et al., 2014). Les cellules bipolaires ON possèdent des synapses électriques constituées de 

jonctions gap, tandis que les cellules bipolaires OFF possèdent des synapses chimiques dites 

« conventionnelles » (avec la glycine comme neurotransmetteur) (Tsukamoto and Omi, 2017). Par 

ailleurs, l’activité des cellules bipolaires est modulée par un autre type cellulaire, les cellules 

amacrines, au niveau de la couche plexiforme interne (Figure 6). 

c. Les cellules amacrines 

Les cellules amacrines font également partie des « interneurones » puisqu’elles relient les cellules 

bipolaires aux cellules ganglionnaires. Leurs corps cellulaires sont situés dans la couche nucléaire 

interne, tandis que leurs terminaisons synaptiques se trouvent dans la couche plexiforme interne 

(Figure 6). Les cellules amacrines sont notamment caractérisées par l’absence d’axones. Il s’agit 

d’ailleurs de la raison de leur découverte et de l’origine de leur nom (« αµακρινε » : amakrin- 

signifiant littéralement en grec ancien « absence de longue fibre »). Leur rôle est d’intégrer et de 

moduler le message transmis aux cellules ganglionnaires (Masland, 2012b). Il en existe de nombreux 

sous-types (potentiellement jusqu’à 30), différenciables en fonction de leur forme ou encore du type 

de neurotransmetteurs qu’elles utilisent (GABA, Acétylcholine, Glycine…) (Balasubramanian and Gan, 

2014). Les différences réelles en termes de fonctionnalités ne sont cependant pas toutes connues à 

l’heure actuelle. 

d. Les cellules horizontales 

Les cellules horizontales sont des cellules neuronales situées dans la couche nucléaire interne (Figure 

6) qui peuvent se lier à plusieurs cônes et bâtonnets, ainsi qu’à plusieurs cellules bipolaires au niveau 

de la couche plexiforme externe. Leur activité principale réside dans l’inhibition des autres cellules 

environnantes, désignée sous le terme d’inhibition latérale (Masland, 2012a; Thoreson and Mangel, 

2012; Demb and Singer, 2015). L’inhibition sélective de signaux de faible intensité permet ainsi 

d’accroitre le contraste et la définition du stimulus visuel. Les cellules horizontales communiquent 

entre elles par essentiellement par l’intermédiaire de jonctions gap (Klaassen et al., 2011). 
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e. Les cellules ganglionnaires 

Situées dans la partie la plus interne de la rétine, les cellules ganglionnaires sont les dernières 

actrices de la chaine de transmission de l’information visuelle des photorécepteurs vers le corps 

genouillé latéral. Elles reçoivent l’information des cellules bipolaires et amacrines, et leurs axones, au 

nombre d’environ 1,2 million chez l’homme, se rejoignent au niveau de la papille optique pour 

former la tête du nerf optique, qui transmettra l’information visuelle au corps genouillé latéral 

(Erskine and Herrera, 2014). Il existe de nombreux types de ces cellules ganglionnaires mais trois 

types principaux correspondent à des fonctions relativement bien cataractérisées (Rodieck et al., 

1985; Dacey, 1994) :  

-les cellules ganglionnaires naines, de type P pour Parvo (P1 ou P2). Elles représentent 

environ 80-90 % de la population totale des cellules ganglionnaires, et seraient spécialisées 

dans l’intégration de la forme, des détails et des couleurs (Watson, 2014) ; 

-les cellules ganglionnaires de grande taille, de type M pour Magno (ou parasols). Elles 

représentent environ 5-10 % de la population totale des cellules ganglionnaires, et seraient 

impliquées dans la détection du mouvement (Marshak, 2009) ; 

-Les cellules bistratifiées, qui représentent moins de 10% de la population totale des cellules 

ganglionnaires. Mal caractérisées, elles semblent néanmoins jouer un rôle important dans le 

traitement des formes et des contrastes et le traitement de l’axe bleu jaune dans la vision 

des couleurs (Field et al., 2007).  

A l’heure actuelle, au moins une dizaine d’autres sous-types de cellules ganglionnaires ont été 

identifiés (Rockhill et al., 2002; Masland, 2012b). Parmi elles, des cellules ganglionnaires particulières 

dites luminosensibles : elles expriment un pigment particulier, la mélanopsine, qui jouerait 

notamment un rôle dans la régulation du rythme circadien et le réflexe pupillaire (Schmidt et al., 

2011; Ait-Hmyed Hakkari et al., 2016). 

3. Les cellules gliales 

S’ils représentent les acteurs clés de la vision grâce à leur capacité à générer et à transmettre 

l’information visuelle, les neurones, ne sont cependant pas capables à eux seuls de créer et de 

maintenir une certaine architecture, de réguler l’homéostasie du milieu extracellulaire, de 

communiquer avec les cellules extra-rétiniennes ou de gérer une inflammation. Ils doivent donc 

nécessairement être épaulés dans ces tâches par d’autres cellules : les cellules gliales. Initialement 

découvertes en 1865 par Rudolf Virchow dans le cerveau, les cellules gliales tirent leur nom du grec 

ancien « gloios » (γλοιός), littéralement : gluant. Virchow les a effectivement décrites comme étant 
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une sorte de tissu conjonctif du cerveau, une « colle gluante » permettant d’en maintenir la 

structure. Les recherches consécutives à cette découverte ont permis d’identifier plusieurs familles 

de cellules gliales, chacune ayant une morphologie et des fonctions propres. La rétine étant elle aussi 

un tissu neural, des cellules gliales y ont également été mises en évidence, avec toutefois quelques 

différences par rapport au cerveau, certaines cellules gliales étant spécifiques à la rétine. 

On dénombre aujourd’hui trois types de cellules gliales dans la rétine des mammifères : les cellules 

microgliales, les cellules de Müller et les astrocytes, ces deux derniers formant le groupe des cellules 

dites macrogliales. 

a. Les cellules microgliales 

Nous avons évoqué précédemment que la rétine était isolée de la circulation sanguine générale par 

la barrière hémato-rétinienne, et se trouve de ce fait dépourvue des cellules habituelles du système 

immunitaire (leucocytes). En effet, la rétine (et d’une manière plus générale, l’œil) fait partie de ce 

que l’on appelle communément un « privilège immun », c’est-à-dire que cette région est capable de 

supporter la présence d’antigènes sans déclencher la réaction immunitaire qui aurait normalement 

lieu (Zhou and Caspi, 2010). Deux mécanismes sont ici à l’œuvre : l’isolement de la rétine par la 

barrière épithéliale et la capacité de l’épithélium pigmentaire à moduler le système immunitaire par 

la sécrétion de différentes cytokines comme le facteur de croissance transformant (TGF-β) (Ma et al., 

2019). Néanmoins, en cas d’infection, d’altération ou de stress métabolique particulier, il doit exister 

un système de réponse intrinsèque. Ce rôle est joué dans la rétine par les cellules microgliales. 

Découvertes dans les années 1920 par Pío del Río-Hortega, disciple de Santiago Ramón y Cajal, les 

cellules microgliales ont d’abord été identifiées dans le cerveau, notamment au niveau de lésions 

cérébrales, avant que leurs fonctions ne commencent à y être décrites plus précisément dans les 

années 1930 (del Rio-Hortega, 1932). Les études portant sur la microglie rétinienne n’ont connu un 

intérêt qu’à partir des années 1990. C’est à cette période qu’il a été découvert que la microglie 

rétinienne possède la même origine ontogénétique que la microglie du système nerveux central, à 

partir duquel elle migrerait dans la rétine au cours du développement (Diaz-Araya et al., 1995a). Les 

cellules microgliales sont identifiables dans la rétine dès le 11ème jour de vie embryonnaire chez la 

souris (Santos et al., 2008) et après 10 semaines de gestation chez l’Homme (Diaz-Araya et al., 

1995b). Elles émergent par la tête du nerf optique, à partir duquel elles migrent dans un plan 

horizontal vers la rétine périphérique (Marin-Teva et al., 1998; Marin-Teva et al., 1999b), avant de 

migrer plus en profondeur vers les couches externes de la rétine, probablement par le guidage 

physique des cellules de Müller (Sanchez-Lopez et al., 2004). Il est ici intéressant de noter que les 

régions les plus externes de la rétine, comprises entre la couche nucléaire externe et l’EPR, sont 
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cependant dépourvues de cellules microgliales, formant une « zone d’exclusion », c’est-à-dire que la 

microglie y est absente en conditions physiologiques (Figure 8A-B) (Li et al., 2019a). Elles 

développent ensuite une polarisation ainsi que des ramifications. Ces cellules microgliales prolifèrent 

ensuite jusqu’à atteindre une densité cellulaire finale (Marin-Teva et al., 1999a). Leur distribution 

dans le plan horizontal s’effectue selon une configuration dite « en mosaïque » (Figure 8C) (Santos et 

al., 2008). 

 

Figure 8 : Distribution et morphologie des cellules microgliales rétiniennes. A : Représentation 
schématique des cellules microgliales au sein des couches de la rétine. B : Répartition des cellules 
microgliales (vert) dans une coupe de rétine de souris transgénique exprimant une GFP 
spécifiquement dans les cellules microgliales. C : Morphologie et distribution des cellules microgliales 
(exprimant la GFP, en vert) au sein de la couche plexiforme interne. Echelle = 50µm. ONL : couche 
nucléaire externe, OPL : couche plexiforme externe, INL : couche nucléaire interne, IPL : couche 
plexiforme interne, GCL : couche des cellules ganglionnaires. Adapté de Li et al., (2019). 

• Conditions physiologiques 

En conditions physiologiques, la microglie forme une population cellulaire isolée et auto-suffisante. 

Son taux de renouvellement est plutôt faible, puisqu’on estime que dans le cerveau, il peut s’étaler 

sur une période de 3 à 41 mois (Askew et al., 2017; Tay et al., 2017), voire plus d’une dizaine 

d’années (Reu et al., 2017). On ne dispose cependant pas encore de données précises concernant 

son renouvellement dans la rétine même s’il a été démontré que la survie de la microglie dépend, 

entre autres, de cytokines sécrétées par les neurones comme l’IL-34 (Hilla et al., 2017). Peu active 

dans ces conditions physiologiques, la microglie se maintient alors dans un état dit « dormant », où 

son activité se résume à la phagocytose de débris cellulaires ainsi qu’à la sécrétion de facteurs 

neuroprotecteurs et anti-inflammatoires (Kierdorf and Prinz, 2017). Véritables sentinelles 

immunitaires de la rétine, les cellules microgliales sont capables de passer à un état dit « activé » 

lorsqu’elles y détectent des signaux pathologiques. 

 

A B C 
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• Conditions pathologiques 

En cas de perturbation, comme une rupture de l’homéostasie, un désordre métabolique, une 

infection ou une inflammation, la microglie est capable de s’activer (Kierdorf and Prinz, 2013). Cette 

activation engendre notamment un changement de morphologie (Saijo and Glass, 2011), les cellules 

microgliales passant d’une forme ramifiée à une forme dite amiboïde (Figure 9) et migrent vers le 

lieu de la perturbation (Langmann, 2007). Contrairement aux cellules immunitaires classiques comme 

les neutrophiles qui prolifèrent massivement afin d’induire leur réponse fonctionnelle, ce 

phénomène ne semble pas s’accompagner d’une prolifération microgliale, puisque seule leur 

activation est impliquée dans les processus de réaction (Rogove et al., 2002) et de néovascularisation 

dans les modèles de rétinopathie (Fischer et al., 2011). Une fois activées, les cellules microgliales 

surexpriment une protéine particulière. Cette modification morphologique s’accompagne également 

de modifications physiologiques, avec notamment la surexpression de la protéine Iba1 (Ionized 

calcium binding adaptor molecule 1) (Ito et al., 1998), marqueur spécifique de la microglie, une 

augmentation de la phagocytose et de la sécrétion de nombreux facteurs de réponse. Ces derniers 

peuvent être de nature très diverse : cytokines, neurotransmetteurs, espèces moléculaires 

oxydatives... (Langmann, 2007). 

 

Figure 9 : Représentation schématique des mécanismes de l’activation des cellules microgliales. 
L’apparition d’un stimulus pro-inflammatoire induit l’activation des cellules microgliales : on observe 
alors un changement de morphologie pour passer à une forme amiboïde, qui s’accompagne d’une 
sécrétion de cytokines. Adapté de Langmann (2007). 
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Cependant, l’activité des cellules microgliales est également régulée par les échanges bidirectionnels 

avec un autre type cellulaire majeur de la rétine : les cellules macrogliales. Ce groupe se compose de 

deux types cellulaires proches mais distincts : les cellules de Müller et les astrocytes. 

b. Les cellules de Müller 

Les cellules de Müller sont les cellules macrogliales majoritaires de la rétine, où elles peuvent 

représenter jusqu’à 90% des cellules gliales (Bringmann et al., 2006). Chez les mammifères, il y aurait 

une densité moyenne de 8000-11000 cellules de Müller par mm² de rétine (Chao et al., 1997). Chez 

l’Homme, on dénombre 8-10 millions de cellules de Müller par rétine. Identifiées dès 1851 par 

Heinrich Müller, il s’agit de cellules radiales, c’est-à-dire qu’elles traversent la rétine de part en part, 

depuis sa face interne jusqu’à sa face externe au niveau de la couche nucléaire externe, en contact 

avec les segments internes des photorécepteurs.  

• Origine embryologique et développement morphologique 

Les cellules de Müller seraient issues de cellules progénitrices des crêtes neurales (Turner and Cepko, 

1987; Liu et al., 2014), partageant ainsi des origines communes avec les neurones. Pourtant, 

l’apparition de cellules de Müller matures dans la rétine est postérieure à ces derniers, puisqu’il s’agit 

en réalité du dernier type cellulaire rétinien à acquérir son phénotype définitif (Cepko, 1993). Les 

cellules de Müller en cours de différenciation se caractérisent d’abord par un arrêt de leur 

prolifération, puis par des modifications morphologiques et biochimiques. Au niveau morphologique, 

deux extensions (process) s’étendent depuis leurs noyaux au niveau de la couche nucléaire interne 

vers des directions opposées. La cellule de Müller émet des microvillosités apicales vers l’espace 

sous-rétinien entre les segments internes des photorécepteurs (Uga and Smelser, 1973b). La 

longueur et le nombre de ces dernières peut varier selon les espèces, probablement en relation avec 

le niveau de vascularisation de la rétine (Uga and Smelser, 1973a). Dans la direction opposée, le 

process interne s’approche de la surface du vitré en s’étendant jusqu’à la membrane limitante 

interne, où prennent forme les « pieds » des cellules de Müller (Figure 10A, B), conférant aux cellules 

de Müller une forme de colonne au sein de la rétine (Reichenbach et al., 1993; Vecino et al., 2016). 

Au niveau biochimique, le protéome des cellules de Müller évolue au cours des 3 premières semaines 

post-natales chez la souris, jusqu’à l’acquisition d’un phénotype mature (Nelson et al., 2011). Les 

cellules de Müller matures sont ainsi identifiables en immunohistochimie par des marqueurs 

spécifiques comme la glutamine synthétase (GS) (Germer et al., 1997), la protéine de liaison du 

rétinaldéhyde cellulaire (CRALBP) (Saari et al., 1997) ou encore la cavéoline-1 (Cav-1) (Gu et al., 2014) 

(Figure 11). 
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Figure 10 : Morphologie et localisation rétinienne des cellules de Müller. A : Microphotographie 
d’une cellule de Müller (cobaye) en microscopie à contraste interférentiel. B : Cellules de Müller 
(vert) dans une coupe radiale de rétine (cobaye) en imagerie confocale. C : Pieds des cellules de 
Müller (vert, « M ») dans la couche des cellules ganglionnaires (noir, « G »). D : Motif de répartition 
des cellules de Müller (vert) au niveau de la couche plexiforme interne de la rétine. Coupe 
transversale issue d’un montage à plat en imagerie confocale. NFL : couche des fibres nerveuses, IPL : 
couche plexiforme interne, OPL : couche plexiforme externe, ROS : segment externe des 
photorécepteurs. Adapté de (Franze et al., 2007). 

 

Figure 11 : Marquages immunohistochimiques des cellules de Müller au cours du développement 
de la rétine. La cavéoline-1 (Cav-1 ; vert) et la glutamine synthétase (GS ; rouge) ont été 
immunomarquées dans des coupes radiales de rétines de souris lors des différentes étapes du 
développement rétinien. La colocalisation à partir de P7 de la Cav-1 avec la GS dans les cellules 
radiales suggère une accumulation de cette dernière dans les cellules de Müller au cours de leur 
maturation. Adapté de Gu et al., (2014). 
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• Rôle structural 

Grace à leur morphologie particulière, les cellules de Müller participent à la structure et à 

l’orientation de la migration des neurones néoformés ainsi que leurs dendrites (Willbold et al., 1997; 

Stier and Schlosshauer, 1998). Ce rôle est notamment étayé par le fait qu’au cours de 

dégénérescences rétiniennes, telle que la dégénérescence maculaire liée à l’âge, certains neurones 

migrent hors de la rétine pour atteindre la choroïde en suivant le remodelage des processus des 

cellules de Müller, qui s’étendent à travers les espaces de la membrane de Bruch (Sullivan et al., 

2003). La population globale des cellules de Müller forme un motif dense et régulier où chaque 

cellule de Müller constitue une colonne, soutenant ainsi l’architecture globale de la rétine (Figure 

10C, D). 

Toutefois, la morphologie des cellules de Müller n’est pas exactement identique dans les différentes 

régions de la rétine : en effet, ces dernières adoptent des formes diverses selon qu’elles soient 

localisées dans la rétine périphérique ou centrale : on parle de morphologie spécialisée. En 

l’occurrence, les cellules de Müller de la rétine périphérique sont plutôt courtes et épaisses, avec des 

pieds relativement larges, tandis que les cellules de Müller de la rétine centrale sont plutôt longues 

avec des pieds relativement fins (Figure 12A) (Reichenbach and Wohlrab, 1986; Reichenbach et al., 

1989). De plus, il semblerait que leurs process s’adaptent à la structure des couches environnantes, 

et ce indépendamment de leur localisation topographique (Reichenbach et al., 1989). Dans les 

couches nucléaires internes et externes, leurs process étendent de fines bulles cytoplasmiques, 

enveloppant les somas neuronaux. Dans la couche plexiforme, elles projettent de nombreuses 

microvillosités comparables à des branches, tandis que dans la couche des fibres nerveuses, leurs 

process semblent plutôt lisses, avant de donner naissances à leurs pieds (Figure 12B). Les 

microenvironnements neuronaux seraient donc déterminants quant à la morphologie adoptée par 

les cellules de Müller et leurs process. 
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Figure 12 : Morphologie des cellules de Müller en fonction de leur localisation topographique et de 
l’espèce animale. A : Cellules de Müller marquées selon la méthode de Pappenheim. Adapté de 
Reichenbach et al., (1989). B : Morphologie des cellules de Müller dans différentes espèces animales. 
Les cellules de Müller présentent globalement les mêmes caractéristiques morphologiques, à savoir 
la présence de pieds et de microvillosités à leurs extrémités respectives. Cependant, la longueur et 
les proportions de ces éléments varient cependant en fonction de l’espèce concernée. Adapté de 
Ramon y Cajal (1892). 

Ainsi, bien qu’exprimant quelques différences morphologiques spécifiques à chaque espèce, les 

cellules de Müller conservent systématiquement leurs caractéristiques propres, à savoir la présence 

de pieds, de microvillosités et leur positionnement radial à travers les différentes couches de la 

rétine. Le fait qu’elles aient été conservées selon ce schéma spécifique lors de l’évolution chez toutes 

les espèces vertébrées pourvues de rétine, du poisson au mammifère, en passant par les reptiles et 

les volatiles suggère une importance cruciale dans la fonction rétinienne. Cette hypothèse est 

notamment appuyée par le fait que leur délétion génétique sélective induit une dégénérescence de 

la rétine traduite par apoptose des photorécepteurs, une dysplasie de la rétine et une prolifération 

de l’EPR (Dubois-Dauphin et al., 2000). De telles conséquences ne peuvent s’expliquer par le seul rôle 

structural de ces cellules, qui possèdent en réalité un spectre de fonctionnalités très large, les plaçant 

au cœur de la physiologie rétinienne. 

• Rôles physiologiques des cellules de Müller 

La rétine est un tissu complexe, dont la physiologie dépend de nombreux mécanismes d’échanges et 

de régulations. Les cellules de Müller interviennent directement ou indirectement dans la majorité 

de ces fonctions. 

-Homéostasie osmotique : en conditions physiologiques, de l’eau s’accumule dans la rétine 

consécutivement à plusieurs mécanismes : comme coproduit de la synthèse d’ATP, par 

A B 
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pénétration depuis les vaisseaux sanguins, permettant notamment de capter divers 

nutriments tels que le glucose, et enfin en relation avec le maintien de la pression 

intraoculaire (Marmor, 1999). L’eau est évacuée de la rétine en continu par l’action conjointe 

de l’EPR (Pederson, 2006), qui l’évacue de l’espace sous-rétinien, et des cellules de Müller, 

qui l’évacuent du liquide interstitiel rétinien (Bringmann et al., 2004). Cette évacuation trans-

cellulaire, couplée à une évacuation d’osmolytes (des ions notamment), est possible grâce à 

l’expression de protéines membranaires telles que les aquaporines (AQP), dont l’aquaporine 

4 (AQP4) est la forme majoritaire. L’expression conjointe des canaux à potassium Kir (K+ 

inwardly rectifying) tels que Kir4.1 et de l’AQP4 dans des régions différentes de la membrane 

des cellules de Müller a introduit l’hypothèse, depuis confirmée, que le transport de l’eau à 

travers la cellule de Müller est étroitement lié à celui des ions K+ (Nagelhus et al., 1998; 

Nagelhus et al., 1999; Kofuji et al., 2002; Jo et al., 2015). Cette co-expression spécifique des 

canaux Kir4.1 et de l’AQP4 suggère que les écarts osmotiques entre le tissu rétinien, la 

circulation sanguine et le vitré sont compensés par l’entrée ou la sortie des ions K+ et d’eau 

par les cellules de Müller. 

-Métabolisme énergétique et soutien de l’activité neuronale : le métabolisme des cellules de 

Müller est orienté vers l’utilisation du glucose comme substrat énergétique pour la 

production d’ATP. Cette dernière repose quasi exclusivement sur la génération de lactate par 

la glycolyse (Poitry-Yamate and Tsacopoulos, 1991; Winkler et al., 2000). Cette particularité 

métabolique à fonctionner indépendamment des niveaux d’oxygène est désignée par l’effet 

Warburg. Il a notamment été proposé que cela soit un mécanisme d’épargne de l’oxygène 

pour les neurones environnants (Winkler et al., 2000). Si le lactate est généralement 

considéré comme un déchet métabolique de la glycolyse anaérobie, il semblerait que dans la 

rétine, le lactate produit par les cellules de Müller serve en réalité de substrat énergétique 

pour les neurones. En effet, les neurones sont des cellules énergivores, dont la production 

d’énergie dépend uniquement du métabolisme du glucose. Or, les neurones n’étant pas 

directement en contact avec les vaisseaux sanguins alimentant la rétine, ces derniers doivent 

nécessairement recevoir leurs substrats par l’intermédiaire d’autres types cellulaires. Les 

cellules de Müller étant directement reliées aux vaisseaux sanguins d’une part, et aux 

neurones d’autre part, en sont les pourvoyeurs désignés. Les cellules de Müller sont en effet 

capables de capter le glucose des vaisseaux sanguins grâce à la présence de transporteurs de 

la famille GLUT (Kumagai et al., 1994). Le lactate ainsi produit par les cellules de Müller est 

exporté à l’extérieur de la cellule par l’intermédiaire du transporteur MCT4 
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(Monocarboxylate Transporter 4) (Chidlow et al., 2005) avant d’être incorporé au sein d’un 

neurone où il sera converti en ATP par voie aérobie grâce au cycle de Krebs (Figure 13) 

(Poitry-Yamate et al., 1995; Winkler et al., 2000).  

 

Figure 13 : Représentation schématique du métabolisme glycolytique de la cellule de Müller et des 
échanges avec les neurones. Les cellules de Müller absorbent le glucose de la circulation sanguine et 
le convertissent en lactate. Ce dernier sera ensuite exporté vers les neurones qui pourront l’utiliser 
comme substrat énergétique. Adapté de Toft-Kehler et al., (2018). 

-Neurotransmission : dans la rétine, la transmission de l’information nerveuse au niveau des 

synapses passe notamment par la sécrétion de glutamate, qui est un neurotransmetteur excitateur. 

Bien qu’indispensable au traitement de l’information visuelle, le glutamate présente une certaine 

excitotoxicité, et doit de ce fait être évacué des fentes synaptiques. Les extensions des cellules de 

Müller enveloppant les synapses possèdent justement des transporteurs spécifiques des acides 

aminés excitateurs (EAAT), capables de capter le glutamate présent dans la fente synaptique et de le 

transporter à l’intérieur de la cellule de Müller (Rauen et al., 1996; Rauen et al., 1998; Kanai and 

Hediger, 2004). Une fois absorbé par la cellule de Müller, le glutamate est converti en glutamine par 

l’action de la glutamine synthétase (GS) (Derouiche and Rauen, 1995; Danbolt, 2001), enzyme 

spécifiquement exprimée dans la rétine par les cellules de Müller (Riepe and Norenburg, 1977). La 

glutamine néo-synthétisée pourra alors être envoyée vers le neurone présynaptique et convertie en 

glutamate, qui sera de nouveau libéré lors de la réception d’un potentiel d’action (Figure 14). 
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Figure 14 : Représentation schématique du recyclage du glutamate neuronal par les cellules de 
Müller. Les cellules de Müller absorbent le glutamate des fentes synaptiques et le convertissent en 
glutamine afin limiter son excitotoxicité. La glutamine est ensuite transportée dans les neurones qui 
pourront la convertir en glutamate afin de générer un nouveau message nerveux. Adapté de Toft-
Kehler et al., (2018). 

-Guidage et transmission de l’information lumineuse : chez les mammifères, l’organisation 

structurale de la rétine implique que la lumière traverse l’intégralité des couches rétiniennes avant 

d’atteindre les photorécepteurs, qui eux-mêmes génèrent un signal nerveux par le mécanisme de la 

phototransduction. Or, les cellules n’étant ni vides ni transparentes, elles constituent un obstacle 

naturel à la propagation de la lumière, qu’elles dispersent (Zernike, 1955; Tuchin, 2015). L’existence 

de structures permettant de limiter la dispersion lumineuse au sein de la rétine a ainsi été suggérée. 

Les études ont par la suite montré que ce rôle est joué par les cellules de Müller : un rayon lumineux 

atteignant le pied d’une cellule de Müller sera transporté à travers la rétine en ne subissant que peu 

de dispersion, notamment grâce à son faible indice de réfraction (Enoch and Tobey, 1981), tandis 

qu’un rayon lumineux atteignant l’espace adjacent entre deux pieds de cellules de Müller subira une 

dispersion beaucoup plus importante, générant par la même occasion un signal de moindre 

amplitude par le photorécepteur (Agte et al., 2011). Les cellules de Müller joueraient ainsi un rôle de 

fibre optique dans la rétine (Franze et al., 2007; Agte et al., 2011), guidant la lumière depuis la rétine 

interne jusqu’à la rétine externe (Figure 19 D).  

-Barrière hémato-rétinienne et rôles vasculaires : dans la rétine, les vaisseaux sanguins sont 

étroitement liés aux cellules de Müller, qui les enveloppent. Elles ont ainsi une position privilégiée 

pour jouer un rôle dans la régulation des échanges bidirectionnels avec la circulation. Par leur 

capacité à sécréter de nombreux facteurs, elles sont à même de renforcer le rôle de barrière des 

cellules endothéliales (Tout et al., 1993; Tretiach et al., 2005). En condition physiologiques et chez 
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l’adulte, elles joueraient un rôle angiostatique, inhibant la néovascularisation pathologique en 

fournissant un environnement antiprolifératif (Eichler et al., 2004a; Yafai et al., 2014), notamment 

par la sécrétion du Facteur de croissance transformant (TGF-β2), du Facteur dérivé de l’épithélium 

pigmentaire (PEDF) et de la Thrombospondine-1 (TSP-1) (Eichler et al., 2004a; Yafai et al., 2007; Yafai 

et al., 2014).  

Véritables pierres angulaires de la rétine, les cellules de Müller ne sont pourtant pas les seules 

cellules macrogliales à participer à sa physiologie. Elles sont notamment accompagnées par d’autres 

cellules macrogliales : les astrocytes. 

c. Les astrocytes 

Le terme astrocyte, introduit pour la première fois en 1895 par Michael von Lenhossek, provient des 

mots issus du grec ancien « astron » (« αστρον » - étoile) et « kytos » (« κυθοσ » - cellule), se 

traduisant littéralement par « cellule étoilée ». Identifiés par Ramon y Cajal à la fin du XIXe siècle 

grâce à sa méthode de marquage à l’or et au chloride de mercure, les astrocytes possèdent en effet 

de nombreuses ramifications (dendrites) qui leur confèrent cette forme étoilée si particulière et 

caractéristique (Figure 15). Bien qu’encore non caractérisés lors de leur découverte, Ramon y Cajal 

les a mis en évidence dans le cerveau puis la rétine (Ramón y Cajal, 1893). Si leur origine dans la 

rétine est longtemps restée controversée, elle a été pu être résolue grâce à des études in vitro 

menées sur le nerf optique du rat dans les années 1980 (Raff et al., 1983; Raff et al., 1984; Miller et 

al., 1989). 

 

Figure 15 : Morphologie astrocytaire. A : Dessin d’observation d’un astrocyte par Ramon y Cajal ; B : 
Astrocyte marqué par une protéine fluorescente (GFP) en microscopie confocale. Adapté de 
https://www.axolbio.com/page/human-ipsc-derived-astrocytes 
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En effet, les cellules progénitrices et astrocytes immatures sont originaires du système nerveux 

central, d’où ils migrent vers la rétine par le nerf optique (Stone and Dreher, 1987; Watanabe and 

Raff, 1988). Au cours de cette phase de migration, les différentes cellules progénitrices et immatures 

subissent plusieurs étapes de différenciation. Les astrocytes immatures, caractérisés par l’expression 

de Pax2 (Paired-box gene 2), cessent progressivement d’exprimer la vimentine, une protéine du 

cytosquelette, au profit de la GFAP (Glial Fibrillar Acid Protein), une protéine des filaments 

intermédiaire. Enfin, les astrocytes cessent d’exprimer Pax2. Les astrocytes matures ne sont alors 

plus caractérisés que par une forte expression de GFAP (Figure 16B). 

Des études menées sur des rétines de rat ont montré que les astrocytes immatures sont caractérisés 

par une grande capacité de prolifération, tandis que les cellules progénitrices sont plutôt 

caractérisées par une forte capacité de migration (Miller et al., 1985; Orentas and Miller, 1996; Chu 

et al., 2001; Chan-Ling et al., 2009). Ces particularités permettent ainsi la mise en place d’un motif de 

distribution spatiale où la majorité des astrocytes GFAP-positifs sont concentrés dans la rétine 

centrale, à proximité de la tête du nerf optique, tandis que les cellules progénitrices diffusent vers la 

rétine périphérique en créant un front de migration (Figure 16B). Par ailleurs, la migration des 

astrocytes au sein de la rétine repose notamment sur les cellules ganglionnaires : les astrocytes 

immatures migrent en suivant les axones de ces dernières, qui leur confèrent un support fonctionnel 

d’orientation et de dispersion centrifuge depuis le centre de la rétine (O'Sullivan et al., 2017). En 

conséquence, le réseau astrocytaire présente de nombreuses irrégularités dans les modèles murins 

déficients en cellules ganglionnaires (Edwards et al., 2012). Cette interaction reposerait notamment 

sur le PDGF -A (Platelet-Derived Growth Factor A), un facteur de croissance sécrété par les cellules 

ganglionnaires (Mudhar et al., 1993; Fruttiger et al., 1996; Fruttiger et al., 2000; Tao and Zhang, 

2016). 
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Figure 16 : Migration des astrocytes au cours du développement de la rétine et mise en place du 
réseau astrocytaire. A : Marquages immunohistochimiques de rétines montées à plat. Les astrocytes 
immatures (Pax2, vert) migrent le long des axones des cellules ganglionnaires (neurofilaments, violet) 
au cours du développement de la rétine (P1 vs P7). B : Montage à plat (flatmount) de rétines de 
souris à différentes étapes du développement rétinien post natal (P1,P7). Les astrocytes en cours de 
maturation expriment progressivement la GFAP (violet). Adapté de O'Sullivan et al. (2017). C : Réseau 
astrocytaire rétinien. Microphotographie d’une rétine de souris montée à plat (flatmount) en 
microscopie confocale après immunomarquage. Les astrocytes apparaissent en vert, leur noyau 
cellulaire en rouge, et le réseau vasculaire rétinien en bleu. Adapté de « 2017 Wellcome Image 
Award » (http://www.wellcomeimageawards.org/2017/) 

La présence des astrocytes dans la rétine se limite aux couches les plus superficielles de la rétine, à 

savoir la couche des fibres nerveuses. Ils y forment un réseau réticulé sur un seul plan, dit en « nids 

d’abeille ». Le nombre d’astrocytes et leur distribution dépendent notamment de la densité des 

fibres nerveuses qu’ils enveloppent (Rungger-Brandle et al., 1993). Les astrocytes sont également 

plus nombreux et plus gros autour des veines que des artères (Jammalamadaka et al., 2015). Ceci 

serait notamment dû au fait que les astrocytes au contact des veines sont chargés d’évacuer les 

déchets métaboliques et cytotoxiques, ce qui représenterait une tâche physiologique de première 

importance, nécessitant ainsi de plus gros corps cellulaires afin d’assurer une évacuation plus 

importante de ces derniers. Enfin, il est intéressant de noter que les différences inter-espèces entre 

les astrocytes peuvent être importantes au niveau morphologique. Les astrocytes humains sont ainsi 

par exemple beaucoup plus larges avec un nombre de ramifications significativement plus 

conséquent que ceux des rongeurs (Figure 17). Ces particularités ont notamment conduit à 
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l’hypothèse selon laquelle l’augmentation des capacités fonctionnelles et cognitives de l’être humain 

a été possible grâce à la complexification de ses astrocytes (Oberheim et al., 2009).  

Figure 17 : Caractéristiques et variations morphologiques des astrocytes selon l’espèce animale.  
Microphotographies confocales d’astrocytes de souris (A) et humains (B) marqués avec un anticorps 
anti-GFAP. Le diamètre (C) et le nombre de ramifications (D) des astrocytes humains sont 
significativement supérieurs à ceux de la souris. Echelle : 20µm. Adapté de Oberheim et al., (2009). 

 

Au niveau fonctionnel, les astrocytes exercent globalement des fonctions similaires aux cellules de 

Müller dans la rétine. Ils sont ainsi impliqués :  

-dans l’homéostasie osmotique, notamment via la présence de canaux AQP4 (Nagelhus and 

Ottersen, 2013);  

-dans la neurotransmission : les astrocytes enveloppent en effet les synapses de la même 

façon que les cellules de Müller. Cette observation a d’ailleurs donné naissance au concept 

de synapse tripartie (Araque et al., 1999; Halassa et al., 2007; Perea et al., 2009), stipulant 

que la synapse ne peut être considérée seulement en fonction des neurones pré et post-

synaptiques, mais en incluant nécessairement la cellule gliale du fait de ses échanges 

bidirectionnels avec les deux autres parties et de l’influence directe qu’elle exerce sur 

l’activité synaptique. Dans cette configuration, les astrocytes possèdent un rôle ambivalent : 

d’un côté ils sont sensibles aux signaux en provenance de la synapse grâce à la présence de 

nombreux récepteurs, et de l’autre, ils sont capables de moduler directement l’activité 

synaptique en produisant divers transmetteurs tels que le glutamate, l’acide gamma-

aminobutyrique (GABA), l’ATP ou encore de la D-sérine (Stevens et al., 2003; Papouin et al., 

2012; Li et al., 2018), capable d’augmenter la réponse des cellules ganglionnaires induite par 

la réception d’un message lumineux (Stevens et al., 2003) ; 
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-dans le métabolisme énergétique des neurones. En captant le glucose de la circulation, les 

astrocytes, comme les cellules de Müller, vont produire du lactate qui servira de substrat 

énergétique aux neurones (Tsacopoulos and Magistretti, 1996) ; 

-dans la barrière hémato-rétinienne : de façon similaire aux cellules de Müller, les 

prolongements des astrocytes entourent les vaisseaux sanguins et sont en contact direct 

avec les cellules endothéliales, créant ainsi un premier niveau de filtration depuis la 

circulation sanguine (Yao et al., 2014). La mise en place de cette barrière implique des 

mécanismes complexes ainsi qu’une coordination particulière entre les cellules endothéliales 

et les astrocytes (Yao H. et al. 2014). Ces derniers sont capables de réguler la perméabilité 

endothéliale (Dehouck et al., 1990; Choi and Kim, 2008; Yao et al., 2014), notamment par la 

production de cytokines telles que la zonula occludens-1 (ZO-1), les claudines et les 

occludines (Smith et al., 2016), ou encore l’angiopoïétine 1 (ANGPT1) (Thurston et al., 1999). 

Enfin, il a été montré que les astrocytes jouent également un rôle crucial dans le développement et la 

mise en place du réseau vasculaire rétinien à travers notamment le guidage de la croissance 

vasculaire (Fruttiger et al., 1996; Uemura et al., 2006; Gnanaguru et al., 2013; Tao and Zhang, 2016; 

O'Sullivan et al., 2017). 

C. Vascularisation et angiogenèse 

La rétine est un tissu doublement isolé : isolée de l’environnement extérieur par les structures de 

l’œil d’un côté, mais également isolée de la circulation générale interne de l’organisme de l’autre 

côté. Afin d’assurer les apports vitaux en nutriments et de permettre l’évacuation des déchets 

métaboliques, plusieurs réseaux vasculaires se mettent ainsi en place au cours du développement de 

l’individu. Le réseau vasculaire hyaloïdien se développe au cours de la gestation, permettant ainsi la 

croissance et la maturation fœtale de la rétine, avant de laisser place au réseau vasculaire rétinien 

mature. Ce réseau vasculaire de la rétine interne est épaulé dans sa fonction par la vasculature 

choroïdienne, située à la périphérie basale de l’EPR. Ce double réseau permet ainsi d’assurer les 

échanges bidirectionnels rétine/circulation sanguine aux deux pôles de la rétine. Le réseau vasculaire 

rétinien n’est cependant pas complètement figé et peut-être amené à évoluer, notamment en 

contexte pathologique. Les altérations du réseau vasculaire rétinien consécutifs à certaines 

pathologies peuvent alors conduire à des troubles de la vision, voir à la cécité dans les cas les plus 

graves.  
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1. Mécanismes physiologiques 

Au cours du développement embryonnaire, l’artère ophtalmique, issue de l’artère carotide interne, 

va se ramifier pour donner naissance à l’artère hyaloïde, qui émerge de la tige optique via la fissure 

optique. L’artère hyaloïde va ensuite elle aussi se ramifier, créant un réseau d’artères traversant le 

vitré primitif jusqu’à l’avant de l’œil, au niveau de la face postérieuer du cristallin, couvrant ainsi 

l’espace lentoretinien dans un axe antéro-postérieur (Figure 18). Ces artères sont ensuite drainées 

dans les veines vortiqueuses de la choroïde (Saint-Geniez and D'Amore, 2004; Selvam et al., 2018).  

 

Figure 18 : Représentation schématique du réseau vasculaire hyaloïdien chez l’Homme au cours de 
l’embryogenèse. L’artère hyaloïde (HA) émerge depuis la tête du nerf optique, forme des 
ramifications au niveau de la face postérieure du cristallin pour forme la tunique vasculaire du 
cristallin (Tunica Vasculosa Lentis - TVL) et se projette à l’avant de l’œil pour former la membrane 
pupillaire (PM). La Vasa Hyaloidea Propria (VHP) s’anastomose avec le TVL depuis l’artère hyaloïde 
pour traverser le vitré et alimenter en nutriments le cristallin. Adapté de Selvam et al., (2018). 

Chez l’Homme, la régression du réseau vasculaire hyaloïdien débute à environ 13 semaines de 

gestation (Zhu et al., 2000), afin de laisser place à la formation du réseau vasculaire rétinien, dont 

l’initiation démarre à partir de la tête du nerf optique à environ 15 semaines de gestation (Provis, 

2001), pour atteindre la rétine périphérique à 40 semaines (Provis, 2001; Gariano, 2003). La 

formation du réseau vasculaire rétinien est ainsi achevée à la naissance ou dans les jours qui suivent 

chez les nouveau-nés à terme (Hughes et al., 2000). Cette vascularisation repose sur deux 

mécanismes distincts : la vasculogenèse et l’angiogenèse (Hughes et al., 2000; McLeod et al., 2006). 

La vasculogenèse correspond à la formation de novo des vaisseaux. Ces derniers se forment à partir 

de l’agrégation de cellules progénitrices vasculaires (VPCs, Vascular Precursor Cells) en cordes 

vasculaires, et se différencient afin de former les tubes endothéliaux primitifs. L’angiogenèse 

correspond quant à elle à la formation de nouveaux vaisseaux à partir de vaisseaux préexistants. Ce 

processus met en jeu la migration et la prolifération cellules vasculaires endothéliales (Chan-Ling et 

al., 1990).  
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La vasculogenèse est le premier phénomène à intervenir dans le développement de la vascularisation 

rétinienne ; elle est détectable dans la rétine humaine dès 12 semaines de gestation (Hughes et al., 

2000). Les VPCs migrent de manière centrifuge depuis la tête du nerf optique vers la périphérie dès 

les 14ème -15ème semaines de gestation. Les cordes primitives forment alors progressivement un 

réseau vasculaire primitif, progressant selon un schéma à quatre lobes, qui deviendront les quatre 

paires majeures artère-veine observées dans la rétine adulte. Le processus de vasculogenèse 

s’achève lors de la 21ème semaine de gestation, avec la mise en place du plexus vasculaire primaire 

(ou superficiel). Vient ensuite le développement du réseau capillaire par angiogenèse. Elle démarre 

dans les régions autour de la fovea entre la 25ème et 26ème semaine (Hughes et al., 2000; Provis, 2001; 

Fruttiger, 2007), avec l’apparition de bourgeons néovasculaires et des premières ramifications du 

plexus superficiel, qui apparaissent au niveau de la jonction entre la couche nucléaire interne et la 

couche plexiforme externe. Cette étape coïncide avec la période d’ouverture de l’œil. Les bourgeons 

néovasculaires pénètrent ensuite dans la rétine, établissant le plexus profond créant ainsi deux 

réseaux parallèles de part et d’autre de la couche nucléaire interne (Figure 19) (Gariano et al., 1994; 

Dorrell and Friedlander, 2006). L’émergence de ce dernier s’effectue, comme pour le plexus primaire, 

de manière centrifuge, à savoir depuis le centre vers la périphérie.  

La formation du plexus externe (profond) coïncide avec la progression de la maturation de la 

neurorétine, suggérant ainsi que la demande métabolique croissante des neurones produirait une 

sorte de message local d’hypoxie physiologique, non délétère mais suffisante pour indiquer une 

augmentation des besoins métaboliques et en oxygène, capable d’induire la croissance vasculaire 

dans ces zones (Chan-Ling et al., 1995). Dès le milieu du siècle dernier, il a été suspecté que la 

demande en oxygène d’un tissu déclenche la formation de vaisseaux sanguins, et qu’un facteur de 

croissance vasculaire hypoxie-dépendant en serait à l’origine (Michaelson et al., 1954). Le rôle central 

de l’oxygène dans le contrôle du développement vasculaire rétinien a ensuite été démontré par les 

travaux de Patz et Ashton (Ashton and Cook, 1954; Ashton et al., 1954; Patz and Eastham, 1957; 

Ashton, 1966), suivi par de nouvelles études identifiant l’implication du facteur de croissance de 

l’endothélium vasculaire (VEGF) dans la rétine (Chen and Chen, 1984, 1987; Phillips et al., 1994), 

caractérisant le rôle de l’oxygène dans ces mécanismes (Phelps, 1990), et suggérant que le schéma 

du développement vasculaire imite celui du développement des neurones rétiniens (Chan-Ling et al., 

1990; Hughes et al., 2000; O'Sullivan et al., 2017). Ces observations ont amené à proposer ce modèle 

d’hypoxie physiologique comme stimulus de l’angiogenèse rétinienne (Chan-Ling et al., 1995). Ce 

concept fut notamment étayé par l’expression du facteur inductible par l’hypoxie, HIF-1a (Semenza 

and Wang, 1992), qui entraine l’expression du VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) (Forsythe 
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et al., 1996; Stone and Maslim, 1997). Or, il s’avère que l’angiogenèse rétinienne est justement 

concomitante non seulement de l’augmentation de la demande métabolique, mais aussi de 

l’expression croissante du VEGF, notamment par les cellules gliales (Stone et al., 1995; Provis et al., 

1997). 

 

 

Figure 19 : Structure vasculaire rétinienne. A : Représentation schématique d’une coupe 
transversale de rétine. Les vaisseaux du plexus superficiel sont situés à l’interface de la couche des 
fibres nerveuses (NFL) et des cellules ganglionnaire (GCL). Le plexus intermédiaire est situé entre la 
couche des cellules ganglionnaires et la couche nucléaire interne (INL), tandis que le plexus profond 
est situé entre les couches nucléaire interne (INL) et externe (ONL). Les vaisseaux choroïdiens 
alimentant la rétine externe sont quant à eux situés à l’interface de la membrane de Bruch dans la 
choroïde, entre l’épithélium pigmentaire rétinien (RPE) et la sclère B : microphotographie des 
vaisseaux du réseau vasculaire interne de la rétine chez la souris. C : microphotographie des 
vaisseaux du réseau vasculaire choroïdien de la souris. Adapté de Chen, Liu and Sapieha (2016). D : 
Marquage immunohistochimique du réseau vasculaire rétinien à l’isolectin-B4 (ILB4) (en rouge) sur 
une coupe transversale de rétine de souris adulte. Les noyaux cellulaires sont marqués au DAPI et 
apparaissent en bleu. Adapté de Dorell and Friedlander (2006). GCL : couche des cellules 
ganglionnaires, INL : couche nucléaire interne, NFL : couche des fibres nerveuses, ONL : couche 
nucléaire externe, RPE : épithélium pigmentaire rétinien.  
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Chez les espèces de mammifères dont la rétine est avasculaire (cobaye, lapin, échidnés), la 

distribution de l’oxygène dans la rétine se fait uniquement par l’intermédiaire des vaisseaux 

choroïdiens, adjacents à la rétine. La présence de vaisseaux internes à la rétine est ainsi corrélée avec 

l’épaisseur de cette dernière, puisque les rétines vascularisées sont en moyenne 60% plus épaisses 

que leurs homologues avasculaires (Chase, 1982; Buttery et al., 1991; Dreher et al., 1992). La mise en 

place du réseau vasculaire rétinien selon ce schéma de plexus primaires et profonds apparait bien 

conservée chez les mammifères à rétine vasculaire, tels les primates et la souris, et s’effectue selon 

un même schéma temporel (Gariano and Gardner, 2005). Le réseau vasculaire rétinien de la souris 

présente toutefois la particularité de se développer après la naissance. Combiné aux similitudes avec 

l’Homme dans les mécanismes cellulaires de ce développement, la souris constitue à cet égard un 

bon modèle d’étude du développement vasculaire rétinien. En effet, chez la souris les premiers 

vaisseaux émergent de la tête du nerf optique dans les jours suivant la naissance (3ème jour, P3). De la 

même manière que chez l’Homme, les vaisseaux vont suivre la trame établie par le réseau 

astrocytaire (Sapieha, 2012; O'Sullivan et al., 2017) et former le plexus primaire (superficiel) qui 

atteindra la rétine périphérique environ 7 à 10 jours après la naissance (P7-P10) (Figure 20) (Dorrell 

and Friedlander, 2006; Fruttiger, 2007; Stahl et al., 2010). Les capillaires commencent alors à se 

diriger plus en profondeur dans la rétine à partir des bourgeons du plexus primaire, jusqu’à établir le 

plexus profond de part et d’autre de la couche nucléaire interne entre P8 et P12 (Stahl et al., 2010). 

Le plexus intermédiaire, situé entre la couche des cellules ganglionnaires et la couche nucléaire 

interne (Figure 19) s’établit entre P14 et P20 (Dorrell and Friedlander, 2006) et est donc le dernier à 

prendre forme. Le réseau vasculaire rétinien est ainsi complètement achevé à la 3ème semaine de vie 

post-natale (P21) (Dorrell and Friedlander, 2006; Stahl et al., 2010). 
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Figure 20 : Développement centrifuge du réseau vasculaire rétinien de la souris. Le réseau 
vasculaire rétinien superficiel est immunomarqué par des anticorps anti-ILB4 (rouge) entre le 
premier (P1N) et le 8e jour de vie (P8N). Adapté de Stahl et al., (2010). 

Par ailleurs, le réseau astrocytaire entretient des liens étroits avec le réseau vasculaire rétinien. Il est 

en effet connu depuis la fin des années 1980 que les astrocytes co-localisent avec les vaisseaux 

sanguins : les régions fortement vascularisées sont ainsi riches en astrocytes et inversement. Ainsi, 

chez les espèces possédant une rétine avasculaire, comme le lapin par exemple, la présence 

d’astrocytes reste confinée à la région médullaire de la couche des fibres nerveuses, seule zone où 

sont détectables des vaisseaux sanguins (Trivino et al., 1997). Sachant que la présence des astrocytes 

dans la rétine est antérieure à celles des cellules endothéliales, il a été proposé que le réseau 

astrocytaire forme une trame à partir de laquelle se formera le réseau vasculaire rétinien. Cette 

hypothèse a depuis été vérifiée par de nombreuses études qui montrent que les astrocytes jouent un 

rôle critique dans l’angiogenèse rétinienne (Fruttiger et al., 1996; Uemura et al., 2006; Gnanaguru et 

al., 2013; Duan et al., 2014; Tao and Zhang, 2016; O'Sullivan et al., 2017), notamment via la 

production de VEGF, facteur de croissance vasculaire dont ils sont un pourvoyeur majeur dans la 

rétine (Stone et al., 1995; Ozaki et al., 2000). Le guidage du réseau vasculaire ne dépendrait 

cependant pas uniquement de la production de VEGF. En effet, l’inhibition spécifique de la sécrétion 

de VEGF par les astrocytes n’est pas suffisante pour altérer le développement vasculaire normal. Cela 

s’explique par le fait que, d’une part, d’autres cellules sont également capables de produire le VEGF 

(notamment les cellules de Müller), et par le fait que d’autre part, les astrocytes confèrent un 

support physique au contact duquel les cellules endothéliales peuvent effectuer leur migration. De 

nombreuses protéines de la membrane des astrocytes semblent ainsi impliquées dans ce rôle de 

guidage physique, telles que les laminines (Kitajewski, 2011; Gnanaguru et al., 2013), les intégrines 

(Hirota et al., 2011; Samarelli et al., 2014), les dystrophines (Giocanti-Auregan et al. 2016), les 
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protéoglycanes (Stenzel et al., 2011) ou encore la R-Cadhérine (Figure 21) (Dorrell et al., 2002; 

Fruttiger, 2007). On ignore encore cependant s’il existe une protéine spécifique des astrocytes 

permettant l’interaction protéine-protéine entre ces derniers et les cellules endothéliales, ou si un 

ensemble particulier de ces protéines est nécessaire.  

 

 

Figure 21 : Rôle de la trame astrocytaire dans le développement vasculaire rétinien. A : Réseaux 
vasculaires et astrocytaires rétiniens respectivement immunomarqués à l’ILB4 (rouge) et à la GFAP 
(vert). Microphotographies obtenues sur des rétines de souris montées à plat (flat-mount). Adapté 
de Saab et al., (2014).  B : Représentation schématique du modèle de mise en place du réseau 
vasculaire rétinien sur la trame astrocytaire à partir du motif de distribution des cellules 
ganglionnaires (RGC). Adapté de Sapieha (2012). 

 

Par ailleurs, la mise en place du réseau vasculaire ne peut se faire qu’au contact d’astrocytes 

matures. La délétion spécifique dans les astrocytes de Sox2, un facteur de transcription, impacte 

négativement leur maturation en induisant un retard dans l’expression de la GFAP, ce qui a pour 

effet d’entrainer un retard de l’angiogenèse centro-périphérique de la rétine, dont certaines 

anomalies subsistent encore à l’âge adulte (Kautzman et al., 2018). 

Si la vasculature rétinienne n’évolue globalement plus une fois sa structure adulte acquise, elle peut 

toutefois faire l’objet de diverses altérations et remodelages en contexte pathologique 

inflammatoire, comme au cours de certaines rétinopathies telles que la rétinopathie diabétique ou la 

rétinopathie du prématuré. 

A 

B 
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2. Mécanismes pathologiques 

 

Certains contextes physiopathologiques entrainent des altérations structurales et fonctionnelles du 

réseau vasculaire rétinien. On pourra ainsi mentionner certaines rétinopathies, comme la 

rétinopathie diabétique ou la rétinopathie du prématuré (ROP), qui se caractérisent par des 

phénomènes d’hypoxie et de néovascularisation. Bien que d’étiologies distinctes, ces pathologies 

présentent certains mécanismes cellulaires et moléculaires communs, et les cellules gliales semblent 

y jouer des rôles prépondérants. 

a Mécanismes cellulaires et rôle des cellules gliales dans les altérations pathologiques de la 

vascularisation rétinienne 

• Cellules de Müller 

De nombreuses études se sont penchées sur le rôle joué par les cellules de Müller dans la 

physiopathologie rétinienne. Il a par exemple été montré que l’ablation spécifique et conditionnelle 

des cellules de Müller dans la rétine conduit à une disruption de la barrière hémato-rétinienne et à 

une néovascularisation importante, entrainant ainsi des fuites vasculaires, notamment en raison 

d’une moindre expression de la Claudine-5, protéine des jonctions serrées (Shen et al., 2012). De 

plus, les cellules de Müller peuvent sécréter différents facteurs pro-angiogéniques tels que le VEGF, 

le TNF-α ou la netrine-4, qui entrainent une néovascularisation et une augmentation de la 

perméabilité vasculaire (Eichler et al., 2004b; Yafai et al., 2004; Lange and Bainbridge, 2012; Kociok et 

al., 2016; Le, 2017). Il a par ailleurs été montré via un modèle de déficience spécifique inductible 

(Cre/lox) que le VEGF produit par les cellules de Müller est indispensable à la néovascularisation ainsi 

qu’aux diverses altérations vasculaires pathologiques induites par l’hypoxie (Bai et al., 2009; Le, 

2017), ceci notamment en raison d’une influence directe sur les cellules endothéliales (Rodrigues et 

al., 2013; Li et al., 2019b). D’une manière assez similaire, l’inflammation et l’hypoxie entrainent la 

sécrétion d’interleukine-6 (IL-6) par les cellules de Müller, dont le rôle pro-angiogénique dans les 

phénomènes de néovascularisation a été démontré (Yoshida et al., 2001; Rojas et al., 2010; Liu et al., 

2015). Les cellules de Müller produisent par ailleurs des protéines particulières, les matrix 

metalloproteinases (MMP) (Behzadian et al., 2001; Noda et al., 2005; Rodrigues et al., 2013), qui 

participent à l’altération de la perméabilité vasculaire en dégradant les protéines des jonctions 

serrées des cellules endothéliales comme l’occludine (Figure 22) (Giebel et al., 2005). Ces dernières 

sont encore affaiblies par l’angiopoïétine-like 4 (ANGPTL4), protéine elle aussi sécrétée par les 

cellules de Müller au cours de l’hypoxie (Xin et al., 2013) et capable d’inhiber la liaison entre les 
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claudine-5 et VE-cadhérines (Huang et al., 2011; Xin et al., 2013). Les cellules de Müller peuvent ainsi 

aggraver le phénotype pathologique, comme le montre l’étude de Tretiach et collaborateurs, où la 

mise en co-culture de cellules endothéliales avec des cellules de Müller altère significativement leur 

capacité de barrière en condition hypoxique (Tretiach et al., 2005).  

 

Figure 22 : Représentation schématique de l’implication des cellules de Müller dans les 
mécanismes pathologiques de néovascularisation et de perturbation de la barrière hémato-
rétinienne. Adapté de Li et al., (2019). 
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• Astrocytes 

Le rôle des astrocytes dans les altérations vasculaires associées aux rétinopathies semble quant à lui 

plus contrasté. Comme les cellules de Müller, les astrocytes sont capables de s’activer et de sécréter 

de nombreux facteurs en réponse à l’inflammation. Parmi ces mécanismes, la sécrétion de 

prostaglandine E2 (PGE2) consécutive de l’activation précoce de la cyclooxygénase-2 (COX-2) dans les 

astrocytes stimule l’expression du VEGF et favorise la néovascularisation en contexte ischémique 

(Sennlaub et al., 2003). Cependant, des études menées sur des modèles murins de rétinopathie 

diabétique et de rétinopathie induite par l’oxygène (OIR), présentant toutes deux une composante 

ischémique, ont montré une réduction de la densité astrocytaire préalable à l’apparition de la 

néovascularisation (Dorrell et al., 2010; Yu et al., 2015). La préservation des astrocytes en contexte 

ischémique est ainsi associée à une inhibition de la néovascularisation pathologique, suggérant un 

rôle protecteur des astrocytes vis-à-vis des rétinopathies à composante néovasculaire (Dorrell et al., 

2010). Ceci pourrait notamment être dû à la capacité des astrocytes de sécréter des facteurs anti-

angiogéniques (Hajrasouliha et al., 2013). 

b Acteurs moléculaires 

La néovascularisation associée aux rétinopathies à composante ischémique met en jeu un acteur 

moléculaire crucial : le facteur induit par l’hypoxie HIF. HIF est un hétérodimère de sous unités α et β 

(Wang and Semenza, 1995). HIF-1β en est la sous-unité constitutive, tandis que HIF-1α et HIF-2α sont 

des sous-unités fugaces, dont la durée de vie n’excède pas 5 minutes en conditions normoxiques  

(Salceda and Caro, 1997; Yu et al., 1998). Cette brève durée de vie est due à leur poly-ubiquitination 

par la protéine Von Hippel-Lindau (pVHL), qui les rend reconnaissables par le protéasome qui va alors 

les dégrader (Figure 23A). En cas d’hypoxie, HIF-1α et HIF-2 α ne sont plus hydroxylés par les prolyl-

hydroxylases oxygène-dépendantes. Ils vont alors subir une translocation nucléaire, où ils vont 

s’hétérodimériser avec HIF-1β, initiant la transcription de nombreux gènes en se liant à leur domaine 

de réponse à l’hypoxie : HRE (Hypoxia Response Element) (Figure 23B). Différentes études ont 

montré que le blocage de la voie HIF-1α est capable d’inhiber la néovascularisation rétinienne, 

prouvant par là même le rôle central de ce facteur dans la régulation des mécanismes de 

l’angiogenèse (Xia et al., 2008; Jiang et al., 2009; Lin et al., 2011; Park et al., 2014). Bien que le rôle de 

HIF-1α soit le plus étudié et le plus décrit, il semblerait que HIF-2α soit lui aussi impliqué dans ces 

mécanismes de réponse à l’hypoxie puisque la délétion spécifique de ce dernier dans les astrocytes 

induit un développement partiel du réseau astrocytaire, ainsi qu’une réduction significative du 

réseau vasculaire rétinien et de la régression de la vasculature hyaloïdienne (Duan et al., 2014). De 
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récentes études suggèrent également que l’activation de HIF-2α jouerait un rôle prépondérant dans 

la réponse des cellules de Müller à l’hypoxie (Mowat et al., 2010). 

 

Figure 23 : Représentation schématique de la régulation de HIF. En conditions normoxiques (A), la 

sous-unité HIF-1α est reconnue par le pVHL et ubiquitinée, ce qui conduit à la dégradation. Rn 

confitions hypoxiques (B), HIF-1α n’est plus dégradé et peut alors être transloqué dans le noyau 

cellulaire où il va réguler l’expression de nombreux gènes, notamment de l’angiogenèse. Adapté de 

Rahimi. (2012). 

Parmi les nombreux gènes ainsi régulés par HIF figure notamment le VEGF, qui fait l’objet d’une 

régulation positive (Forsythe et al., 1996). Initialement découvert comme facteur de perméabilité 

vasculaire dans le contexte tumoral (Senger et al., 1983), son rôle de mitogène des cellules 

endothéliales vasculaires a rapidement été identifié (Leung et al., 1989). Par la suite, plusieurs 

isoformes de VEGF ont été caractérisées (VEGF-A, B, C, D) (Park et al., 1993; Vempati et al., 2014). La 

néovascularisation pathologique repose essentiellement sur le VEGF-A, qui possède une affinité pour 

les récepteurs VEGFR-1 et 2, ce dernier étant responsable de la majorité des effets du VEGF-A. 

L’activation du récepteur VEGFR2 entraine ainsi l’activation de nombreuses voies de signalisation 

intracellulaire, comme la voie PI3K-Akt-mTOR, cruciale pour les mécanismes de survie, de 

vasodilatation et de régulation des jonctions intercellulaires, ou encore la voie PLCγ (Phospholipase C 

isoforme γ) – ERK 1/2 (Extracellular signal Regulated Kinases), qui contribue aux mécanismes de 

prolifération cellulaire (Hong et al., 2006; Wang et al., 2008; Eichmann and Simons, 2012; Simons et 

al., 2016).  

Récemment, quelques études ont évoqué un nouvel acteur potentiel dans les mécanismes de 

néovascularisation rétinienne : le système endocannabinoïde. Le système endocannabinoïde repose 

d’un côté essentiellement sur deux ligands issus de l’acide arachidonique (un acide gras polyinsaturé 

ou AGPI de la série n-6), le N-arachidonoylethanolamide (anandamide, AEA) et le 2-

arachidonoylglycérol (2-AG), et de l’autre côté sur leurs récepteurs principaux, les récepteurs aux 

A - Normoxie 

B - Hypoxie 
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endocannabinoïdes 1 et 2 (CB1R, CB2R) (Schwitzer et al., 2016). Si son rôle dans la régulation de la 

neurotransmission est désormais bien décrit (Szabo and Schlicker, 2005; Zou and Kumar, 2018), une 

étude a montré que le récepteur CB1R serait impliqué dans la néovascularisation rétinienne observé 

chez un modèle murin de rétinopathie induite par l’oxygène (OIR) (Pisanti et al., 2011). Par la suite, 

d’autres études ont montré que l’administration d’analogues des endocannabinoïdes tel que le 

palmitoylethanolamide (PEA) était capable de moduler les altérations du développement vasculaire 

rétinien tout en exerçant un effet protecteur vis-à-vis de l’hypoxie et de la gliose (Holubiec et al., 

2018; Portavella et al., 2018; Ye et al., 2020), renforçant ainsi l’idée que le système 

endocannabinoïde pourrait jouer un rôle dans l’apparition et/ou la sévérité des composantes 

néovasculaires observées dans les rétinopathies.  

Enfin, si les mécanismes physiopathologiques conduisant aux altérations du réseau vasculaire 

rétinien se mettent en place au sein de la rétine, ces anomalies peuvent également être corrélées 

avec des modifications systémiques. Ainsi, on pourra mentionner l’exemple de la ROP, dont les 

concentrations sériques et dans le vitré de cytokines comme le VEGF, bFGF, l’IL-6, le TNF-a ou encore 

MCP-1 est associée à la probabilité de développer la pathologie (Sato et al., 2009a, b; Silveira et al., 

2011; Yu et al., 2014; Hellgren et al., 2018). 

3. La rétinopathie du prématuré (ROP) 

Les premiers écrits mentionnant la ROP remontent aux années 1940. Theodore L. Terry a relevé 

l’existence d’une pathologie oculaire touchant les enfants prématurés, qu’il nomme alors fibroplasie 

rétrolentale (retrolental fibroplasia) (Terry, 1942). Bien qu’ayant établi un lien avec la prématurité, la 

cause précise de la pathologie n’était pas connue. Cependant, dès le début des années 1950, les 

travaux de Campbell, Crosse, Patz  et Ashton (Campbell, 1951; Crosse and Evans, 1952; Patz et al., 

1952; Ashton, 1954) suggèrent un lien avec l’hyperoxygénation. En effet, l’avancée de la médecine et 

des techniques de réanimation permettent alors de prendre en charge les prématurés et d’améliorer 

leur survie par une administration importante d’oxygène. Les travaux entrepris sur des modèles 

animaux ont montré que le placement des nouveau-nés en milieu hyperoxique (70-80% d’02) 

entraine une vaso-oblitération des capillaires, et que leur passage consécutif en atmosphère 

normoxique entraine un effet vaso-prolifératif. C’est ainsi que fut proposée pour la première fois 

l’hypothèse d’une pathogenèse en deux phases distinctes (Ashton, 1954). L’étude et la prise en 

charge de la ROP n’ont ensuite pas connu de réelle évolution jusque dans les années 80, date à 

laquelle la cryothérapie et la photocoagulation par laser ont fait leur apparition. Bien que ces 

techniques permettent de diminuer d’environ 25% l’incidence des cas de cécité infantile, la ROP 

reste encore à l’heure actuelle la première cause de cécité chez l’enfant.  
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Données épidémiologiques 

A l’échelle mondiale, on estime que chaque année plus de 20000 enfants sont atteints de cécité 

consécutivement à la ROP, et que 12300 gardent des troubles modérés de la vue à l’âge adulte 

(Blencowe et al., 2013), tels qu’une diminution de la sensibilité des contrastes, des défauts du champ 

visuel ou de la vision des couleurs, le strabisme ou des défauts de réfraction. Les données 

épidémiologiques à notre disposition nous indiquent qu’il existe d’importantes disparités 

géographiques dans la prévalence de la ROP : les pays en voie de développement et à plus faible 

revenus sont beaucoup plus touchés que les pays dits développés, puisque la prévalence peut y 

atteindre jusqu’à 40% contre une prévalence inférieure à 10% pour les premiers (Quinn, 2016; Quinn 

et al., 2016). En effet, les unités de néonatalité y font souvent défaut, que ce soit en termes humains 

ou matériels, ce qui rend la prise en charge des prématurés beaucoup plus compliquée. Là où on 

observe une diminution de l’incidence des cas sévères de ROP chez les prématurés de 28 semaines 

d’aménorrhée ou moins, on observe même l’apparition de ROP chez les prématurés proches de la 

maturité (34 semaines d’aménorrhée) (Gilbert et al., 2005). Considérant l’augmentation du nombre 

de naissances prématurées ainsi que l’amélioration de la prise en charge et de la survie des grands 

prématurés (<26 semaines post menstruation), il faut s’attendre à une augmentation globale du 

nombre d’enfants atteints de ROP, tous degrés de sévérité confondus (Austeng et al., 2009; Costeloe 

et al., 2012; Painter et al., 2015). Toutefois, malgré une nette amélioration dans la prise en charge et 

la gestion de l’oxygénation post-partum, la persistance de la pathologie suggère l’existence d’autres 

mécanismes physiopathologiques. 

Pathogenèse 

Suite aux travaux de Patz et collaborateurs en 1952 et dans la foulée de ceux d’Ashton, la ROP a 

rapidement été associée à l’hyperoxygénation et caractérisée avec ses deux phases d’évolution. Si 

l’explication peut paraître simple à l’échelle phénotypique, des mécanismes moléculaires d’une 

complexité et d’une interdépendance remarquables sont en réalité à l’œuvre. En nous basant sur les 

connaissances à notre disposition, nous allons développer la succession d’évènements menant à la 

ROP et à son évolution jusqu’aux degrés les plus sévères. 

Dans les études animales comme humaines, l’hyperoxie joue le rôle de facteur déclenchant. La 

pression intra-utérine en O2 étant relativement faible lors de la deuxième partie de grossesse (< 

50mm Hg), même une exposition à l’air ambiant peut constituer une pression hyperoxique pour le 

prématuré. Néanmoins, à la naissance les prématurés sont tout de même généralement placés en 

milieu hyper oxygéné afin d’assurer une oxygénation normale de l’organisme et la survie du 
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nouveau-né. Cet apport supplémentaire en oxygène inhibe la sécrétion physiologique de facteurs 

angiogéniques comme le VEGF ou l’érythropoïétine (EPO) (Chen et al., 2008; Chen et al., 2009), 

conduisant à une inhibition de la formation des vaisseaux, voir à une régression par apoptose des 

vaisseaux déjà formés, résultant en un arrêt du front de croissance vasculaire appelé vaso-

oblitération (phase 1 de la ROP). La conséquence directe est l’apparition d’une zone avasculaire au 

niveau de la rétine centrale. Le retour à un environnement extérieur normoxique, conjugué à 

l’accroissement des besoins métaboliques de la rétine alors faiblement vascularisée peuvent 

conduire à l’apparition d’une hypoxie relative de la rétine. L’hypoxie active de nombreuses voies de 

survie et d’angiogenèse, mettant notamment en jeu les facteurs clés que sont HIF-1α et VEGF. 

S’ensuit alors une néovascularisation importante, caractérisant l’entrée en phase 2 de la ROP. Les 

vaisseaux néoformés sont immatures et poreux, n’assurant que partiellement leurs fonctions. Les 

fuites vasculaires qui en résultent peuvent conduire à la formation de tissu fibreux, qui peut 

s’étendre de la rétine au vitré et mènera éventuellement, dans les cas les plus sévères, à un 

décollement de la rétine dans les cas les plus graves (Hellström et al., 2013). 

Classification et dépistage 

Afin d’évaluer les degrés de sévérité, de suivre l’évolution de la pathologie et de standardiser les 

protocoles thérapeutiques, une classification des différents stades a été nécessaire. L’intégralité des 

recommandations figure dans l’ouvrage « International Classification of Retinopathy of Prematurity » 

(ICROP (2005)). La rétine y est ainsi divisée en trois zones concentriques, chacune d’elle 

correspondant à un degré de sévérité (Figure 24A). En parallèle, cinq stades d’évolution ont été 

définis (Figure 24B). Les stades 1 et 2 se caractérisent par la présence d’une ligne de démarcation 

entre les zones vascularisées et avasculaires de la rétine. Des bourgeons néovasculaires peuvent 

apparaitre à l’examen visuel au stade 2 (Figures 24B, C). Ces stades sont néanmoins plutôt modérés, 

avec une certaine probabilité de régression spontanée. Au 3ème stade, on observe la formation de 

tissu fibrovasculaire, pouvant s’étendre au vitré (Figure 24B C). Au-delà du 3ème stade, la 

néovascularisation peut devenir si dramatique qu’elle entraine un décollement partiel (stade 4) ou 

complet de la rétine (stade 5) (Figures 24B, C). Une dilatation importante et la présence de 

nombreuses tortuosités dans les vaisseaux postérieurs de la rétine sont un signe de progression de la 

pathologie. L’étude ETROP (Early Treatment for Retinopathy of Prematurity) (Good, 2004) a défini 

deux types de prise en charge de la ROP : type 1, nécessitant un traitement, et type 2, ne requérant 

qu’un suivi en l’état. 
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Figure 24 : Caractérisation des anomalies vasculaires rétiniennes au cours de la ROP. A : Répartition 
des 3 zones permettant d’évaluer le degré de sévérité de la ROP. B : Représentation schématique des 
altérations vasculaires rétiniennes en fonction des différents stades de progression de la ROP. 
Adaptés de Hellström et al., (2013). C : Photographies d’examens du fond d’œil illustrant les 
différents stades de progression de la ROP. Adapté de Wilkinson et al., (2008). 

Les dépistages à la naissance sont systématiques jusqu’à 30-35 semaines d’aménorrhée et pour des 

poids de naissance jusqu’à 1500-2000g en fonction des services et des régions concernées. Afin 

d’identifier le maximum de prématurés nécessitant le recours à un traitement, des examens par 

ophtalmoscopie sont répétés jusqu’au développement vasculaire rétinien complet. Ces examens sont 

pratiqués en deux temps : une première étape de dilatation de la pupille, suivie d’une 

ophtalmoscopie.  

Toujours dans l’objectif de faciliter la détection et la prise en charge précoce de la pathologie, 

plusieurs équipes ont travaillé sur la réalisation d’algorithmes prenant en compte différents facteurs 

A B
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prédictifs. Parmi ces derniers, on peut notamment citer l’algorithme WINROP (Weight, IGF-1 levels, 

Neonatal, ROP) (Lofqvist et al., 2006; Lofqvist et al., 2009a; Wu et al., 2010; Wu et al., 2012). Ce 

dernier prend en compte différents paramètres morphologiques et métaboliques, tels que 

l’évolution hebdomadaire du poids ou les taux d’IGF-1, un facteur de croissance, jusqu’à un âge de 

naissance correspondant à 32 semaines d’aménorrhée. Il a ainsi été utilisé dans plusieurs études 

menées dans des régions différentes du globe, incluant plus de 10000 prématurés, et son efficacité 

suggère qu’il est pertinent d’y avoir recours en plus des examens classiques habituellement pratiqués 

(Lofqvist et al., 2006; Lofqvist et al., 2009a; Hard et al., 2010; Wu et al., 2010; Fluckiger et al., 2011; 

Wu et al., 2012; Zepeda-Romero et al., 2012). Bien qu’ayant été utilisés sur un plus petit nombre de 

patients, les algorithmes ROPscore (Eckert et al., 2012) et CHOP ROP (Binenbaum et al., 2012) 

semblent toutefois au moins aussi prometteurs. Ils ont en effet permis d’identifier l’intégralité des 

cas de ROP, dont les ROP de type 1, avec une durée moyenne entre la détection et le recours au 

traitement respectivement de de 9,1 semaine et de 5,1 semaines pour CHOPROP et ROPscore, contre 

11,1 semaine pour WINROP (Piermarocchi et al., 2017). 

Facteurs de risque 

Un grand nombre de facteurs de risques pour le développement de la ROP ont déjà été identifiés ou 

sont actuellement suspectés. Nous développerons ici les principaux facteurs de risques connus à ce 

jour. 

-L’oxygénothérapie 

L’hyperoxygénation constitue l’un des facteurs clés d’apparition de la ROP. Comme évoqué en 

introduction, les prématurés sont généralement placés en milieu hyper-oxygéné, notamment pour 

assurer une saturation en oxygène adéquate en réponse à l’immaturité de leurs fonctions 

pulmonaires. Tin et collaborateurs (Tin and Gupta, 2007) ont notamment montré que les prématurés 

de moins de 28 semaines d’aménorrhée avec un objectif de saturation en oxygène de 88 à 98% 

pendant les 8 premières semaines de vie avaient quatre fois plus de risque de recourir à un 

traitement que ceux avec un objectif de 70 à 90%. Dans une étude portant sur 1544 prématurés avec 

un poids de naissance inférieur à 1000g, Sun et collaborateurs (2002) ont observé que ceux qui 

avaient une saturation partielle en O2 (Sp02) inférieure à 95% présentaient moins de ROP sévère 

(10% versus 29%), de chirurgie rétinienne (4% versus 12%) et même de pathologie pulmonaire (27% 

versus 53%). De la même façon, dans l’étude SUPPORT réalisée sur 1316 prématurés de 24 à 27 

semaines d’aménorrhée, les enfants ayant reçu une moindre hyperoxygénation présentaient 

significativement moins de ROP sévères (9% versus 18%), mais avec un taux de mortalité plus 
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important (20% versus 16%) (Lantos, 2013). Compte tenu du caractère biphasique de la pathologie, il 

apparaitrait sensé d’adapter l’apport en oxygène au stade de prématurité. Si des apports importants 

lors de la 2ème phase devraient théoriquement inhiber le développement vasculaire pathologique, les 

études menées dans cette optique n’ont pas permis de mettre en évidence de bénéfice. L’étude 

STOP-ROP (2000) n’a rapporté aucun changement dans l’évolution de la ROP vers des degrés plus 

sévères en augmentant la saturation à 96-99% au lieu des 89-94% habituellement appliqués. Ils ont 

même noté une augmentation des complications pulmonaires. L’étude BOOST (Askie et al., 2003) a 

quant à elle évalué les conséquences de plusieurs concentrations en oxygène (entre 91 et 98%) 

pendant la 2ème phase de la ROP sur une période de 12 mois. Les auteurs n’ont pu noter aucune 

différence dans l’évolution de la ROP.  

-Age/poids de naissance  

Toutes les études menées sur la ROP montrent que ces deux paramètres sont très fortement corrélés 

à l’apparition de la pathologie ainsi qu’à son degré de sévérité. Si toutes les causes de cette 

association ne sont pas élucidées, des mécanismes directs et indirects pourraient être en jeu. En 

effet, une naissance avant terme prive l’enfant de nombreux facteurs fournis par l’environnement 

intra-utérin et qui ne peuvent être remplacés par le nouveau-né lui-même. Dans le même temps, 

plus le degré de prématurité est élevé et plus la durée d’exposition à des facteurs susceptibles d’être 

délétères est importante. Les études ont ainsi mis en évidence qu’un prématuré avec un poids de 

naissance inférieur à la moyenne de son âge était particulièrement à risque de développer une ROP 

(Figure 25) (Bardin et al., 1997; Allegaert et al., 2003; Regev et al., 2003; Darlow et al., 2005; Dhaliwal 

et al., 2009). 

 

Figure 25 : Influence de l’âge gestationnel et du poids de naissance sur la probabilité de développer 
la ROP. Adapté de Piermarocchi et al., (2017). 
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-Infection/inflammation  

Si l’oxygénothérapie et l’âge/poids de naissance sont les deux facteurs principalement connus, de 

nouveaux paramètres font l’objet d’une attention particulière depuis le début des années 2000, dont 

le rôle joué par les infections et le statut inflammatoire. Ainsi, de nombreux travaux suggèrent 

désormais que les infections néonatales sont des facteurs de risque à considérer pleinement dans 

l’apparition de la ROP, avec une multiplication du risque accru d’un facteur deux à quatre (Klinger et 

al., 2010; Tolsma et al., 2011; Wang et al., 2019b). Le risque accru lié à l’infection pourrait être dû à 

l’inflammation systémique qui en résulte, qui agirait de concert avec l’hyperoxie (Dammann et al., 

2009; Dammann, 2010; Sood et al., 2010; Chen et al., 2011; Lee and Dammann, 2012). Par ailleurs, 

les infections considérées ne concernent pas seulement les infections d’origine bactérienne, puisqu’ 

il semblerait que les infections néonatales d’origine fongique soient également associées de manière 

significative à l’apparition de la ROP ainsi qu’à son degré de sévérité (Mittal et al., 1998; Manzoni et 

al., 2006).  

Parallèlement au sepsis néonatal, les chercheurs se sont intéressés aux infections/inflammations 

chez la mère. Par exemple, il semblerait que les enfants naissants de mère atteintes d’une 

chorioamniotite avérée cliniquement ou d’une hyperleucocytose ont une probabilité plus élevée 

d’apparition de la ROP (Lee and Dammann, 2012). L’infection maternelle ou néonatale et 

l’inflammation qui en résulte pourrait alors constituer une sorte de pré-phase anténatale, dite « de 

sensibilisation » à la ROP. Une partie de l’élévation du risque de développer une ROP à la suite d’une 

infection pourrait alors s’expliquer par la présence de facteurs pro-inflammatoires. En effet, les 

études réalisées ont montré d’importantes différences au niveau des cytokines circulantes chez les 

prématurés développant une ROP, avec notamment une élévation des taux plasmatiques d’IL-6, IL-8, 

TNF-α, IL-7, MCP1 (Monocyte Chemoattractant Protein 1), MIP1-α et MIP1-β (Macrophage 

Inflammatory Protein 1) dans les premiers jours de vie (Silveira et al., 2011; Yu et al., 2014). De 

manière intéressante, il a également été montré que les modèles murins de rétinopathie induite par 

l’oxygène (OIR) déficients en TNF-α ont une plus faible probabilité de présenter des anomalies du 

développement vasculaire rétinien, ce qui tendrait à justifier la piste inflammatoire, au moins en tant 

que contributeur. Ces observations témoignent du caractère multifactoriel et des interrelations entre 

les différents paramètres associés au développement de la ROP, d’où la complexité de sa 

physiopathologie. 
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-IGF-1 

Le fait que la prématurité soit un paramètre crucial de la ROP suppose que les facteurs impliqués 

dans la croissance et le développement pourraient être perturbés. Aussi, les recherches se sont 

rapidement penchées vers les facteurs de croissance tels que l’IGF-1 (Insulin-like Growth Factor-1). 

L’IGF-1 est une hormone protéique de 70 acides aminés, présentant des similitudes structurales avec 

l’insuline. Produite par le foie, sa sécrétion est stimulée par l’hormone de croissance (GH), une autre 

hormone protéique d’origine hypophysaire. Les premières hypothèses reliant cet axe aux pathologies 

oculaires ont émergé à la suite d’observations faisant état d’une amélioration de la rétinopathie 

diabétique proliférante après ablation de l’hypophyse (Speakman et al., 1966; Joplin et al., 1967; 

Fraser, 1971). L’IGF-1 est un facteur de régulation crucial de la croissance fœtale à travers toutes les 

étapes du développement (Langford et al., 1998), et est notamment corrélé avec la taille du fœtus 

(Lassarre et al., 1991; Reece et al., 1994). Les niveaux d’IGF-1 augmentent tout au long de la 

gestation et plus particulièrement au cours du troisième trimestre (Gluckman and Harding, 1997), 

avant de diminuer progressivement en raison de la perte des apports assurés par le placenta et le 

liquide amniotique (Langford et al., 1998). Les études menées chez la souris ont montré que 

l’absence d’IGF-1 empêchait le développement vasculaire rétinien, malgré une présence normale de 

VEGF. Ceci s’explique par le fait qu’une certaine concentration d’IGF-1 est nécessaire afin que la 

signalisation induite par VEGF puisse prendre place (Smith et al., 1999; Hellstrom et al., 2001). 

Différentes études cliniques ont permis de mettre en évidence qu’un faible taux d’IGF-1 sérique à la 

naissance est très fortement corrélé avec le risque d’apparition de la ROP et son degré de sévérité 

(Figure 26) (Hellstrom et al., 2001; Hellstrom et al., 2003; Smith, 2004; Lofqvist et al., 2006; Beardsall 

et al., 2014; Liegl et al., 2016). En réalité, la corrélation est si forte que la mesure de l’IGF-1 sérique 

serait un indicateur aussi prédictif que l’âge et le poids de naissance. Cette piste semble d’autant plus 

intéressante que les études animales ont montré que l’administration d’IGF-1 recombinant humain 

(rhIGF-1) permettait d’atténuer la rétinopathie induite par l’oxygène chez la souris (Vanhaesebrouck 

et al., 2009). Une étude clinique (phase 2) a récemment été lancée chez l’Homme afin de vérifier si 

l’injection continue de rhIGF1 permettrait de limiter l’apparition de la ROP. Enfin, il est intéressant 

d’ajouter que les taux d’IGF-1 semblent modulés par l’existence d’un état inflammatoire. En effet, 

l’administration d’endotoxines diminue les concentrations d’IGF-1 chez l’animal (Elsasser et al., 

1995), et les analyses menées dans les cas humains de sepsis révèlent de faibles taux d’IGF-1 sérique 

(Ashare et al., 2008). Or, les taux d’IGF1 ombilicaux sont positivement corrélés avec les taux d’IGF-1 

du plasma maternel (Pathmaperuma et al., 2007). Cette donnée témoigne une nouvelle fois du 

caractère interrelationnel des différents paramètres de la ROP, et suggère ainsi que la présence 
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d’une inflammation maternelle agirait (au moins de manière indirecte) en diminuant les 

concentrations fœtales d’IGF-1, en plus de l’exposition aux molécules pro-inflammatoires. Cette 

synergie entre inflammation et taux d’IGF-1 se traduit d’ailleurs par une élévation significative 

d’environ 20% de développer la ROP chez les prématurés de moins de 40 semaines d’aménorrhée 

(Figure 26) (Perez-Munuzuri et al., 2014). 

 

Figure 26 : Probabilité de développer la ROP en fonction des taux d’IGF-1 et de la présence (rouge) 

ou non (bleu) d’un sepsis néonatal. Adapté de Pérez-Muñuzuri et al., (2014). 

-Hyperglycémie  

Les études semblent montrer l’existence d’un lien entre la glycémie et la ROP. En effet, le risque 

d’apparition de la ROP serait plus élevé chez les prématurés hyperglycémiques (Garg et al., 2003; Ertl 

et al., 2006; Mohamed et al., 2013; Ahmadpour-Kacho et al., 2014; Mohsen et al., 2014). Si les causes 

exactes ne sont pas totalement comprises, des études récentes chez le rongeur montrent que 

l’hyperglycémie induit de nombreuses altérations de la rétine, comme une réduction de la capacité 

de transport de l’EPR (Desjardins et al., 2016) ou une activation des cellules de Müller, qui sécrètent 

alors du VEGF (Kida et al., 2021).  

Traitements 

Si les mécanismes en jeu au cours de la ROP sont désormais bien décrits, tous les tenants et 

aboutissants ne sont cependant pas encore compris, si bien qu’il n’existe à l’heure actuelle aucun 

traitement de référence permettant de prévenir l’apparition ou de stopper l’évolution de la ROP. De 

nombreuses approches ont déjà été utilisées, chirurgicales ou médicamenteuses, tandis que de 

nouvelles stratégies font régulièrement leur apparition. 
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Approches chirurgicales 

• Cryothérapie 

La cryothérapie fut la première méthode d’intervention chirurgicale clairement définie et cadrée 

utilisée contre la ROP. Cette méthode consiste à appliquer une sonde métallique cryogénisée à 

l’azote liquide au niveau de la zone de néovascularisation, en position trasnsclérale. L’exposition des 

zones d’intérêt au froid intense provoque des brûlures, qui vont entrainer l’apparition de tissu 

cicatriciel, stoppant ainsi la propagation de la néovascularisation par destruction de la rétine 

ischémique. Bien que les zones brûlées de la rétine périphérique soient rendues non fonctionnelles, 

la rétine centrale sera préservée, permettant une acuité visuelle quasi-normale. L’étude CRYO-ROP a 

ainsi montré que la cryothérapie permet de réduire significativement le nombre de cécités et de 

perturbations visuelles à long terme, avec une réduction de 17% de la cécité et de 20% des 

décollements de la rétine après 10 ans (Group, 2001) ainsi qu’une diminution de 18% du nombre 

déficits d’acuité visuelle après 15 ans (Palmer et al., 2005). Cette méthode présente néanmoins de 

nombreux inconvénients. Elle nécessite en effet le recours à une anesthésie générale, n’est pas d’une 

grande précision et de nombreux effets secondaires et complications sont possibles, comme 

l’apparition d’œdèmes, des altérations de la conjonctive ou des hémorragies rétiniennes voir une 

phtyse oculaire. Afin de limiter ces risques tout en simplifiant l’intervention, de nouvelles méthodes 

ont été développées, comme la photocoagulation laser.  

• Photocoagulation laser 

La photocoagulation laser repose sur le même principe que la cryothérapie, à savoir la destruction de 

la rétine ischémique. A l’aide d’un faisceau laser, l’opérateur va pouvoir cibler précisément les 

régions d’intérêt, qui peuvent atteindre jusqu’à 1°500 à 1°800 points par rétine. Cette technique a 

progressivement remplacé la cryothérapie car elle est au moins aussi efficace, beaucoup moins 

invasive et entraine moins de complications (Tsitsis et al., 1997; Sahni et al., 2005; McLoone et al., 

2006; Simpson et al., 2012).  

Approches pharmacologiques 

• Les anti-VEGF 

Compte tenu de la forte composante néovasculaire de la ROP, c’est tout naturellement que certains 

chercheurs se sont intéressés au VEGF, son médiateur moléculaire principal. La stratégie repose sur 

l’administration d’agents anti-VEGF. Plusieurs anticorps monoclonaux ont ainsi été développés 
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(Pegaptanib, bevacizumab, ranibizumab, aflibercept), et un certain nombre d’études cliniques 

randomisées de petite taille réalisées (Mintz-Hittner et al., 2011; Harder et al., 2014; Moran et al., 

2014; Karkhaneh et al., 2016). L’étude BEAT-ROP (Bevacizumab Eliminates the Angiogenic Threat of 

Retinopathy of Prematurity), réalisée sur 150 enfants, constitue à ce jour l’étude la plus importante 

sur le sujet (Mintz-Hittner et al., 2011; Mintz-Hittner et al., 2016). ). Elle a notamment permis de 

montrer un bénéfice significatif par rapport au traitement par photocoagulation laser. Des critiques 

ont toutefois été formulées quant à l’absence de données relatives à la toxicité systémique. En effet, 

l’injection intra-vitréenne de bevacizumab diffuse dans la circulation générale, et ce de manière 

largement supérieure aux autres anticorps anti-VEGF (Tolentino, 2011), entrainant une diminution 

significative des concentrations de VEGF circulant (Sato et al., 2012), ce qui pourrait affecter la 

vascularisation physiologique d’autres organes et mener à de potentiels effets secondaires (Hard and 

Hellstrom, 2011). Des études complémentaires sont ainsi nécessaires afin de définir les traitements 

anti-VEGF à des doses optimales (Hard and Hellstrom, 2011; Darlow et al., 2013). 

• IGF-1 

Considérant la forte corrélation entre ROP et IGF-1, les chercheurs se sont penchés sur la possibilité 

de supplémenter les prématurés afin de retrouver des taux sanguins équivalents à ceux dont ils 

auraient bénéficié au cours des dernières semaines de gestation. Le problème principal auquel on 

peut faire face est alors la courte durée de vie de l’IGF-1 dans l’organisme. Afin de passer outre, l’IGF-

1 a été administrée par injection intraveineuse en mélange équimolaire avec un recombinant de sa 

protéine de liaison (rhIGFBP-3) (Lofqvist et al., 2009b). Cette préparation permet d’élever 

significativement les taux plasmatiques d’IGF-1 et de retrouver des concentrations similaires à celles 

observées in utero, mais la demi-vie n’est que de 0,86 heure (Hellstrom et al., 2016). Néanmoins, si 

une unique injection 3 jours après la naissance permet effectivement d’augmenter les concentrations 

d’IGF-1, ces dernières diminuent rapidement et reviennent au niveau pré-injection après quelques 

jours. Afin de permettre une augmentation plus consistante dans le temps, une étude clinique de 

phase II a été lancée sur une supplémentation de 7 jours (Ley et al., 2013). Bien qu’ayant rétabli avec 

succès les taux d’IGF-1 sur une durée plus importante, cette étude n’a pas permis de mettre en 

évidence une amélioration de la survenue ou de la sévérité de la ROP (Ley et al., 2019). On note 

toutefois une réduction de la sévérité des dysplasies broncho-pulmonaires, pathologie associée à la 

prématurité et considérée comme facteur de risque de la ROP.  
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• β-bloquant (Propranolol) 

L’utilisation du propanolol dans la prévention de la ROP tire son origine des résultats d’une étude 

réalisée sur le traitement infantile de maladies cardiaques, qui montre par la même occasion une 

régression des hémangiomes (Leaute-Labreze et al., 2008). Or, différents travaux font justement état 

d’une association entre la présence d’hémangiomes et la ROP (Praveen et al., 2009; Hyland et al., 

2013). Le propranolol, un β-bloquant, a alors été proposé comme traitement potentiel (Filippi et al., 

2010; Buhrer and Bassler, 2015). Une première étude clinique pilote a été conduite avec une 

administration orale du propranolol (Filippi et al., 2013). Cette dernière montre bien une réduction 

de 48% du risque relatif de développer une ROP évoluant au stade 3, mais 5 des 26 nouveau-nés 

traités au propranolol ont développé des effets secondaires importants (hypotension, bradycardie). 

De plus, les récepteurs adrénergiques semblent jouer un rôle important dans la fonction cérébrale, et 

les effets de leur inhibition par un β-bloquant sur le développement cérébral du prématuré ne sont 

pas connus à ce jour, soulevant ainsi la question de la sécurité du traitement et de son rapport 

bénéfice/risque (Hard and Hellstrom, 2011). D’autant plus que les résultats des études animales 

semblent très contradictoires (Martini et al., 2011; Ristori et al., 2011; Chen et al., 2012; Yun et al., 

2018). En ce sens, une nouvelle étude a été réalisée avec une administration de microgouttes 

ophtalmiques contenant 0,2% de propranolol, et montre une réduction significative de la ROP, sans 

entrainer d’effets secondaires (Filippi et al., 2019). Le timing du traitement semble toutefois 

important, puisqu’un traitement trop précoce entraine l’apparition d’une ROP particulièrement 

agressive, nécessitant le recours à la photocoagulation laser. Le traitement ne serait ainsi utile que 

pendant la phase proliférative de la ROP (phase 2). 

Approche nutritionnelle 

• Lait maternel 

Un certain nombre d’études ont suggéré que la consommation exclusive de lait maternel par le 

nouveau-né permettrait de diminuer le risque de développer la ROP, y compris les formes sévères 

(Hylander et al., 2001; Heller et al., 2007; Okamoto et al., 2007; Manzoni et al., 2013; Spiegler et al., 

2016), contrairement aux préparations infantiles utilisées, qui sont associées à l’apparition de la ROP 

ainsi qu’à d’autres pathologies associées à la prématurité (dysplasie broncho-pulmonaire etc.) Ces 

données sont notamment confirmées par une revue systématique récente portant sur 9 études 

observationnelles (Bharwani et al., 2016). Le lait maternel contient des caroténoïdes (lutéine, 

zéaxanthine, β-carotène), des acides gras polyinsaturés (AGPIs), de la vitamine E, de l’inositol, de la 
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lactoferrine et des enzymes antioxydantes. Si tous ces composés sont susceptibles de jouer un rôle 

dans la prévention de la ROP, les AGPIs y jouent vraisemblablement un rôle de premier ordre. 

• Acides gras polyinsaturés (AGPIs) 

La maturation de la rétine prend place lors du troisième trimestre de la grossesse et repose 

essentiellement sur l’accumulation d’AGPI, et notamment ceux de la famille oméga-3. En cas de 

naissance prématurée, cette maturation est incomplète et le nouveau-né ne reçoit plus les AGPIs 

indispensables à cette dernière, qui étaient jusqu’alors fournis par la circulation maternelle 

(Crawford et al., 2003). Or, il s’avère que les AGPIs oméga-3, et principalement l’acide 

docosahexaénoïque (DHA), jouent un rôle crucial dans la régulation de l’angiogenèse, et notamment 

rétinienne (Connor et al., 2007). En effet, cette étude menée chez l’animal a permis de montrer 

qu’une élévation tissulaire des concentrations en AGPI oméga-3 à travers une supplémentation 

alimentaire permettait de diminuer significativement l’apparition de la zone avasculaire de la rétine 

suite à un stimulus hypoxique, réduisant par la même la néovascularisation subséquente. L’effet des 

AGPIs oméga-3 serait dû, au moins en partie, à la réduction des taux de TNF-α, un médiateur de 

l’inflammation produit par les cellules microgliales. A partir de ce constat, un nombre croissant 

d’études se sont penchées sur la relation entre prématurité, AGPIs et ROP. Il en ressort ainsi que 

suite à la naissance, les taux plasmatiques d’AGPIs oméga-3 comme le DHA et d’AGPIs oméga-6 

comme l’acide arachidonique (AA) diminuent rapidement au cours de la première semaine, et que 

cette diminution est notamment compensée par une augmentation de l’acide linoléique (LA) (Martin 

et al., 2011), essentiellement dans deux groupes de phospholipides : les phosphatidylcholines (PC) et 

les phosphatidyléthanolamines (PE) (Bernhard et al., 2014). L’augmentation des ratios LA/DHA et 

LA/AA est ainsi corrélée à une augmentation du risque de développer plusieurs pathologies liées à la 

prématurité, comme la maladie pulmonaire chronique et la survenue d’un sepsis, mais pas la ROP 

(Martin et al., 2011). L’enrichissement de l’alimentation du prématuré en DHA permet néanmoins 

d’augmenter significativement les concentrations de DHA dans les phospholipides des globules 

rouges (Hoffman et al., 2006; Billeaud et al., 2018), et ce de manière dose-dépendante (Collins et al., 

2015). Les premières études de supplémentation en AGPIs oméga-3 ne semblent toutefois pas 

unanimes quant à la prévention de la ROP (Pawlik et al., 2014; Najm et al., 2017; Vayalthrikkovil et 

al., 2017). Parallèlement, l’AGPI oméga-6 AA, généralement considéré comme pro-inflammatoire et 

cytotoxique, semble constituer un marqueur plus pertinent que le DHA. En effet, tout comme pour le 

DHA, on observe une diminution post-natale des taux d’AA, et l’augmentation du ratio LA/AA est elle 

aussi corrélée à une augmentation du risque de développer une maladie pulmonaire chronique et la 

survenue d’un sepsis (Martin et al., 2011). De plus, un faible taux d’AA est fortement corrélé avec le 
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développement d’une ROP (Lofqvist et al., 2018). L’étude OMEGAROP réalisée par notre équipe a par 

ailleurs montré que l’accumulation d’AA dans les globules rouges chez les prématurés développant la 

ROP était corrélée à une diminution de l’AA dans les globules rouges chez la mère, suggérant ainsi 

une augmentation du transfert materno-fœtal des AGPIs oméga-6 (Pallot et al., 2019). 

 

Figure 27 : Représentation schématique de la pathogenèse de la ROP. La naissance prématurée est 
généralement suivie de la mise en place d’une oxygénothérapie, qui entraine une hyper oxygénation, 
laquelle entraine un arrêt de la croissance des vaisseaux de la rétine centrale (vaso-oblitération – 
phase 1). Cette dernière est associée à une augmentation de la sécrétion de facteurs pro-
inflammatoires, tandis que les facteurs de croissances sont quant à eux sous-exprimés. Dans un 
deuxième temps, la rétine n’étant pas suffisamment alimentée, s’installe une hypoxie relative 
caractérisée par une néovascularisation hyperproliférative (phase 2), associée à une surexpression de 
facteurs pro-inflammatoires et impliqués dans le remodelage vasculaire et l’angiogenèse. Adapté de 
Rivera et al., (2017). 

Curieusement, le modèle de souris déficiente en plasmalogènes (souris DAPAT-/-), qui sont des 

phospholipides considérés comme étant des réservoirs d‘AGPIs, présente des altérations du 

développement vasculaire dont certaines caractéristiques évoquent celles observées au cours de la 

ROP, suggérant un rôle des plasmalogènes dans la physiopathologie de la ROP. 
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III. Plasmalogènes 
A. Propriétés générales et classification 

Découverts par hasard sur des colorations histochimiques en 1924 (Feulgen and Voit, 1924), les 

plasmalogènes appartiennent à la famille des glycérophospholipides, lipides constitutifs des 

membranes cellulaires, dont ils forment une sous-catégorie. Ils sont caractérisés par la présence en 

position 1 (sn-1) du squelette de glycérol d’un dérivé de la liaison éther : la liaison vinyl-éther. Cette 

dernière résulte de la présence d’une insaturation supplémentaire sur le premier carbone de la 

chaine en sn-1 (Figure 28). A ce titre, ils appartiennent également à la famille des lipides contenant 

une liaison éther (éther-lipide). En conséquence, et contrairement aux phospholipides classiques, on 

ne trouvera pas un acide gras lié en sn-1 au glycérol, mais un alcool gras. On retrouve classiquement 

un acide gras estérifié en position 2 (sn-2) comme pour les autres groupes de phospholipides, et une 

fonction polaire liée en position 3 (sn-3) par une liaison phosphodiester. Parmi ces groupements 

polaires, on trouve les fonctions éthanolamine, choline, sérine et inositol. Afin de les distinguer de 

leurs homologues phospholipidiques diacylés, les espèces moléculaires de plasmalogènes sont 

désignées par le préfixe « plasményl » suivi du groupement polaire de tête, formant ainsi 

respectivement des plasményléthanolamines (pPE), plasménylcholines (pPC), plasménylsérines (pPS) 

et plasménylinositols (pPI). Ils se distinguent ainsi des autres éther-lipides qui, en raison de l’absence 

d’insaturation, sont quant à eux désignés par le préfixe « plasmanyl » (Figure 29). 

 

Figure 28 : Structure moléculaire des glycérophospholipides et de leurs sous-catégories à liaison 

éther et vinyl-éther. Les glycérophospholipides se caractérisent par un squelette de glycérol 

(orange), sur lequel se lient deux acides gras en position 1 et 2 par l’intermédiaire d’une liaison ester 

(bleue), tandis qu’un groupe polaire hydrophile se lie en position 3 du squelette de glycérol (violet). 

Les éther-lipides se distinguent par une liaison éther en position 1 (rouge), tandis que les 

plasmalogènes se caractérisent quant à eux par une liaison vinyl-éther (vert). 
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B. Distribution biologique, rétinienne et cellulaire 

Présents dans la quasi-intégralité des espèces animales et bactériennes anaérobies, les 

plasmalogènes représentent environ 10 à 18% de la masse phospholipidique totale chez l’Homme 

(Nagan and Zoeller, 2001). On les trouve dans la membrane plasmique, les organites intracellulaires 

et les vésicules d’endo/exocytose. S’ils sont présents dans tous les tissus de l’organisme où ils ne sont 

cependant pas uniformément distribués. On estime ainsi qu’ils représentent, en pourcentage de la 

masse phospholipidique : environ 5% dans les lipoprotéines (Engelmann, 2004), environ 11% dans la 

myéline (Nagan and Zoeller, 2001) et la rétine (Acar et al., 2007), de 20 à 50% dans le cœur et le 

cerveau et jusqu’à 55% dans les spermatozoïdes (Lessig and Fuchs, 2009). Les pPE sont l’espèce de 

plasmalogènes la plus abondante dans l’organisme, où ils peuvent représenter jusqu’à 29% des PE 

dans la rétine (Acar et al., 2007) et 58% dans le cerveau. Les pPC sont quant à eux particulièrement 

abondants dans le cœur, où ils peuvent représenter 26% des PC (Gottfried and Rapport, 1962; Han et 

al., 2001), alors qu’ils ne représentent que 2% des espèces de PC dans la rétine (Acar et al., 2007). Les 

plasmalogènes sont également présents au sein des phospholipides à inositol (PI) et sérine (PS), où ils 

sont néanmoins minoritaires et ne représentent que moins de 2% du total de ces espèces (Acar et al., 

2007; Nagy et al., 2012). Au niveau de leur répartition rétinienne, les pPE sont particulièrement 

abondants dans rétine neurale et l’EPR, tandis que les pPC sont les plus abondants dans le nerf 

optique. Les pPE les plus présents dans la couche nerveuse de la rétine sont les espèces estérifiées 

avec un AGPI en position sn-2, notamment l’AA ou le DHA, alors que dans le nerf optique, les espèces 

de pPC les plus présentes sont plutôt saturées (Nagy et al., 2012).   

C. Métabolisme  

1. Biosynthèse  

La biosynthèse des plasmalogènes suit une voie commune à la synthèse de tous les éther-lipides, 

impliquant successivement les peroxysomes et le réticulum endoplasmique.  

• Etapes peroxysomales 

Les peroxysomes sont de petits organites sphériques intracellulaires (0,1 à 1 µm de diamètre) 

délimités par une membrane en forme de bicouche lipidique, dont le nombre, la taille et la fonction 

sont étroitement corrélés aux variations de l’activité cellulaire (Smith and Aitchison, 2013; Wanders, 

2014). En premier lieu, un acide gras est converti en alcool gras par la FAR (Fatty Alcool Reductase), 

une enzyme située au niveau de la membrane du peroxysome (Etape 1, Figure 29). Deux isoformes 

ont pu être identifiées chez l’Homme et la souris : la FAR1 et la FAR2 (Cheng and Russell, 2004). FAR1 

réduit préférentiellement les chaines insaturées et saturées de 16 ou 18 carbones, tandis que FAR2 
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réduirait uniquement les chaines saturées de 16 ou 18 carbones (Cheng and Russell, 2004). Les 

plasmalogènes se caractérisent ainsi par quatre chaines possibles en sn-1 : l’acide palmitique (C16:0), 

l’acide stéarique (C18:0), l’acide oléique (C18:1 n-9) et plus rarement l’acide vaccenique (C18:1 n-7). 

Parallèlement à l’action de la FAR1/2, une autre enzyme de la membrane du peroxysome, la DHAPAT 

(DiHydroxy Acetone Phosphate Acyl Transferase ; également appelée GnPAT pour Glycerone 

Phosphate Acyl Transferase) réalise l’acylation d’une molécule de DHAP en 1-acyl-DHAP (Etape 2, 

Figure 29). L’ADAPS (Alkyl DHAP Synthase ; ou AGPS), autre enzyme membranaire peroxysomale, va 

ensuite échanger le groupement acyl en sn-1 avec l’alcool gras (groupement alkyl) synthétisé par la 

FAR, pour former un 1-O-alkyl-DHAP (Etape 3, Figure 29). L’1-O-alkyl-DHAP ainsi synthétisé est 

ensuite réduit en 1-O-alkyl-2-hydroxy-sn-glyceronephosphate par une acyl/alkyl-DHAP réductase 

(ADHAPR), enzyme localisée à la fois dans la membrane des peroxysomes et celle du réticulum 

endoplasmique (RE) (Dean and Lodhi, 2018).  

Il est important de préciser que l’ADAPS est en étroite interaction avec la DHAPAT. En effet, ces deux 

enzymes forment un complexe dont l’activité dépend des deux protéines, si bien qu’une déficience 

ou une altération fonctionnelle de l’ADAPS inhibe l’activité de la DHAPAT (de Vet et al., 1999; 

Itzkovitz et al., 2012). Par ailleurs, chacune des étapes peroxysomales constitue une étape clé qui ne 

peut être compensée. Ainsi, une déficience enzymatique en FAR1, en DHAPAT ou en ADAPS 

conduisent toutes à une déficience totale en plasmalogènes (Sztriha et al., 2000; Wanders and 

Waterham, 2006; Buchert et al., 2014). De la même manière, une déficience physique ou 

fonctionnelle du peroxysome atteint directement la capacité de biosynthèse des plasmalogènes. Par 

exemple, une altération du gène PEX7, codant pour une protéine impliquée dans la formation de cet 

organite, conduit également à une déficience totale de l’organisme en plasmalogènes (Purdue et al., 

1997; Braverman et al., 2010; Brites et al., 2011). 

• Etapes endoplasmiques 

Le peroxysome est capable d’interagir avec le RE en se fixant sur sa membrane (Schrader et al., 

2020). Ceci permet notamment le transfert de l’1-O-alkyl-2-hydroxy-sn-glyceronephosphate depuis le 

peroxysome vers le RE (étape 4, Figure 30). Ce dernier va alors suivre une succession d’étapes 

d’acylation (étape 5), de déphosphorylation (étape 6), d’estérification (étape 7) et de réduction 

(étape 8), pour aboutir à la formation d’un plasmalogène de type éthanolamine (pPE) (Braverman 

and Moser, 2012; Honsho and Fujiki, 2017; Messias et al., 2018). Il est important de mentionner que 

le 1-O-alkylglycérol (AKG) peut entrer directement dans la voie de biosynthèse à l’étape 4, court-

circuitant ainsi les étapes péroxysomales. Cette propriété importante en fait un précurseur de 
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plasmalogène particulièrement intéressant, puisqu’il permet de restaurer les taux de plasmalogènes 

en cas de déficience enzymatique péroxysomale (Brites et al., 2011).  

 

Figure 29 : Représentation schématique et simplifiée de la voie de biosynthèse des plasmalogènes 

de type éthanolamine (pPE) et choline (pPC) au sein du peroxysome et du réticulum 

endoplasmique (RE). La synthèse des plasmalogènes se déroule selon 8 étapes communes quelle 

que soit la classe de phospholipide : 3 étapes péroxysomales et 5 étapes dans le RE. Différentes voies 

sont ensuite impliquées selon que le plasmalogène néosynthétisé appartienne à la catégorie des 

plasménylcholines ou des plasményléthanolamines. Adapté de (Kimura et al., 2019). 

Par ailleurs, les plasmalogènes de type choline (pPC) ne sont pas directement néo-synthétisés, mais 

produits à partir des pPE. En effet, puisqu’il n’existe pas de plasmenylcholine désaturase, ils ne 

peuvent être synthétisés qu’après une hydrolyse préalable du groupement éthanolamine des pPE 

(Figure 29) (Lee, 1998). 

Une fois synthétisés, les plasmalogènes sont ensuite adressés vers la membrane plasmique soit par 

l’intermédiaire de vésicules, en impliquant les systèmes de Golgi et endosomaux, soit par une voie 

non vésiculaire impliquant des protéines de transport de lipides (Lev, 2012; Cockcroft and Raghu, 

2018). 
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2. Régulation et turnover  

• Maintien des niveaux cellulaires 

Les niveaux de plasmalogènes sont étroitement contrôlés par la cellule. En effet, la supplémentation 

in vitro de cultures cellulaires en précurseurs de plasmalogènes sous la forme d’AKG permet de 

restaurer les concentrations de cellules déficientes (Schrakamp et al., 1985; van den Bosch et al., 

1988; James et al., 1997), mais pas au-delà des concentrations physiologiques (Cabot and Synder, 

1980). Ainsi, la supplémentation de cellules contrôle en AKG n’a aucun impact sur leurs niveaux de 

plasmalogènes. Le même constat a pu être effectué in vivo : la supplémentation nutritionnelle en 

AKG de rongeurs déficients en plasmalogène restore leurs niveaux tissulaires au niveau des animaux 

contrôle, mais la supplémentation d’animaux contrôles n’induit aucune augmentation de la 

concentration tissulaire en plasmalogènes (Das and Hajra, 1988). L’introduction artificielle d’un ADNc 

codant pour la DHAPAT dans une lignée cellulaire déficiente pour cette enzyme induit une 

augmentation de l’activité de la DHAPAT jusqu’à six fois supérieure à celle des cellules contrôles (Liu 

et al., 2005). Pourtant, les concentrations cellulaires de plasmalogènes sont uniquement restaurées 

au même niveau que celui des cellules contrôles. La question de la régulation endogène des niveaux 

de plasmalogènes est ainsi restée longtemps sans réponse. Récemment, une étude semble toutefois 

avoir déterminé un acteur majeur dans cette régulation : la FAR1 (Honsho et al., 2010). Cette étude 

montre en effet que l’activité de la FAR1 augmente suite à une diminution des niveaux de 

plasmalogènes et inversement, diminue lorsque les niveaux de plasmalogènes sont restaurés. Ce 

résultat est notamment appuyé par le fait que l’on observe une accumulation d’alcool gras dans les 

fibroblastes de patients atteints de RCDP et déficients en plasmalogènes (Rizzo et al., 1993). La 

restauration des niveaux de plasmalogènes entraine une diminution de l’expression de la protéine, 

sans que sa traduction soit affectée, suggérant une régulation post-traductionnelle. Le turn-over de 

la FAR1 est ainsi accéléré spécifiquement par la présence des plasmalogènes, puisque l’ajout 

d’équivalents PE ou de 2-acyl-GPE restent sans effet sur la dégradation de la protéine. La liaison 

vinyl-éther en sn-1 est donc cruciale dans la détection et la régulation de FAR1, mais les mécanismes 

exacts restent à déterminer.  

Par ailleurs, la cellule est capable de réguler sa production de phospholipides en fonction des niveaux 

de plasmalogènes dans un groupe de phospholipides donné. En l’occurrence, pour le groupe des 

phospholipides à éthanolamine par exemple, une diminution de la concentration de pPE sera 

compensée par une augmentation des autres espèces de PE (Zoeller and Raetz, 1986; Dorninger et 

al., 2015). Ceci permet notamment à la cellule de maintenir un niveau constant de l’espèce de 
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phospholipide en question, indépendamment des variations au sein des sous-groupes de 

phospholipides. 

• Contexte pathologique 

Si l’on a vu que l’activité de la DHAPAT n’était pas le facteur permettant de réguler les niveaux 

cellulaires de plasmalogènes, elle est toutefois la cible de certaines conditions particulières. En effet, 

lors d’une inflammation ou d’un stress important, la cellule surexprime le facteur de transcription 

NFκB, qui va réguler l’expression de nombreux gènes dont ceux de la DHAPAT et de l’ADAPS, dont il 

inhibe l’expression (Youssef et al., 2019). Ces contextes inflammatoires sont également associés à 

une augmentation de l’activité des phospholipases A2 calcium-indépendantes (iPLA2), qui sont 

capables de dégrader spécifiquement les plasmalogènes (Sun et al., 2010; Shanshan et al., 2017). Si la 

conséquence directe sur les niveaux cellulaires de plasmalogènes n’a pas été déterminée dans cette 

étude, cela pourrait faire partie des mécanismes expliquant la baisse de la concentration en 

plasmalogène observée au cours des pathologies neurodégénératives, notamment caractérisées par 

un phénotype inflammatoire important (Senanayake and Goodenowe, 2019). 

• Plasmalogènes et alimentation 

Contrairement à la majorité des lipides, notre métabolisme des plasmalogènes ne repose pas sur les 

apports alimentaires. Toutefois, puisqu’on en trouve dans toutes les membranes cellulaires 

(animales), l’alimentation humaine apporte bien des plasmalogènes. Si les aliments les plus 

« classiques » ne représentent pas des sources susceptibles d’être d’un intérêt physiologique 

quelconque, certains fruits de mer semblent contenir des quantités significatives de pPE, notamment 

estérifiés avec des AGPIs oméga-3 (Yamashita et al., 2016). Pourtant, des études nutritionnelles 

montrent qu’une supplémentation en plasmalogènes permet d’accroitre significativement la 

quantité de plasmalogènes contenus dans les globules rouges (Nishimukai et al., 2003; Mawatari et 

al., 2012), et pourrait même s’avérer être une stratégie de prévention contre les troubles cognitifs 

chez les patients atteints de la maladie d’Alzheimer (Fujino et al., 2017; Yamashita et al., 2017; 

Hossain et al., 2018). Le métabolisme intestinal des plasmalogènes reste cependant peu étudié et 

mal connu. Une étude a toutefois montré qu’ils sont capables d’élever significativement les 

concentrations sériques d’AGPIs suite à leur ingestion (Wang et al., 2019a). Lors de la digestion, 

l’acide gras en sn-2 est libéré par l’action des lipases, et le lysoplasmalogène est absorbé tel quel au 

niveau des entérocytes (Hara et al., 2003; Wang et al., 2019a). Le lysoplasmalogène serait ensuite ré-

estérifié avant d’être envoyé dans la circulation lymphatique, majoritairement avec un AA en sn-2 
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(Nishimukai et al., 2011). Par ailleurs, les plasmalogènes de type choline seraient nettement mieux 

absorbés que les plasmalogènes de type éthanolamine (Nishimukai et al., 2011). 

Cependant, les études de supplémentation se sont majoritairement penchées sur les précurseurs de 

plasmalogènes, à savoir les AKG. Leur administration dans le contexte d’une déficience en 

plasmalogènes a été largement étudiée, et l’efficacité d’une telle supplémentation, a montré son 

efficacité in vitro comme in vivo. Toutefois, dans le contexte d’une déficience congénitale, les études 

montrent qu’il n’y aurait pas de transfert materno-fœtal des AKG au cours de la gestation, et que le 

transfert ne débute qu’à partir de l’allaitement (Das et al., 1992; Brites et al., 2011). Si elle permet de 

prévenir l’apparition de certaines anomalies, notamment oculaires, la supplémentation au cours de 

l’allaitement ne serait pas suffisante pour rétablir un phénotype contrôle, puisque les nouveau-nés 

n’auraient alors récupéré que 45 à 65% des niveaux tissulaires de plasmalogènes. Afin d’atteindre 

une restauration tissulaire complète, deux mois sont au moins nécessaires (Brites et al., 2011). 

D. Rôles fonctionnels des plasmalogènes 

1. Propriétés antioxydantes 

Les plasmalogènes ont toujours été étroitement lié à l’oxygène, et ce tout au cours de l’évolution. En 

effet, leur présence n’est pas uniforme dans le monde vivant : ils sont fortement représentés chez les 

animaux, vertébrés comme invertébrés, et chez les bactéries anaérobies strictes, tandis qu’ils sont 

absents chez les plantes, chez les espèces fongiques (sauf exceptions) ainsi que chez les bactéries 

aérobies et anaérobies facultatives (Goldfine, 2010). Cette disparité possède une origine évolutive : 

les plasmalogènes seraient apparus deux fois au cours de l’évolution (Goldfine, 2010). Les premières 

formes de vie, qui étaient anaérobies, ont en effet développé une première voie de biosynthèse des 

plasmalogènes, qui n’a pas été conservée par les premiers organismes aérobies, apparus à la suite de 

la concentration du dioxygène dans l’atmosphère il y a un peu plus de 2 milliards d’années. Ceci 

s’expliquerait notamment par la sensibilité des plasmalogènes à l’oxydation et aux espèces réactives 

oxygénées (ROS), qui dégradent la liaison vinyl-éther (sn-1) (Morand et al., 1988). L’accumulation des 

produits de dégradation des plasmalogènes pourrait en effet endommager la cellule. Partant de ce 

constat, il peut paraitre étonnant d’observer la présence de plasmalogènes dans les cellules animales 

aérobies, fortes productrices de ROS. L’hypothèse avancée est qu’ils pourraient justement permettre 

de limiter les atteintes oxydatives de la cellule, leur conférant un rôle d’antioxydant (Morand et al., 

1988; Zoeller et al., 1988; Nagan et al., 1998). Il a ainsi été montré que des cellules déficientes en 

plasmalogènes sont plus sensibles à l’oxydation induite par les ROS et aux rayons UV, entrainant une 

mortalité cellulaire plus importante (Zoeller et al., 1988). Ce paramètre étant notamment restauré 
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par une supplémentation en précurseurs de plasmalogènes (Zoeller et al., 1999), l’implication des 

plasmalogènes dans ces mécanismes de défense semble certaine. 

2. Structure et dynamique membranaire 

La particularité des plasmalogènes ne s’arrête pas à l’oxydation. En effet, les études de spectroscopie 

par résonnance magnétique nucléaire (RMN) ont suggéré dès les années 1990 que la liaison vinyl-

éther en position sn-1 provoque un changement de conformation du squelette de glycérol (Han and 

Gross, 1990; Paltauf, 1994). Elle induirait un rapprochement quasi parallèle des chaines sn-1 et sn-2, 

qui sont normalement beaucoup plus écartées dans leur équivalent phospholipidique diacylé. Ainsi, 

l’augmentation de la longueur et la diminution de l’espace occupé résultent en une réduction de la 

fluidité membranaire, favorisant un arrangement membranaire ordonné, de même que les 

phénomènes de fusion et de fission, notamment impliqués dans les mécanismes d’endocytose et 

d’exocytose. En effet, des études de biophysique montrent que les vésicules contenant 45-50% de 

pPE fusionnent plus rapidement que celles ne contenant que les formes diacyl. De plus, les cellules 

déficientes en plasmalogènes montrent une diminution significative de la capacité à exporter le 

cholestérol vers les particules HDL (Mandel et al., 1998), ainsi qu’une diminution significative du 

niveau d’ordre membranaire (Hermetter et al., 1989). Par ailleurs, la liaison vinyl-éther en sn-1 

accroit l’hydrophobicité des plasmalogènes, ce qui les rend particulièrement adaptés à 

l’incorporation dans les radeaux lipidiques (lipid rafts). Ces micro-domaines membranaires, enrichis 

en cholestérol et en sphingomyéline, forment une phase dite de « liquide ordonné », caractérisée par 

la stabilité, l’ordre et des températures de fusion similaires aux solides, tout en ayant la mobilité d’un 

liquide. Différentes études ont à ce titre montré un enrichissement des lipid rafts en plasmalogènes 

de 30 à 70% (Pike et al., 2002; Honsho et al., 2008). De plus, des études ont rapporté que le contenu 

en cholestérol membranaire est étroitement lié à celui des plasmalogènes, notamment les pPE 

(Mankidy et al., 2010; Honsho et al., 2015; Honsho and Fujiki, 2017; Honsho et al., 2019) ce qui tend 

à confirmer l’existence d’un lien direct entre les plasmalogènes et la composition membranaire. Ces 

prédictions ont pu être récemment confirmées par de nouveaux modèles de dynamique moléculaire 

membranaire, qui montrent notamment l’impact de la présence de plasmalogènes dans la 

configuration et l’organisation spatiale d’une membrane (Figure 30) (Rog and Koivuniemi, 2016).   
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Figure 30 : Impact des plasmalogènes dans l’organisation moléculaire de la bicouche lipidique. 

Représentation d’une membrane en fonction de sa composition phospholipidique. Une membrane 

composée par des plasmalogènes à éthanolamine (PlsPE) sera plus compacte en largeur mais plus 

espacée en hauteur qu’une membrane composée par leur équivalent diacylé (diacyl-PE). Adapté de 

Rog and Koivuniemi (2016). 

3. Signalisation cellulaire 

Le rôle des plasmalogènes ne se limite cependant pas à leurs fonctions structurales et aux propriétés 

physiques qu’ils apportent au sein des membranes cellulaires. Les recherches menées sur les 

plasmalogènes montrent en effet qu’ils semblent également jouer un rôle important dans les 

mécanismes de signalisation intracellulaire. Ces mécanismes peuvent être décomposés selon deux 

composantes distinctes : la libération de l’acide gras à partir de la position sn-2, et la génération du 

lysoplasmalogène qui en découle. 

• Signalisation liée à l’acide gras en position sn-2 

Comme pour tous les glycérophospholipides, la position sn-2 des plasmalogènes est estérifiée avec 

un acide gras. Cette liaison est la cible d’enzymes intracellulaires particulières, les phospholipases A2 

(PLA2). Suite à un stimulus donné, comme par exemple la fixation d’un récepteur à son ligand, un 

stress oxydant ou l’augmentation du calcium intracellulaire, ces PLA2 vont être recrutées au niveau 

de la membrane plasmique, où elles vont hydrolyser la liaison ester en sn-2, libérant ainsi l’acide gras 

du plasmalogène, qui est alors requalifié en lysoplasmalogène. Cependant, compte-tenu de la 

spécificité fonctionnelle des plasmalogènes vis-à-vis des autres phospholipides, il apparaitrait logique 

que la cellule dispose d’un contrôle spécifique aux plasmalogènes. A ce jour, 3 PLA2 spécifiques des 

plasmalogènes ont pu être identifiées, respectivement de 28, 39 et 40 kDa (Wolf and Gross, 1985; 

Hazen et al., 1990; Hazen et al., 1991a; Portilla and Dai, 1996; Yang et al., 1996; Portilla et al., 1998). 
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De plus, ces PLA2 spécifiques des plasmalogènes partagent une caractéristique commune, à savoir 

leur indépendance vis à vis du calcium (Ford et al., 1991; Hazen et al., 1991b; Hazen and Gross, 1992; 

McHowat et al., 1998). On parle ainsi de PLA2 calcium-indépendante (iPLA2). Les iPLA2 constituent le 

groupe VI de la vaste famille des PLA2  (Kudo and Murakami, 2002). 

Les acides gras estérifiés en sn-2 sur les plasmalogènes sont majoritairement des AGPIs, tels que l’AA 

qui appartient à la série des oméga-6, et le DHA (acide docosahexaénoïque), qui appartient à la série 

des oméga-3. Les plasmalogènes contiennent en effet des niveaux significativement plus élevés 

d’AGPIs que leurs homologues phospholipidiques (Blank et al., 1973; Sugiura et al., 1983; Gross, 

1984; Sugiura et al., 1985; Ford and Gross, 1989b; Akoh and Chapkin, 1990), si bien qu’ils sont 

considérés comme des réservoirs cellulaires d’AGPIs (Nagan and Zoeller, 2001). Ces AGPIs, une fois 

libérés, constituent des messagers secondaires importants dans les voies de signalisation 

intracellulaire. Ils modulent en effet l’action de facteurs de transcription cruciaux pour l’activité 

cellulaire, tels que NFκB, SREBP (Sterol Response Element Binding Protein) et les PPAR (Peroxisome 

Proliferator-Activated Receptor) (Schmitz and Ecker, 2008). Si leurs mécanismes d’action sont 

communs, les AGPIs oméga-6 et oméga-3 ont pourtant des rôles antagonistes dans les voies qu’ils 

régulent. 

L’AA est le principal précurseur d’une famille de molécules pro-inflammatoires : les eicosanoïdes. 

Une fois libéré, l’AA est métabolisé par différentes enzymes, telles que les cyclooxygénases (COX), les 

lipoxygénases (LOX) ou le cytochrome P450. Ces enzymes vont alors produire divers métabolites, que 

sont respectivement les prostaglandines (PG) et les thromboxanes (TX) de la série 2, les leucotriènes 

(LT) de la série 4, ainsi que les dérivés hydroxylés (HETE) ou hydroperoxydés (HPETE) (Harizi et al., 

2008; Schmitz and Ecker, 2008). Ces eicosanoïdes sont impliqués dans de nombreuses pathologies 

inflammatoires dont ils constituent par ailleurs des marqueurs, y compris dans les pathologies de la 

rétine et de ses vaisseaux (Kulkarni, 1991; Hardy et al., 2005; Gubitosi-Klug et al., 2008; Talahalli et 

al., 2010; Ryskamp et al., 2014; Elmasry et al., 2019). A forte concentration, l’AA libre possède 

également un caractère cytotoxique (Chen et al., 1997; Pompeia et al., 2003). 

Contrairement à l’AA, le DHA possède des propriétés anti-inflammatoires. Suite à sa libération du 

plasmalogène par la iPLA2, le DHA exerce son action selon deux voies distinctes mais 

complémentaires. Le DHA libre constitue en effet un ligand pour le RXR (Retinoid X Receptor), dont 

l’hétérodimérisation avec les PPARs entraine la translocation nucléaire du facteur de transcription et 

la régulation consécutive des gènes de l’inflammation (Figure 31) (Bordoni et al., 2006). Il serait 

également impliqué dans la régulation de la réponse calcique à un stress cellulaire (Sergeeva et al., 
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2005; Begum et al., 2012). Parallèlement, le DHA est métabolisé en docosanoïdes par les mêmes 

familles d’enzymes que l’AA (COX, LOX et cyt P450). Parmi les dérivés métaboliques ainsi synthétisés 

figurent principalement la famille des SPM (Specialized Pro-resolving Mediators) : les protectines, les 

résolvines et les marésines. La neuroprotectine D1 (NPD1) et la résolvine D1 (RvD1) étant 

probablement les deux médiateurs les plus étudiés et les plus actifs. Ces dérivés oxydés du DHA 

activent eux aussi la voie des PPARs (Itoh and Yamamoto, 2008), notamment dans les cellules gliales 

et neurales via PPARγ (Zhao et al., 2011). Ils inhibent également la production de facteurs pro-

inflammatoires (Figure 31) (Serhan, 2002; Ariel and Serhan, 2007; Bazan, 2009a, b; Calandria et al., 

2009; Dalli et al., 2013; Hong and Lu, 2013; Joffre et al., 2016; Laye et al., 2018) tels que le TNF-α, l’IL-

1β et l’IL-6, en limitant notamment l’activation de la voie des MAPK telles que p38 et ERK 1/2 (Bagga 

et al., 2003; Pan et al., 2009; Abdelmoaty et al., 2013; Heras-Sandoval et al., 2016). A l’échelle 

tissulaire, il a ainsi été montré que le DHA et ses dérivés permettent de prévenir les altérations 

observées au cours des rétinopathies (SanGiovanni and Chew, 2005), notamment la 

néovascularisation pathologique telle qu’observée chez un modèle animal de la ROP (Connor et al., 

2007). 

 

Figure 31 : Représentation schématique du mécanisme d’action de la signalisation cellulaire liée à 

la libération du DHA depuis les plasmalogènes (PLS). Adapté de Heras-Sandoval et al., (2016). 
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La signalisation induite par les plasmalogènes ne se limite cependant pas à la libération des AGPIs. En 

effet, les plasmalogènes sont susceptibles d’être dégradés par d’autres types d’enzymes, générant 

chacune des produits de dégradation spécifique, responsables d’effets divers sur la régulation des 

voies de signalisation.  

• Signalisation liée aux autres produits de la dégradation des plasmalogènes 

-Lysoplasmalogènes  

Suite à la libération de l’acide gras en sn-2 par la iPLA2, le plasmalogène devient un 

lysoplasmalogène. Il a ainsi été montré que les lysoplasmalogènes à éthanolamine peuvent jouer un 

rôle d’antigène dans la stimulation et la maturation des cellules NK (Facciotti et al., 2012), tandis que 

les lysoplasmalogènes à choline seraient impliqués dans l’adhérence des neutrophiles aux cellules 

endothéliales (White et al., 2007), probablement via une kinase cAMP-dépendante spécifique pour 

ces derniers (Williams and Ford, 1997). Le plasmenyl-lysophosphatidate a également pu être identifié 

en tant que possible facteur de croissance cellulaire (Fischer et al., 1998). Au niveau fonctionnel, il a 

récemment été montré que des niveaux élevés de lysoplasmalogènes, témoignant d’une activité 

importante de la iPLA2, sont associés à des perturbations électrophysiologiques, à une inhibition de la 

Na+/K+ ATPase ainsi qu’à une activation de la PKA (Wu et al., 2011). Les lysoplasmalogènes font 

également l’objet d’une régulation par les lysoplasmalogénases. Ces enzymes sont spécifiques de la 

forme désacylée en sn-2 des plasmalogènes, et catalysent l’hydrolyse de la liaison vinyl-ether en sn-1, 

libérant ainsi un aldéhyde gras (Wu et al., 2011), qui pourra ensuite être oxydé en acide gras ou 

réduit en alcool gras (Rizzo et al., 2000; Rizzo, 2014). L’activité de la lysoplasmalogénase est 

inversement corrélée aux niveaux constitutifs en plasmalogènes des différents tissus. Elle est ainsi 

minimale dans le cerveau et le cœur, qui sont particulièrement riches en plasmalogènes, tandis 

qu’elle est maximale au niveau du foie et de la muqueuse intestinale (Wu et al., 2011). Enfin, le 

groupement polaire des lysoplasmalogènes peut également être hydrolysé par une phospholipase D 

(PLD) spécifique (Matsumoto et al., 2016; Sakasegawa et al., 2020). 

-Alkenylacyl-glycérides  

De nombreux stimuli cellulaires impliquent l’activation de récepteurs couplés aux protéines G 

(RCPG), qui entrainent l’activation d’une phospholipase C (PLC), ce qui clive un glycérophospholipide 

en diacylglycérol (DAG) et en inositol triphosphate (IP3). La libération d’un DAG entraine dans un 

deuxième temps le recrutement d’une protéine kinase C (PKC) au niveau de la membrane plasmique, 

qui active alors des voies de signalisation telle que la voie des MAPK. Les plasmalogènes (et les éther-
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glycérophospholipides) n’y font pas exception et génèrent des alkenylacyl-glycérides (1-alkenyl-2acyl-

glycérol) suite à un stimulus induisant l’activation d’une PLC (Daniel et al., 1986; Rider et al., 1988). 

L’accumulation spécifique de ces espèces moléculaires a notamment pu être mise en évidence in 

vitro lors d’un stress ischémique (Ford and Gross, 1989a) ou après avoir exposé des cellules à l’IL-1  

(Musial et al., 1995). Cependant, contrairement au DAG, il a été montré que les alkenylacyl-

glycérides n’induisent pas d’activation de la PKC (Cabot and Jaken, 1984; Ganong et al., 1986; 

Heymans et al., 1987; Daniel et al., 1988). Au contraire, ils seraient des compétiteurs du DAG et 

constitueraient un mécanisme d’inhibition (Daniel et al., 1988; Mandal et al., 1997). Ceci est 

notamment appuyé par le fait que la restauration in vitro des taux de plasmalogènes dans des 

cellules initialement déficientes induise une inhibition de la translocation membranaire de la PKC-α 

(Clark and Murray, 1995). Cette inhibition serait toutefois dépendante du type cellulaire et des 

isoformes de PKC (Ford et al., 1989; Clark and Murray, 1995). 

-Lipides α-chlorés  

Certains contextes inflammatoires se caractérisent par l’activation et le recrutement de leucocytes 

de type polynucléaires neutrophiles qui contiennent une enzyme particulière, la myéloperoxydase 

(MPO). Suite à un stimulus entrainant leur activation, la MPO est surexprimée par les leucocytes, qui 

pourront alors la libérer dans l’espace extracellulaire par un processus appelé « dégranulation ». Il a 

été montré que l’action de la MPO est directement impliquée dans la diminution de la perméabilité 

de la barrière hémato-encéphalique (Ullen et al., 2013), que l’on sait comparable à la barrière 

hémato-rétinienne notamment. Or, le recrutement de neutrophiles au niveau de la rétine et leur 

implication dans les dégénérescences vasculaires associées ont été clairement identifiés (Zhou et al., 

2010; Dursun et al., 2015). Ils sont ainsi associés aux lésions vasculaires de la rétinopathie diabétique 

(Kim et al., 2005; Veenstra et al., 2013) et à la forme néovasculaire de la DMLA (Lechner et al., 2015), 

dont ils constitueraient un facteur de prédiction indépendant (Kurtul and Ozer, 2019). Par ailleurs, 

comme cela a pu être montré précédemment, la rétine est un tissu plutôt riche en plasmalogènes. 

Or, la MPO est capable d’attaquer spécifiquement la liaison vinyl-éther des plasmalogènes : les 

plasmalogènes sont clivés en un lysophospholipide et un aldéhyde gras α-chloré (α-ClFALD = α-

Chlorinated Fatty Aldehyde). Ces α-ClFALD jouent un rôle dans la chimiotaxie des neutrophiles, 

favorisant notamment leur recrutement. Si leurs rôles cellulaires ne sont pas encore totalement 

identifiés, plusieurs études ont néanmoins montré une accumulation au cours de l’inflammation 

(Ullen et al., 2010) ainsi que des perturbations de la barrière endothéliale (Ullen et al., 2013; 

Nusshold et al., 2016). De manière intéressante, un nombre croissant d’études montre justement 
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une surexpression de la MPO dans les rétinopathies à composante néovasculaire (Augustin et al., 

1993; Augustin et al., 1995). 

4. Autres rôles 

Depuis quelques années, les plasmalogènes sont également considérés comme de potentiels 

biomarqueurs pour certaines pathologies, telles que certaines dysfonctions mitochondriales (Ruiz et 

al., 2019), le glaucome (Acar et al., 2009) ou encore la maladie d’Alzheimer (Wong et al., 2017). Ainsi, 

les premiers signes de la maladie d’Alzheimer seraient observables dans la rétine, ce qui pourrait 

constituer un marqueur précoce de la pathologie (Koronyo et al., 2012; Moschos et al., 2012; Krantic 

and Torriglia, 2014). 

E. Régulation du développement vasculaire rétinien et implications dans la ROP  

Afin d’étudier les rôles biologiques des plasmalogènes, de nombreuses approches ont été envisagées 

et sont aujourd’hui à notre disposition. L’utilisation de lignées cellulaires ou d’animaux déficients en 

plasmalogènes représente probablement l’approche la plus utilisée à l’heure actuelle. Si les études 

menées in vitro sur des lignées cellulaires nous permettent de déchiffrer les mécanismes 

moléculaires dans lesquels sont impliqués les plasmalogènes, l’observation d’animaux déficients en 

plasmalogènes nous permet de vérifier leurs rôles physiologiques à l’échelle des tissus et de 

l’organisme. Il existe plusieurs souches murines dont la déficience en plasmalogènes est causée par 

une altération génétique propre. Ainsi, chez les souris mutantes pour le gène Pex7 par exemple, la 

déficience en plasmalogènes est consécutive de la déficience en peroxysomes (Brites et al., 2003). 

Chez la souris DAPAT-/-, les peroxysomes sont normalement formés, mais la délétion des exons 5 à 7 

du gène codant pour la DHAPAT induit une déficience totale en plasmalogènes (Rodemer et al., 

2003). Cette déficience en plasmalogènes induit une surmortalité et se traduit par un phénotype 

singulier, caractérisé par de nombreuses altérations, telles qu’un faible poids et une altération de la 

croissance, une infertilité chez les mâles, mais surtout des anomalies majeures du développement 

oculaire. Ces anomalies sont multiples et touchent l’œil à tous les niveaux : microphtalmie (réduction 

d’environ 20% du diamètre de l’œil), malformation de la chambre antérieure de l’œil, mauvaise 

différenciation et structuration cellulaire du cristallin, résultant en l’apparition d’une cataracte. La 

rétine n’est pas épargnée par la déficience en plasmalogènes, avec des altérations dans la structure 

et la pigmentation de l’EPR, une accumulation des produits de dégradation des photorécepteurs, une 

hypoplasie doublée d’une hypomyélyination du nerf optique (Rodemer et al., 2003). S’ajoutent 

également la persistance des vaisseaux hyaloïdiens et des anomalies du développement vasculaire 

rétinien (Saab et al., 2014). Ces dernières se manifestent notamment par un retard initial du 

développement centrifuge des vaisseaux (Figure 32A), qui se mettent en place selon deux phases : 
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une première phase de retard de croissance des vaisseaux, suivie par une deuxième phase de 

néovascularisation, entrainant un développement anarchique des vaisseaux néoformés, caractérisés 

notamment par une dilatation des artères principales, une tortuosité accrue et des lésions 

provoquant des fuites vasculaires (Figures 32B et 32C) (Saab et al., 2014). Au niveau fonctionnel, cela 

se traduit par la disparition de l’onde b à l’électrorétinogramme (ERG) résultant en un ERG dit 

« négatif » chez les souris déficientes en plasmalogènes (Saab et al., 2014), ce qui est caractéristique 

d’une hypoxie de la rétine centrale (Kang Derwent and Linsenmeier, 2000; Beck et al., 2017). Au 

niveau cellulaire et moléculaire, ce développement pathologique est notamment corrélé à une 

perturbation du réseau astrocytaire, marqué par une suractivation des astrocytes (Figure 32D) et par 

la surexpression de facteurs liés à l’angiogenèse comme les angiopoïétines 1 et 2 (ANGPT1, 2), 

rapprochant ainsi ce modèle des anomalies observées au cours de la ROP. 

 

Figure 32 : Caractérisation des anomalies des réseaux vasculaires rétiniens et astrocytaire de la 
souris déficiente en plasmalogènes (DAPAT-/-). A : Retard de croissance centrifuge des vaisseaux. B-
C : Anomalies morphologiques des vaisseaux chez la souris adulte déficiente en plasmalogènes (C) 
par rapport à une souris contrôle (B), les vaisseaux présentent une dilatation importante (étoiles), 
des tortuosités (flèches) et des lésions (cercle). Images obtenues en microscopie confocale sur des 
rétines montées à plat après marquage des cellules endothéliales (ILB4). D : Les anomalies du 
développement vasculaires sont corrélées à une altération du réseau astrocytaire, due à une 
suractivation des astrocytes. Images obtenues en microscopie confocale sur des rétines montées à 
plat après marquage des cellules endothéliales (ILB4) et des astrocytes (GFAP). Adapté de Saab et al., 
(2014). 
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Compte tenu de leur importance dans la mise en place et la régulation du développement vasculaire 

rétinien, l’altération morphologique et fonctionnelle du réseau astrocytaire laisse à penser que les 

astrocytes pourraient jouer un rôle de premier ordre dans le phénotype vasculaire rétinien de la 

souris DAPAT-/-.  Pourtant, les astrocytes ne sont pas connus pour jouer un rôle prépondérant dans le 

métabolisme rétinien des plasmalogènes, contrairement aux cellules de Müller, les cellules gliales 

majoritaires de la rétine. Les cellules de Müller sont capables de communiquer directement entre 

elles ainsi qu’avec les astrocytes par des jonctions cellulaires particulières : les jonctions gap. Ces 

jonctions sont constituées de connexines, dont la connexine 43 (Cx43), qui représente la connexine 

majoritaire des jonctions gap des cellules gliales. Or, il s’avère que la déficience en plasmalogènes de 

la souris DAPAT -/- est associée à une sous-expression de la Cx43 (Rodemer et al., 2003) (Rodemer et 

al 2003). Il est ainsi possible d’envisager que des anomalies de la communication intercellulaire par 

jonction gap (GJIC) participent aux altérations du développement vasculaire rétinien chez la souris 

DAPAT-/-. 
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IV. La communication intercellulaire par 

jonction gap  
A. Définition, structure et organisation 

Depuis l’avènement des formes de vie multicellulaires, de nombreux mécanismes de communication 

intercellulaire sont apparus, permettant le maintien de l’homéostasie et la réponse à divers stimuli 

au moyen de l’échange de molécules dites « messagers ». Parmi ces mécanismes figure la 

communication par voie dite calcique, qui permet la diffusion directe d’une information depuis le 

cytosol d’une cellule vers le cytosol de cellules adjacentes. Cette communication est notamment 

rendue possible par la présence de jonctions intercellulaires particulières : les jonctions gap (Figure 

33). Elles sont constituées par l’assemblage d’hémi-canaux transmembranaires de deux cellules en 

contact, les connexons, et permettent le passage de petites molécules telles des ions (comme le 

Ca2+), des métabolites ou des messagers secondaires (comme l’IP3) jusqu’à un poids d’1 kDa (Evans 

and Martin, 2002). Les jonctions gap existent généralement sous forme de plaques, observables en 

microscopie électronique. Les connexons, éléments primaires de ces jonctions, forment des 

structures semblables à des pores au sein de la membrane. Ils sont eux-mêmes constitués de 6 sous-

unités disposées en hexamère de protéines spécifiques, les connexines (Cx). Il existe une certaine 

diversité dans les types de connexines, dont l’expression semble être dépendante du tissu. Les 

connexons peuvent être constitués d’un unique type de connexines ou d’un arrangement de 

différents types. On parlera alors respectivement de connexon homomérique ou hétéromérique. Si 

les deux connexons se faisant face sont identiques, ils donneront naissance à un canal homotypique, 

tandis que si les deux connexons sont différents, ils donneront un canal dit hétérotypique. A l’heure 

actuelle, au moins 21 gènes codant pour une connexine ont pu être identifiés chez l’Homme, chacun 

donnant lieu à l’expression d’une connexine spécifique, dont les poids moléculaires varient de 21 à 

62kDa (Sohl and Willecke, 2003). Dans l’œil, on trouve essentiellement des connexines dans le 

cristallin et la rétine. Les jonctions gap du cristallin sont majoritairement composées des Cx43, Cx46 

et Cx50, et il a été montré qu’une mutation de la Cx46 peut favoriser l’apparition d’une cataracte 

(Berthoud et al., 2014), ce qui souligne leur importance dans la physiologie et la fonction oculaire. 

Dans la rétine, les Cx26, Cx30, Cx36, Cx37, Cx40 Cx43, Cx45, Cx50 et Cx57 ont pu être identifiées. Elles 

ne sont cependant pas toutes exprimées par les mêmes types cellulaires (Tableau 1), et il semblerait 

par ailleurs que leur expression évolue au cours du développement post-natal (Kihara et al., 2006) et 

du vieillissement (Mansour et al., 2013).  
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Figure 33 : Structure des jonctions gap et de leurs unités constitutives, les connexines. A : 
Immunomarquage de la Cx43 (vert) dans des cellules in vitro, montrant sa localisation au niveau des 
jonctions intercellulaires. Adapté de Herve and Derangeon (2013). B : Photographie d’une jonction 
gap en microscopie électronique à transmission selon le principe de fracture par congélation (freeze 
fracture) ; C : Photographie prise en microscopie de force atomique des connexons au sein d’une 
plaque de jonction gap. D : Structure de la connexine 43 obtenue par cristallographie électronique. 
Adapté de Nielsen et al., (2012). E : Représentation schématique de l’organisation des canaux 
intercellulaires au sein d’une jonction gap. Adapté de McLachlan et al., (2013) ; F : Représentation 
schématique de la structure polypeptidique de la Cx43 au sein de la membrane plasmique. On peut y 
distinguer 3 domaines cytoplasmiques : l’extrémité N-terminale (N-Term), une boucle cytoplasmique 
(CL) et l’extrémité C-terminale (C-Term). Deux boucles extracellulaires (EL) émergent quant à elles de 
l’autre côté de la membrane plasmique. Adapté de Laird (2006). 

Au sein des cellules macrogliales, les Cx26, Cx30, Cx43 et Cx45 sont exprimées dans les astrocytes 

(chez le rat) (Zahs K.R. et al. 2003 ; Mansour H. et al. 2013), tandis que seules les Cx43 et Cx45 

seraient exprimées par les cellules de Müller (l’expression de la Cx45, bien que minoritaire, reste 

discutée) (Zahs et al., 2003). Entre les cellules macrogliales de la rétine, les jonctions GAP sont 

majoritairement constituées par la Cx43 (Zahs and Ceelen, 2006; Kerr et al., 2010). Elles sont 

observables entre cellules macrogliales du même type (astrocyte/astrocyte et cellule de 

Müller/cellule de Müller) ainsi qu’entre les deux types (astrocyte/cellule de Müller) (Johansson et al., 

1999; Newman, 2001). On parle alors respectivement de jonctions homologues et hétérologues. 

Compte tenu du rôle majoritaire tenu par la Cx43, nous nous arrêterons ici uniquement à sa 

description.  
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Tableau 1 – Expression des connexines dans la rétine de la souris 

Connexines Gènes Types cellulaires rétiniens Références 

Cx26 Gjb2 Cellules gliales Zahs et al. 2003 ; Mansour et al. 2013 ; 

Cx30 Gjb6 Cellules gliales et neurales Zahs et al. 2003 ; Mansour et al. 2013 ; 

Cx36 Gjd2 Cellules gliales et neurales Kothmann et al. 2007 ; Feigenspan et al. 

2004 ; Kihara et al. 2006 ; Frank et al. 2010 ; 

Jin et al. 2020 ; 

Cx37 Gja4 Cellules endothéliales Söhl et al. 2000 ; 

Cx40 Gja5 Cellules endothéliales Haefliger et al. 2017 ; 

Cx43 Gja1 Cellules gliales Zahs et al. 2003 ; Mansour et al. 2013 ; Zahs 

KR, Ceelen PW. 2006 ; Kerr et al. 2010 ; 

Cx45 Gja7 Cellules gliales et neurales Zahs et al. 2003 ; Kihara et al. 2006 ; 

Mansour et al. 2013 ; Frank et al. 2010 ; 

Cx50 Gja8 Cellules horizontales Dorgau et al. 2015 ; 

Cx57 Gja10 Cellules horizontales Hombach et al. 2004 ; 

 

 

  

B. La connexine 43 

La Cx43 est la plus répandue à l’échelle de l’organisme. Il s’agit donc de la connexine la plus étudiée 

et la mieux caractérisée. Chez l’Homme, elle est codée par le gène GJA1 (Gap Junction A1), situé sur 

le chromosome 6. On la trouve ainsi parfois sous la dénomination GJA1 protein. Il s’agit d’une 

protéine de 382 acides aminés (aa) à 4 domaines transmembranaires. Elle possède toutefois la 

particularité d’avoir une chaine C-terminale particulièrement longue, puisqu’elle comprendrait les 

150 derniers aa, soit 39% de la séquence totale. La demi-vie de la Cx43 au sein de la membrane 

plasmique est inférieure à 5 heures (Fallon and Goodenough, 1981; Darrow et al., 1995; Laird, 2006), 

ce qui est particulièrement court pour une protéine transmembranaire, pour lesquelles la demi-vie 

dépasse généralement 75 heures (Hare, 1990; Hare and Taylor, 1991). Ce turn-over constant 

entraine la génération d’un flux continu de synthèse/dégradation. 
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1. Synthèse et adressage membranaire 

 

La synthèse de la Cx43 suit la voie classique de synthèse des protéines, à savoir des étapes de 

traduction et maturation dans le RE puis l’appareil de Golgi, où elles sont oligomérisées en 

hexamères, formant alors un connexon (Musil and Goodenough, 1991). Les connexons sont ensuite 

adressés à la membrane via des vésicules de transport, migrant le long des éléments du 

cytosquelette, notamment les microtubules (Lauf et al., 2002). Les connexines ont tendance à 

s’accumuler préférentiellement dans les micro-domaines membranaires enrichis en cholestérol, 

phospholipides et plasmalogènes que sont les radeaux lipidiques (lipid rafts) et les cavéoles (Schubert 

et al., 2002; Defamie and Mesnil, 2012). Ceci est notamment permis par l’existence d’un site de 

fixation sur la chaine C-terminale de la Cx43 pour la cavéoline-1 (Schubert et al., 2002; Langlois et al., 

2008), protéine essentielle et constitutive de ces domaines. Cette interaction pourrait même avoir 

lieu dès leur passage dans l’appareil de Golgi, puisqu’il semblerait que la Cx43 et la Cav-1 soient 

exportées conjointement par celui-ci vers la membrane plasmique (Langlois et al., 2008). 

Une fois adressés à la membrane, les connexons commencent à y former de petits agrégats là où les 

distances intercellulaires sont particulièrement faibles (Bukauskas et al., 2000). A mesure que les 

connexons continuent d’arriver au niveau de la membrane plasmique, les agrégats de canaux se 

densifient, jusqu’à former des plaques (Figure 34) (Johnson et al., 2012). Pour être fonctionnelles, les 

plaques en formation doivent atteindre un minimum de 200 à 400 canaux (Bukauskas et al., 2000), et 

peuvent ensuite dépasser les 2000. Il est intéressant de noter qu’il semble exister au sein des plaques 

de jonctions gap un roulement en fonction de l’ancienneté de synthèse. Les jonctions gap à 

connexines les plus récentes entrent dans la plaque à la périphérie par diffusion latérale, tandis que 

les connexines les plus anciennes se déplacent vers le centre de la plaque, avant d’être internalisées 

puis dégradées (Gaietta et al., 2002; Lauf et al., 2002). Cette dégradation peut également être 

déclenchée par divers stimuli, tels que l’inflammation ou certains facteurs de croissance. 

2. Régulation du turnover 

Comme mentionné plus tôt, la chaine C-terminale de la Cx43 est particulièrement longue. Elle 

contient ainsi des sites de fixation pour de nombreuses enzymes capables de réguler sa fonction mais 

aussi sa dégradation par des mécanismes de phosphorylation, comme PKC, les MAPKs, la protéine 

kinase A (PKA), la protéine kinase B (PKB ou Akt) la calmoduline kinase 2 (CaMKII) ou encore la 

caséine kinase 1 (CK1)... (Leithe et al., 2018; Sorgen et al., 2018). La dégradation de la Cx43 peut 

s’effectuer selon plusieurs mécanismes, qui requièrent l’implication des protéasomes et des 

lysosomes. Notamment, la phosphorylation de la Cx43 par les MAPKs (Ser279/282), Src (Tyr 265) ou 
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la PKC (Ser368) provoque l’ubiquitination de la CX43, qui entraine sa reconnaissance et sa 

dégradation par le protéasome. Il a ainsi été montré que la communication intercellulaire par 

jonction gap (Gap Junction Intercellular Communication ou GJIC) était directement régulée par la 

phosphorylation de la Cx43 sur ses différents sites (Laing and Beyer, 1995; Lampe and Lau, 2000; 

Giepmans et al., 2001; Leithe and Rivedal, 2004; Solan and Lampe, 2007; Kimura and Nishida, 2010). 

L’acétylation et la nitrosylation font également partie des mécanismes capables d’induire une 

dégradation de la Cx43 et une inhibition de la GJIC (Retamal et al., 2006; Colussi et al., 2011; Straub 

et al., 2011; Meraviglia et al., 2015). 

Les jonctions gap peuvent aussi être endocytées sous la forme de structures organisées en double 

membrane, les connexosomes (ou jonctions annulaires) (Jordan et al., 2001; Piehl et al., 2007), qui 

peuvent alors être dégradées par les endosomes ou les phagophores avant d’être éliminées par le 

lysosome (Figure 32) (Leithe et al., 2018). 

 

Figure 34 : Représentation schématique du cycle de synthèse et de dégradation de la connexine 43 
(Cx43). Suite à sa synthèse, la Cx43 est exportée à la membrane sous la forme de connexons (ou 
hémicanaux), qui s’assembleront pour former une jonction gap. Les connexons les plus anciens 
seront ensuite internalisés sous la forme de connexosomes, qui seront alors dégradés directement 
ou après plusieurs étapes intermédiaires au sein des lysosomes. Adapté de Leithe et al., (2018). 

En couplant plusieurs cellules directement entre elles, les jonctions gap permettent la formation de 

compartiments communicants, ce qui représente un aspect essentiel, sinon indispensable, de la 

régulation fonctionnelle des tissus et de leur homéostasie. C’est notamment le cas de tissus dits 

excitables, comme le cœur (qui est particulièrement riche en jonctions gap), où le couplage 

électrique des cellules permet une diffusion de l’information et une synchronisation cellulaire 
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efficaces. Leur perméabilité permet la diffusion de nombreuses molécules, comme des ions, des 

nucléotides, du glucose et ses métabolites, ou encore des messagers secondaires comme l’IP3. La 

capacité à diffuser de tels signaux d’une cellule initiale aux cellules adjacentes permet ainsi la 

diffusion rapide d’un message, qui peut se transmettre potentiellement à un grand nombre de 

cellules. Parmi ces échanges intercellulaires par jonction gap, la communication par voie calcique 

représente le mécanisme le plus important et le plus étudié. 

C. La communication intercellulaire par voie calcique 

Cette voie de communication repose sur la stimulation d’une cellule initiale par un facteur (qui peut 

être de nature diverse), qui va alors générer une réponse calcique de la cellule, et qui elle-même se 

propagera aux cellules adjacentes, qui pourront à leur tour stimuler les cellules environnantes. La 

communication intercellulaire par voie calcique est ainsi généralement résumée sous le terme de 

communication intercellulaire par jonction gap ou GJIC. Cette capacité représente l’une des 

caractéristiques fondamentales des cellules macrogliales de la rétine. 

1. Génération du message 

La première étape nécessite la fixation d’une molécule signal à son ligand. Ce signal peut être de 

nature moléculaire diverse : hormone, facteur de croissance, base purique. Les récepteurs 

susceptibles de déclencher un signal calcique sont deux types : les récepteurs couplés aux protéines 

G (GPCR) et les récepteurs à activité tyrosine kinase (RTK) (Figure 35). S’il existe bien entendu des 

spécificités moléculaires propres à chacun des récepteurs, les mécanismes qu’ils impliquent en aval 

restent néanmoins similaires. Ainsi, la fixation du ligand entraine un changement conformationnel du 

récepteur, ce qui va permettre le recrutement d’une protéine G. Cette dernière provoque l’activation 

d’une PLC, qui va hydrolyser un phospholipide membranaire particulier, le PIP2, et libérer un DAG et 

un IP3 (Harden et al., 2011; Gresset et al., 2012). Il est ici important de préciser l’existence de 

plusieurs types de PLC. Ainsi, les GPCR impliquent l’activation d’une PLC-β (Waldo and Harden, 2004; 

Lyon and Tesmer, 2013), tandis que les RTK impliquent quant à eux l’activation d’une PLC-γ (Poulin et 

al., 2005; Gresset et al., 2012). Si le DAG nouvellement formé reste dans le feuillet interne de la 

membrane plasmique, l’IP3 va quant à lui être libéré dans le cytosol, où il pourra alors se fixer sur un 

récepteur (IP3R) situé dans la membrane du RE. Ce couplage entraine l’ouverture du récepteur, qui 

est en réalité un canal transmembranaire, et entraine la libération d’ions Ca2+ depuis les réserves du 

RE vers le cytosol (Mikoshiba, 2007; Taylor and Tovey, 2010; Hamada et al., 2017). La libération de 

Ca2+ permet également l’ouverture d’un deuxième canal de la membrane du RE, le récepteur à la 

ryanodine (RyR), qui va seconder l’IP3R et amplifier le relargage de Ca2+ (Figure 35). Cette libération 

massive de Ca2+ provoque une augmentation importante de la concentration calcique intracellulaire, 



95 
 
 

qui peut notamment être mesurée par des techniques d’imagerie par fluorescence grâce à 

l’utilisation de sondes calciques fixant le calcium intracellulaire libre, comme le Fura-2 ou le Fluo-4. A 

l’échelle cellulaire, cette augmentation du calcium intracellulaire a de nombreuses conséquences, 

dont l’activation de protéines impliquées dans les voies de signalisation intracellulaires, telles que la 

calmoduline et les PKC (Clapham, 2007; Newton, 2009). Suite à la fixation du Ca2+ sur son site, les PKC 

vont alors être recrutées au niveau de la membrane plasmique, où leur fixation est facilitée par la 

présence du DAG précédemment généré (Guerrero-Valero et al., 2009; Lucic et al., 2016; 

Schuhmacher et al., 2020). Une fois ancrée au niveau membranaire, la PKC entraine par une cascade 

de phosphorylation l’activation de nombreuses voies de signalisation, dont la voie des MAPKs (Bhat, 

1995; Schonwasser et al., 1998; Faria et al., 2017). Ces protéines régulent l’activation et la 

translocation nucléaire de nombreux facteurs de transcription, et notamment ceux associés à la 

différenciation cellulaire, la croissance, la migration, mais aussi l’inflammation etc.  

 

Figure 35 : Représentation schématique des mécanismes de génération d’une réponse calcique en 
fonction des stimuli, et de l’activation consécutive des voies de signalisation intracellulaire. Adapté 
de https://www.creative-diagnostics.com/calcium-signaling-pathway.htm 

 

https://www.creative-diagnostics.com/calcium-signaling-pathway.htm
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Si cette description générale permet d’expliquer les mécanismes régissant la signalisation calcique 

des cellules, des particularités existent cependant entre les astrocytes et les cellules de Müller. 

En effet, au sein de la rétine comme du cerveau, les astrocytes possèdent des récepteurs pour de 

nombreuses molécules capables d’induire une réponse calcique : des neurotransmetteurs tels que le 

glutamate (Cornell-Bell and Finkbeiner, 1991; Newman, 2001), le GABA (Kimelberg, 1995; Porter and 

McCarthy, 1997; Martinez-Delgado et al., 2011), l’acétylcholine (Araque et al., 2002) ou la sérotonine 

(Kimelberg and Katz, 1985; Miyazaki and Asanuma, 2016), mais également des récepteurs aux bases 

puriques (Newman, 2001; Fiacco and McCarthy, 2006) et à l’endothéline 1 (ET-1) (Hofer et al., 2002). 

Ces agonistes entrainent toutefois des réponses d’intensité variable, avec par exemple une réponse 

relativement faible pour l’acétylcholine et les catécholamines, tandis qu’elle est particulièrement 

importante pour le glutamate et l’ET-1. Cette différence s’explique notamment par la faible 

expression des récepteurs muscariniques et adrénergiques, mais aussi par la différence dans les 

isoenzymes de PLC recrutées selon le récepteur impliqué (Hofer et al., 2002). 

La découverte de l’expression et la fonctionnalité des récepteurs aux neurotransmetteurs dans les 

astrocytes, et notamment au glutamate, a permis l’émergence du concept de la synapse tripartite 

mentionné précédemment dans ce manuscrit. Grâce à ces récepteurs, les astrocytes réagissent à 

l’activation synaptique au moyen d’une réponse calcique intracellulaire qui déclenche la libération de 

neurorégulateurs dans la synapse, permettant de moduler en retour l’activité synaptique neuronale, 

constituant ainsi un mécanisme de rétrocontrôle. Par ailleurs, il semble important d’ajouter que les 

astrocytes possèdent également une activité calcique intrinsèque, même en l’absence neurones ou 

de neurotransmetteurs (Parri et al., 2001; Nett et al., 2002; Shigetomi et al., 2010). Cette activité 

caractéristique peut se limiter à des micro-domaines cellulaires ou à certaines ramifications et ne se 

propage pas nécessairement au reste de la cellule ni aux astrocytes environnants (Nett et al., 2002; 

Fiacco and McCarthy, 2006; Di Castro et al., 2011). 

Les cellules de Müller ne sont quant à elles pas sensibles aux mêmes signaux que les astrocytes. En 

effet, si les neurotransmetteurs tels que le glutamate caractérisent le stimulus principal de la réponse 

calcique astrocytaire, il semblerait que les cellules de Müller soient insensibles à ces derniers 

(Newman and Zahs, 1997; Bringmann et al., 2002). A la place, les cellules de Müller réagissent 

essentiellement aux bases puriques (ATP, ADP, UTP, UDP…) (Li et al., 2001; Newman, 2001, 2005; Yu 

et al., 2009). Les cellules de Müller expriment en effet des récepteurs purinergiques de la famille des 

P2YR (Reifel Saltzberg et al., 2003; Fries et al., 2005; Wurm et al., 2011; Reichenbach and Bringmann, 

2016). Il existe de nombreux sous-types de P2YR, et leur expression dépend notamment des espèces 
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considérées. Ainsi, des transcrits pour les récepteurs P2Y1, P2Y2, P2Y4 et P2Y6 ont été identifiés dans 

les cellules de Müller chez l’Homme et le rat (Bringmann et al., 2001; Li et al., 2001; Pannicke et al., 

2001; Bringmann et al., 2002; Fries et al., 2004; Fries et al., 2005). Toutefois, les études 

d’immunolocalisation ne semblent pas indiquer la présence de récepteurs P2Y2 ou P2Y6 dans les 

cellules de Müller chez le rat, qui reposerait ainsi quasi exclusivement sur le récepteur P2Y1 

(Newman and Zahs, 1997; Li et al., 2001; Wurm et al., 2010), comme chez la souris (Lipp et al., 2009). 

Les récepteurs P2Y sont notamment localisés au niveau des lipid rafts dans la membrane plasmique, 

et impliquent le recrutement consécutif d’une PLC-β (Krishnan and Chatterjee, 2013). La libération 

d’IP3 impliquerait l’activation du sous-type de récepteur IP3R2, contrairement aux astrocytes dans 

lesquels ce dernier ne semble pas impliqué (Lipp et al., 2009; Wurm et al., 2010). Par ailleurs, si les 

bases puriques et notamment l’ATP représentent le stimulus principal des cellules de Müller, il a 

également été montré que d’autres molécules sont capables d’induire une réponse calcique, comme 

la thrombine, la dopamine et l’acide lysophosphatidique (Puro and Stuenkel, 1995; Newman, 2003). 

Enfin, tout comme les astrocytes, les cellules de Müller se distinguent également par une activité 

calcique intrinsèque et spontanée (Newman, 2005; Metea and Newman, 2006a). 

2. Propagation du message 

Les cellules de Müller et les astrocytes sont tous deux capables de propager un signal calcique, que 

ce soit au sein de leurs réseaux propres ou bien entre les deux types cellulaires. Cependant, les 

mécanismes de cette propagation diffèrent et montrent là encore des spécificités propres à chacune. 

Les astrocytes sont très fortement couplés entre eux par les jonctions gap. C’est la présence de ces 

dernières qui permet de propager une information par voie calcique au sein des réseaux 

astrocytaires, selon une distance plus ou moins importante avec une vitesse moyenne comprise 

entre 19 et 28µm/sec selon les études (Scemes et al., 1998; Newman, 2001). La diffusion de la vague 

calcique peut-être suivie lors d’expériences en microscopie fluorescente in vitro grâce à l’usage de 

sondes adaptées (Figure 36A), et la réponse des astrocytes peut-être enregistrée individuellement 

afin d’être analysée (Figure  36B).  
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Figure 36 : Enregistrement expérimental d’une vague calcique astrocytaire. La propagation de la 
vague calcique (en bleu clair puis orangé) au sein d’un réseau astrocytaire préalablement marqué au 
Fura-2 en microscopie de fluorescence (A) et enregistrement du signal au sein des astrocytes 
individuels tout au long de la propagation du signal (B). Adapté de Fujii et al., (2017). 

Cependant, contrairement à ce que son nom laisserait suggérer au premier abord, la propagation du 

signal calcique depuis un astrocyte initial repose quasi exclusivement sur la diffusion de l’IP3 à travers 

les jonctions gap, et non sur celle du Ca2+ (Hofer et al., 2002). L’importance des jonctions gap et 

notamment de la Cx43 dans la propagation du signal calcique astrocytaire est soulignée par les 

études qui montrent des altérations significatives en cas de déficience en Cx43 (Scemes et al., 1998). 

Ce système de diffusion est néanmoins limité puisqu’il perd en intensité à chaque astrocyte 

parcouru. Ainsi, bien que le couplage adéquat des cellules soit un paramètre important quant à la 

bonne propagation du signal calcique, la perméabilité à l’IP3 possède un seuil au-delà duquel elle ne 

permet plus d’augmenter la distance de propagation du signal (Figure 37A). Cette diffusion est en 

réalité secondée par l’activité de la PLC-γ, qui agit comme un mécanisme d’amplification permettant 

une régénération partielle de l’IP3 au sein de chaque astrocyte stimulé (Figure 37B) (Hofer et al., 

2002; Goldberg et al., 2010). Cela est notamment étayé par le fait que la distance de propagation est 

réduite à quelques cellules en l’absence d’activité de la PLC. Cette régénération n’étant toutefois que 

partielle, cela explique pourquoi le signal finit par s’atténuer pour enfin cesser de se propager après 

un certain nombre d’astrocytes stimulés successivement (Giaume and Venance, 1998). L’intensité du 

stimulus initial semble également être un facteur important. En effet, le nombre de cellules activées 

(et donc la distance propagation) est au moins partiellement corrélé à l’intensité du stimulus initial. 

C’est pourquoi les modèles montrent que l’activité de la PLC représenterait en réalité le paramètre le 

plus important quant à la distance de diffusion de ce signal (Figure 37B,C) (Hofer et al., 2002). Tout 

comme les astrocytes, la stimulation d’une cellule de Müller pourra entrainer la stimulation de 

A B 
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nombreuses cellules environnantes, sous la forme d’une vague calcique mesurable (Figure 38)  

(Newman and Zahs, 1997; Newman, 2001).  

 

Figure 37 : Importance de différents paramètres sur la propagation de la vague calcique, tels que 
l’impact de la perméabilité à l’IP3 (A), de l’activité de la PLC-γ (B) et de l’activité de la PLC-β dans 
l’astrocyte initial (C). Adapté de Höfer et al., (2002). 

 

Figure 38 : Stimulation expérimentale de la communication intercellulaire par voie calcique (GJIC) 
des cellules de Müller. A : Stimulation d’une cellule de Müller à l’aide d’une micropipette. B : 
Enregistrement de l’activation des cellules adjacentes. C : Corrélation entre le temps d’activation 
d’une cellule et sa distance par rapport à la cellule à l’origine du signal. D : Time-lapse de la 
propagation de la vague calcique au sein d’un réseau de cellules de Müller visualisée en fluorescence 
Intervalles = 0,93s.  Adapté de Newman and Zahs (1997). 

Cependant, bien que contenant elles aussi des jonctions gap qui reposent essentiellement sur la 

Cx43, les cellules de Müller ne propagent pas la vague calcique par diffusion de l’IP3 à travers les 

jonctions gap. A la place, l’activation calcique d’une cellule de Müller entraine une libération 

extracellulaire d’ATP à travers les connexons (Newman, 2001, 2005; Metea and Newman, 2006a). Cet 

ATP va alors stimuler les cellules de Müller adjacentes, qui vont à leur tour activer les cellules 



100 
 
 

voisines selon le même principe. Cette stimulation s’apparente donc à un mode de communication 

paracrine (Figure 39). De plus, cette spécificité permet une propagation plus rapide du signal que par 

la diffusion de l’IP3 (41µm/sec versus 19-28µm/sec) (Newman, 2001). Puisque les connexons chargés 

de la libération de l’ATP reposent sur leur contenu en connexine, une perturbation de leur expression 

est susceptible d’induire des altérations fonctionnelles. Ainsi, il a été montré in vitro que la déficience 

en connexine inhibe la propagation des vagues calciques (Cotrina et al., 1998). 

 

Figure 39 : Représentation schématique des différents modes de propagation du signal calcique au 
sein des cellules gliales de la rétine. Adapté de De Bock et al., (2014). 

3. Rôles physiologiques et régulation en contexte pathologique 

A l’échelle physiologique, la GJIC intervient dans la régulation de nombreuses fonctions d’importance 

pour l’organisme, y compris dans l’œil, où elle est par exemple impliquée dans la bonne formation du 

cristallin (White and Bruzzone, 2000; Cheng et al., 2008). Si le contrôle de l’activité synaptique 

neuronale fait figure de rôle de premier plan pour les cellules gliales rétiniennes, les études montrent 

qu’elles sont capables de réguler d’autres fonctions essentielles par le moyen de la communication 

calcique, telle que la régulation de la circulation sanguine par un phénomène de couplage neuro-

vasculaire (Fiacco and McCarthy, 2006; Metea and Newman, 2006b; Straub et al., 2006; Newman, 

2015; Otsu et al., 2015). Cette fonction repose notamment sur l’activation de PLA2 calcium-

dépendantes, qui en libérant les AGPIs des phospholipides membranaires induisent la production 

d’eicosanoïdes capables de réguler la dilatation ou la constriction des vaisseaux (Metea and 

Newman, 2006b; Newman, 2015). Or, il s’avère que ce couplage neuro-vasculaire est altéré dans des 

pathologies telle que la rétinopathie diabétique, notamment en raison d’une diminution de la 

vasodilatation induite par les cellules gliales (Newman, 2015). La régulation de ces mécanismes par 

les cellules gliales pourra donc représenter l’une des cibles thérapeutiques contre les atteintes 

rétiniennes du diabète.  
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De plus, on observe dans de nombreuses pathologies de la rétine une augmentation de l’activation 

calcique des cellules de Müller, comme par exemple au cours d’une ischémie, d’un décollement 

rétinien ou d’une rétinopathie proliférante (Francke et al., 2002; Francke et al., 2003; Uckermann et 

al., 2003; Uhlmann et al., 2003). Si les mécanismes propres à chacune des rétinopathies restent à 

éclaircir, de nombreuses pistes et éléments ont déjà pu être identifiés. Ainsi, en contexte ischémique 

et inflammatoire, on observe une diminution de l’expression et de l’activité des canaux potassiques 

Kir4.1. Ceci conduit à une altération du transport des ions K+ dans la cellule de Müller et entraine des 

perturbations de l’homéostasie osmotique (Wurm et al., 2011), qui peuvent mener à l’apparition 

d’un œdème rétinien (Bringmann et al., 2004; Reichenbach et al., 2007). La perturbation 

fonctionnelle de ces canaux constitue notamment un prérequis pour l’induction du cycle prolifératif 

des cellules de Müller au cours de la gliose (Bringmann et al., 2000). Or, ce taux de prolifération 

repose notamment sur l’activation des récepteurs P2Y, qui régulent le degré de synthèse d’ADN  

(Moll et al., 2002; Pearson et al., 2005), et dont l’expression est augmentée en contexte pathologique 

(Iandev et al., 2006). Cette information est doublement intéressante car on sait que dans les 

contextes pathologiques on observe justement une libération accrue d’ATP par les neurones 

(Reigada et al., 2008; Sanderson et al., 2014; Perez de Lara et al., 2015). Ainsi, la réduction de 

l’activation des P2YR inhibe la prolifération normalement induite par l’ATP (Kodal et al., 2000; Moll et 

al., 2002).  

Enfin, un nombre croissant d’études établissent un lien entre la Cx43, la GJIC et les pathologies 

oculaires, mais parfois avec des conclusions opposées. Par exemple, dans le cas d’une élévation de la 

pression intraoculaire, certaines études montrent une augmentation significative de l’expression de 

la Cx43 dans les cellules gliales, suggérant que la GJIC constituerait l’un des mécanismes de la 

propagation de l’inflammation, de la perméabilité vasculaire et de la mort des cellules ganglionnaires 

(Kerr et al., 2012), tandis que d’autres évoquent au contraire une diminution significative de 

l’expression de la Cx43 (Malone et al., 2007). Les études menées sur la rétinopathie diabétique 

montrent quant à elles une diminution de l’expression de la Cx43 et la GJIC aussi bien chez l’Homme 

que chez les modèles de rongeurs (Ly et al., 2011; Tien et al., 2016). L’augmentation de la glycémie 

induit en effet une sous-expression de la Cx43 notamment par les cellules de Müller (Muto et al., 

2014). Ces études montrent ainsi que la réduction de l’expression de la Cx43 et de la GJIC sont 

associées à l’apparition des anomalies vasculaires, suggérant que la Cx43 joue un rôle central dans la 

pathogenèse des rétinopathies à composante néovasculaire. 
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Objectifs et enjeux de la thèse 
Les plasmalogènes sont des phospholipides particuliers, dotés de fonctions physiologiques et 

cellulaires primordiales : ils exercent des rôles structurels et fonctionnels pour la cellule, notamment 

en lui conférant un potentiel antioxydant et en participant aux mécanismes de signalisation 

intracellulaires via leur capacité à concentrer les AGPIs. S’ils sont présents dans tous les types 

cellulaires, ils sont particulièrement enrichis dans les tissus nerveux comme la rétine, où leur 

métabolisme semble reposer essentiellement sur les cellules de Müller, les cellules gliales 

majoritaires et spécifiques de la rétine. Les cellules gliales jouent un rôle primordial dans la 

régulation physiologique de la rétine, y compris dans son développement vasculaire. Or, le modèle 

murin de déficience en plasmalogènes (souris DAPAT-/-) possède un phénotype pathologique 

notamment caractérisé par des anomalies du développement vasculaire rétinien. Ces anomalies sont 

par ailleurs semblables à celles observées au cours de la rétinopathie du prématuré (ROP), suggérant 

un rôle potentiel des plasmalogènes dans la physiopathologie de la ROP. Ainsi, nous avons organisé 

cette thèse autour de trois objectifs complémentaires : 

Objectif 1 : Le premier objectif de cette thèse a été d’identifier et de caractériser le rôle des 

plasmalogènes dans la physiologie des cellules de Müller. Pour ce faire, nous avons utilisé un modèle 

de déplétion partielle en plasmalogènes in vitro afin de vérifier si les plasmalogènes sont impliqués 

dans les fonctions clés des cellules de Müller et d’en déterminer les mécanismes sous-jacents, ainsi 

que leurs conséquences physiologiques potentielles (chapitre 2). 

Objectif 2 : Dans un deuxième temps, nous avons cherché à mettre en évidence les anomalies du 

développement vasculaire rétinien associées à la déficience en plasmalogènes in vivo à travers 

différentes approches, notamment d’expression génique et d’immunohistochimie. Pour ce faire, 

nous avons voulu caractériser le profil inflammatoire de la rétine de souris DAPAT-/- aux différentes 

étapes du développement vasculaire rétinien (J7, J14, J21), tout en vérifiant si une supplémentation 

maternelle en précurseurs de plasmalogènes pourrait inhiber l’inflammation et atténuer ces 

anomalies (chapitre 3). Parallèlement, nous avons souhaité investiguer la possibilité d’un lien entre 

les plasmalogènes et le système endocannabinoïde au cours de la mise en place des anomalies du 

développement vasculaire rétinien (chapitre 4). 

Objectif 3 :  Enfin, l’accès à une sérothèque d’échantillons de sérums de prématurés développant ou 

non la ROP nous a permis en dernier lieu de confirmer l’intérêt de l’étude du métabolisme des 

plasmalogènes dans le cadre de cette pathologie (chapitre 5).  
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Chapitre 2 : Rôle des plasmalogènes dans la 

physiologie des cellules de Müller 
Problématique 

Les cellules de Müller sont les cellules gliales majoritaires de la rétine. Elles jouent des rôles 

structurels et fonctionnels, en participant à l’architecture rétinienne et à la formation de la barrière 

hémato-rétinienne, mais aussi en régulant le développement et l’homéostasie générale de la rétine. 

Véritables chefs d’orchestre, elles sont capables de communiquer indirectement avec d’autre cellules 

à distance en sécrétant des facteurs de croissance et autres cytokines, mais aussi directement avec 

les cellules adjacentes par le biais de messages calciques intercellulaires relayés par les jonctions gap. 

Ces jonctions sont constituées de connexines, protéines transmembranaires qui s’assemblent en 

canaux permettant de coupler physiquement deux cellules adjacentes. Au sein de la rétine, la Cx43 

est la connexine majoritaire des cellules gliales. En conditions pathologiques, les cellules de Müller 

sont également capables de modifier leur morphologie pour répondre aux besoins, et même de se 

dédifférencier en cellules progénitrices neuronales afin de compenser d’éventuelles pertes 

consécutives à l’inflammation. Ces capacités mettent notamment en jeu des mécanismes 

d’activation et de migration cellulaire, qui reposent notamment sur l’expression d’une protéine 

caractéristique : la GFAP. De manière intéressante, les études in vivo sur la souris déficiente en 

plasmalogènes (DAPAT-/-) montrent une suractivation des cellules gliales rétiniennes ainsi qu’une 

diminution de l’expression de la connexine 43 dans le cerveau. 

Dans ce premier volet d’étude in vitro, nous avons ainsi voulu déterminer si les niveaux de 

plasmalogènes des cellules de Müller étaient directement impliqués dans la régulation de 

l’expression de la GFAP et de la Cx43, et si ces altérations étaient suivies de conséquences 

fonctionnelles, notamment sur la capacité de migration et de communication intercellulaire par 

jonction gap (GJIC). 

Ces travaux font l’objet de deux articles scientifiques. L’article 1 a été soumis dans la revue Molecular  

and Cellular and Biochemistry. L’article 2 a été soumis dans la revue Scientific Reports.  
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Abstract 

The retina is characterized by high contents in plasmalogen ether-lipids as well as by the presence of 

glial cells. Interestingly, plasmalogen deficiency is associated with altered expression of glial-fibrillary 

acidic protein (GFAP) and Connexin 43 (Cx43) proteins that are involved in cell migration. We aimed 

at evaluating the impact of plasmalogen depletion on Müller cell migration. We show that 

plasmalogen-depleted Müller cells exhibit a downregulation of Cx43 and GFAP and impaired cell 

migration abilities. These data indicate that plasmalogens are involved in Müller cell migration 

abilities and could then represent a target to control Müller cell reactivity in retinopathies. 
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Introduction 

The retina is an extension of the central nervous system, where neurons and glial cells closely 

interact to ensure proper tissue homeostasis. Müller cells are the principal retinal macroglial cells. 

They have the basic morphology of polarized radial cells and are characterized by microvilli-rich 

processes. In addition to their role in the physical maintenance of retinal architecture, Müller cells 

play crucial functions in retinal homeostasis. They are involved in the formation and maintenance of 

the blood-retinal barrier, in the regulation of retinal vascularization, in signal transduction and 

transmission and in neural waste management [1]. Moreover, Müller cells can be activated during 

retinal gliosis under pathologic conditions [1]. Gliosis results in several phenotypic and functional 

changes including rapid proliferation and migration [2, 3]. Unlike astrocytes, Müller cells are able to 

dedifferentiate into retinal progenitors and acquire characteristics of neural cells [4, 5]. Although the 

molecular mechanisms involved in the response of Müller cells to pathological conditions are yet to 

be fully understood, recent data suggest that metabolism of lipids is crucial for signaling pathways 

implicated in migration [6]. 

We have shown that Müller cells are enriched in plasmalogens [7, 8], a subgroup of 

glycerophospholipids characterized by a sn-1 vinyl-ether bound. Plasmalogens have been associated 

with essential cellular functions like antioxidative mechanisms, membrane trafficking and cell 

signaling [9] and are crucial for mammals viability, reproduction, or even proper eye formation and 

vascular development of the retina [10, 11]. Interestingly, in vivo plasmalogen deficiency was 

associated with an activation of Müller cells leading to an overexpression of GFAP [11], as well as a 

downregulation of Connexin 43 (Cx43) expression [10]. GFAP is a glia-specific intermediate filament 

protein that is overexpressed by glial cells upon their activation and that regulates cell shape and 

cytoskeleton network, thus enabling their migration toward the injury site [12, 13]. Cx43 is the major 

connexin in retinal glial cells gap junctions [14, 15]. Previous studies have shown that Cx43 acts as a 

docking point for cytoskeletal proteins [16-18], therefore regulating cell migration [19], including that 

of astrocytes [20]. Moreover, it has been shown that plasmalogens could face dysregulations during 

inflammation process [21]. Taken together, these data suggest a possible interconnection between 

plasmalogens, Cx43, cytoskeleton and ultimately cell migration. Such interplay could be of particular 

relevance to understand Müller glial cells response to retinal injury. Accordingly, we induced a partial 

depletion of plasmalogens in primary Müller cells using a siRNA targeting DHAPAT, the key enzyme of 

plasmalogen biosynthesis. Better than a total deficiency, partial depletion is interesting to mimic 

potential consequences of retinal inflammation [21]. We then investigated the ability of Müller cells 

to migrate as well as the expression of proteins involved in cell migration. 
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Materials and methods 

We isolated primary Müller cells from rat retinas according to Hicks and Courtois [22] with slight 

modifications. Eyes were isolated from 9 to 12 days-old rats and placed in Dulbecco’s Modified 

Eagles Medium (DMEM, Pan Biotech) with 10% Fetal Bovine Serum (FBS) overnight at room 

temperature in the dark. Eyeballs were then pre-digested in DMEM containing 0.1% Trypsin-EDTA 

10X (Sigma-Aldrich, USA) and 70U/mL collagenase (Sigma-Aldrich) at 37°C for 45min. Eyeballs were 

then placed in DMEM - 10% FBS, corneas were incised; lenses and vitreous bodies taken out, and 

retinas were gently isolated. Retinas were dissociated into small pieces and placed into a Petri dish 

containing DMEM with 4.5g/L of glucose, 10% FBS and 10µL/mL of streptomycin– penicillin (10000 

U/mL) (Pan Biotech) inside a 37°C and 5% CO2 atmosphere. Medium was not changed during the first 

2 days and then progressively substituted by DMEM with 1 g/L of glucose. Cells were reseeded when 

they reached 80% confluence and were used for the transfection protocol.  

Silencer® Select siRNAs were used to knockdown DHAP-AT gene expression. SiDHAPAT (SiRNA ID 

s136618 sense 5’-CAUCGUUCUCAAUUCUGAAtt-3’, anti-sense 5’-UUCAGAAUUGAGAACGAUGga-3’ 

and siRNA ID s136619 sense 5’-GGAUGUCCUUCAGUUGCUUUtt-3’, anti-sense 5’-

AAGCAACUGAAGACAUCCtc-3’) and the non-targeting controls (siCTL) were purchased from Ambion 

(ThermoFisher Scientific, USA). The siRNA transfection of Müller cells was performed using 

Lipofectamine RNAiMAX transfection reagent (ThermoFisher Scientific) in OPTIMEM medium 

(ThermoFisher Scientific) overnight at 37°C in 5% CO2 humidified atmosphere according to 

manufacturer’s instructions. Cells were submitted to an 8h transfection following their first and 

second passages. Transfected cells were isolated for experiments 5 days after the second 

transfection. Plasmalogen levels were assessed by a GC-FID quantification using their DMA 

(dimethylacetal) derivatives according to previously described procedures [7]. 

GFAP, Cx43 and cytoskeleton proteins expression was determined by Western-blotting. Briefly, 

twenty five micrograms of protein extracts were loaded in 4-15% SDS-PAGE Stain-Free precast gels 

(BioRad, USA) and then separated by electrophoresis at 150V for 1h (BioRad). Proteins were 

subsequently transferred on a nitrocellulose membrane (BioRad) by a Transblot Turbo (BioRad). 

Primary antibodies used were rabbit anti DHAPAT (1:1000 dilution, ref 14931-1-AP, ProteinTech), 

rabbit anti GFAP (1:1000 dilution, ref sc-6171-R, Santa Cruz Biotechnology, USA), mouse anti β -

tubulin (1:2000 dilution, ref 32-26000, ThermoFisher) and rabbit anti β-actin (1:2000 dilution, ref 

A2066, Sigma-Aldrich). Secondary antibodies were HRP-conjugated goat anti-mouse (1:2000 dilution, 
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ref P0447, Dako, Denmark) and goat anti-rabbit (1:2000 dilution, ref P0448, Dako). Protein 

expression was normalized to total protein loads using the Stain-Free technology. 

Müller cells migration was evaluated by a wound healing assay. Cells were seeded on culture-Insert 

(Ibidi, Germany) at a density of 1 x 104 cells/well. Inserts were removed 5 days after cells were 

submitted to their second transfection by siRNAs thus creating a cell-free gap of 500 µm. Cell 

migration was monitored under microscope by recording a picture each hour during 72 hours. Three 

fields per insert were observed and the results were averaged. The cell free area and the percentage 

of recovery were measured and calculated using the ImageJ software (National Institutes of Health, 

USA). 

Results are presented as mean ± SEM and statistical analysis was performed using GraphPad Prism 

v6.05 (GraphPad software, San Diego, CA, USA). For gene and protein expression, comparisons 

between two groups were performed using a non-parametric Mann-Whitney test. p values lower 

than 0.05 was considered statistically significant and noted by one (*) or two stars for p values lower 

than 0.01 (**). 

Results and discussion 

The transfection of Müller cells with the DHAPAT-targeting siRNA (siDHAPAT) was associated with a 

60%-decrease in plasmalogen levels (17.9% of total phospholipids ± 1.2% vs 7.1% ± 1.8%; p < 0.01), 

which is consistent with the 64% downregulation of DHAPAT protein expression (p < 0.05) (Figure 1 

a,b). This partial reduction of cell plasmalogen content was associated with a 47%-decrease in Cx43 

expression (p < 0.05) (Figure 1c), thus confirming that plasmalogen metabolism is linked to the 

regulation of Cx43 expression [10]. Interestingly, plasmalogen depletion was also associated with a 

significant 37%-decrease in GFAP protein expression (p = 0.05) (Figure 1d), but not in those of β-Actin 

(Figure 1e) and β-Tubulin (Figure 1f). 
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Fig. 1. Inhibition of plasmalogen biosynthesis is associated with a downregulation of Cx43 and 
GFAP but not of other cytoskeleton proteins in retinal Müller glia. (a) GC-FID quantification of 
plasmalogen concentrations in primary Müller glial cells transfected with a control or a DHAPAT-
targeting siRNA (siCTL and siDHAPAT respectively). Plasmalogen levels are significantly reduced in 
siDHAPAT-transfected Müller cells. (b-f) Western-blot analyses show a significant reduction of 
DHAPAT (b), Cx43 (c) and GFAP (d) expression in siDHAPAT-transfected Müller cells. However, other 
cytoskeleton proteins expression such as β-Actin (e) or β -Tubulin (f) remains unchanged. n = 5 cell 
cultures. Mann & Whitney test. * p < 0.05 ; ** p < 0.01. Data shown as mean ± SEM. 

Cx43 plays crucial functions in cell physiology. It is known for its involvement in gap junction 

intercellular communication (GJIC), especially in glial cells where it represents the main connexin 

subtype [14, 15]. However, the functions of Cx43 in glial cells are not restricted to GJIC, since several 

studies pointed out the implication of Cx43 in cellular mechanisms such as cell migration [19, 20, 23]. 

Indeed, Cx43 is a transmembrane protein that acts as a membrane anchor for cytoskeletal proteins, 

thereby regulating cell cytoskeleton network. Therefore, it is likely that alterations in cell Cx43 may 

induce modifications of the cytoskeleton network and subsequent cell migration process potentially 

even without altering the expression of protein actors. Nevertheless, further experiments are 

required to understand the mechanisms by which the reduction of plasmalogen levels impact Cx43 

expression. Surprisingly, we also found that a partial reduction of cell levels of plasmalogen was 

associated with a downregulation of GFAP (Figure 1d) in Müller cells. As GFAP is overexpressed in 

activated glial cells during gliosis and considering its implication in cell migration mechanisms, our 

data suggest that lowering Müller cells plasmalogen content may influence the reactivity of Müller 

cells to gliosis but also their ability to migrate. This is why we further evaluated the migration ability 

of plasmalogen-depleted Müller cells. Through wound healing assays on cells treated with the 
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siRNAS, we observed that in siCTL-treated cells the wound closure was about 70 % after 72 hours 

(Figure 2 a,b). Inhibition of plasmalogen biosynthesis strongly affected the migration ability of retinal 

Müller cells as the rate of wound closure was significantly reduced by 35-40 % after 72 hours in 

siDHAPAT-treated cells (p < 0.05) (Figure 2 a,b). 

 

Fig. 2. Plasmalogen depletion impacts migration of retinal Müller glia. (a) Representative 
micrographs of primary Müller cells treated with a control siRNA (siCTL) or a DHAPAT-targeting siRNA 
(siDHAPAT) in a wound closure assay before treatment (T0), 36h and 72h after treatment. (b) 
Quantification of wound closure assays. Summary graph of Müller cells migration speed represented 
as a percentage of wound closure at indicated time points. Plasmalogen-depleted Müller cells 
exhibited a significant reduction of migration speed when compared to controls (siDHAPAT vs siCTL, 
p < 0.05). Results are presented as mean ± SEM (n=10 for siCTL, n=9 for siDHAPAT). Two-way ANOVA 
with Tukey’s multiple comparisons test. 

Taken together, our data show that a partial depletion in Müller cell plasmalogen contents is 

sufficient to alter GFAP and Cx43 expression and impair their migration ability. These observations 

are consistent with previous studies conducted on astrocytes [20]. To our knowledge, this is the first 

time that plasmalogen metabolism is associated with such functional alterations in retinal Müller 

cells. Although these data could provide an interesting insight into retinal gliosis mechanisms, further 

studies are needed to unravel the precise cellular and molecular mechanisms linking plasmalogen 

levels to GFAP and Cx43 protein metabolism. Several mechanisms can be hypothesized. First, GFAP 

and Cx43 have several common transcription factors regulating sites in their promoter sequence such 

as NFkB, AP-1 or AP-2 [24-27]. This is why quantifying the levels of these transcriptional regulators 

could be of great interest. Secondly, it has been shown that plasmalogens regulate Protein Kinase C 

(PKC) activity [28, 29], which is responsible for Cx43 phosphorylation and subsequent degradation by 

the ubiquitin-proteasome pathway [30]. Accordingly, we can hypothesize that plasmalogen depletion 

would induce a greater activity of PKC and then contribute at least partially to Cx43 downregulation. 

To conclude, it can be underlined that the model of partial reduction of cellular plasmalogen content 
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presented in this study could be of particular interest to investigate the plasmalogen-related cellular 

mechanisms, as it may mimic biochemical alterations that are closer to pathological conditions when 

compared to full-deficient cell lines. 
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ABSTRACT 

Vascular development of the retina relies on the proper formation of an astrocytic template on 

which endothelial cells migrate and grow. Previous work has shown that plasmalogen-deficient mice 

exhibit several eye defects including retinal astrocyte over-activation and template misplacement 

that leads ultimately to abnormal vascular development in the retina. Interestingly, plasmalogen 

deficiency is associated to a reduced expression of connexin 43 (Cx43) protein. Since retinal 

astrocytes are known to communicate with retinal macroglial Müller cells through Cx43-rich gap 

junctions, the aim of this work was to investigate whether plasmalogen deficiency affects calcium-

based gap junction intercellular communication (GJIC) between retinal astrocytes and Müller cells. 

We found that a 50%- reduction of Müller cell content in plasmalogens was sufficient to induce Cx43 

downregulation. Plasmalogen-depleted Müller cells evoked calcium waves of higher amplitude that 

propagated slower to neighboring astrocytes. Restoring plasmalogen cellular levels with the 

plasmalogen precursor alkylglycerol prevented some of the alterations in Müller cells response to 

ATP and the subsequent calcium wave propagation. These data confirm that plasmalogens are 

critical for the regulation of Cx43 expression and GJIC in retinal Müller glial cells. 

Keywords: Plasmalogens, Connexin 43, Gap junction intercellular communication, Retina, Müller glia, 

Astrocytes, Alkylglycerol. 
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INTRODUCTION 

Plasmalogens represent a specific glycerophospholipid subgroup that is characterized by the 

presence of a vinyl-ether bond at the sn-1 position of the glycerol backbone. They are synthesized by 

a multi-step process that starts with the first and key enzyme of plasmalogen biosynthesis DHAPAT 

(dihydroxyacetone phosphate-acyltransferase)1. Plasmalogens are present in various concentrations 

in all cell types and tissues. The heart and nervous tissues are particularly rich in plasmalogens, 

where they can make up to 20-30% of total phospholipids2. As an extension of the central nervous 

system, the retina also contains high amounts of plasmalogens, which are mostly represented in the 

ethanolamine phospholipids subclass (PE) and can make up to 30% of total PE species3-5. 

Interestingly, plasmalogen-deficient mice exhibit several eye defects, including retinal vascular 

development abnormalities6. 

In the retina, vascular development and proper positioning of endothelial cells relies on the prior 

formation of an astrocytic template7. Astrocytes are glial cells involved in neuronal metabolic support 

and several other homeostasis functions. However, in the retina, they represent a minor fraction of 

glial cells compared to Müller cells. Müller cells are crucial regulators of retinal physiology8-11, and 

can make up to 90% of total glial cells8. Interestingly, it has been shown that Müller cells and 

astrocytes through gap junctions-dependent pathways, including calcium-based gap junction 

intercellular communication (GJIC)12,13. Gap junctions are channels that allow direct calcium wave-

mediated intercellular communication between cells14. Their constitutive units, namely connexons, 

are made up of proteins called connexins. Up to 21 connexins have been identified in the human 

genome15, with connexin 43 (Cx43) being the major one in mammal cells16. In the retina, gap 

junctions between Müller cells and astrocytes mostly rely on Cx4317,18. Previous data revealed high 

plasmalogen levels in the retina and suggested that retinal Müller glial cells are in charge of 

plasmalogens biosynthesis3. Interestingly, it has been shown that plasmalogen deficiency is 

associated to several critical eye defects as well as a decreased Cx43 expression19. Thus, using 

complementary genetic approaches, our study aimed at determining the impact of plasmalogen 

depletion on Cx43 expression and GJIC in retinal glial cells, and whether supplementing Müller cells 

with the plasmalogen precursor alkylglycerol prevents plasmalogen deficiency-related GJIC 

alterations.  
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RESULTS 

Plasmalogens are synthesized and concentrated in retinal Müller glial cells 

Immunohistochemical staining of retinal cryosections revealed DHAPAT expression in several layers 

corresponding to the ganglion cell layer (GCL), the inner nuclear layer (INL) and the photoreceptors 

inner segments (IS) (Figure 1a, b, c). Such a pattern is consistent with the localization of Müller cells 

endfeet, soma and distal processes respectively. DHAPAT expression in Müller glia was then further 

confirmed by immunocytochemistry. A GS-DHAPAT double immunolabeling first confirmed the purity 

of our Müller cell culture (Figure 1d) and that Müller cells strongly express DHAPAT (Figure 1e, f). 

Finally, in order to assess the extent of plasmalogen biosynthesis activity in Müller glia, plasmalogen 

concentrations were compared in total lipid extracts from primary rat Müller glia and whole mouse 

retinas. Results show a significantly higher concentration of plasmalogen in Müller glia compared to 

whole retina extracts (17.67 ± 0.30 % vs 7.53 ± 0.30 % of total phospholipids, p < 0.001) (Figure 1g), 

confirming Müller glia as a major reservoir of plasmalogens in the retina. These data also reinforce 

the idea that plasmalogens might play a particular role in Müller cells physiology.  
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Figure 1: Müller glia express DHAPAT and concentrate plasmalogens in the retina. 

(a-c) Immunohistochemical stainings of GS and DHAPAT in retinal slices. GS expression pattern 
confirmed the radial Müller cells localization (a, c). DHAPAT-positive cells showed a strong expression 
pattern in the ganglion cells layer (GCL), the inner nuclear layer (INL) and photoreceptors inner 
segments (IS) (b, c), corresponding to the localization of Müller cells endfeet, soma and distal 
processes, respectively. (d-f) Micrographs of primary rat Müller cells labeled with GS and DHAPAT 
primary antibody showing that GS-positive Müller cells also show a strong expression of DHAPAT. (g) 
Plasmalogen quantification by GC-FID reveals a strong concentration in Müller glia compared to 
whole retina extracts, suggesting a particular function of these ether-lipids in their physiology. n = 8. 
Mann & Whitney test. ** p < 0.01. Data shown as mean ± SD. GCL = ganglion cell layer; IPL = inner 
plexiform layer; INL = inner nuclear layer; ONL = outer nuclear layer; OS = outer segments of the 
photoreceptors. Scale bars = 25µM.DHAPAT-targeting siRNA treatment is associated to a depletion of 
plasmalogen cell content 
 

In a second series of experiments, we decided to assess the efficiency of our siRNA-based 

plasmalogen depletion and alkylglycerol-based plasmalogen restoration protocols. Decreased 

plasmalogen content in Müller cells was assessed by double transfection of primary Müller cells with 

the DHAPAT-targeted siRNA (siDHAPAT). siRNA treatment induces a significant decrease in DHAPAT 

protein expression (-56%, p < 0.01) (Figure 2a, b) as well as a significant decrease by 56 % of the 

cellular plasmalogen content (7.74 ± 1.68 % vs 17.61 ± 0.98 % of total phospholipids, p < 0.001) 

(Figure 2c). Alkylglycerol supplementation did not influence DHAPAT expression in plasmalogen-

depleted Müller cells (Figure 2a,b) but did restore plasmalogen concentrations to physiological levels 

(Figure 2c). 

 

Figure 2: Loss of DHAPAT expression in siDHAPAT-transfected Müller glial cells. 
(a, b) Western-blot analyses showing the reduced expression of DHAPAT in primary Müller cells 
transfected with a control siRNA (siCTL) or a DHAPAT-targeting siRNA (siDHAPAT). Alkylglycerol 
supplementation had no impact on the protein expression. (c) Plasmalogen concentrations 
determined by GC-FID are reduced in siDHAPAT-transfected cells, whereas alkylglycerol 
supplementation restored physiological levels of plasmalogens. Mann & Whitney test. * p < 0.05 ; ** 
p < 0.01 ; *** p < 0.001. Data shown as mean ± SEM. 
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Plasmalogen depletion is associated to Cx43 protein downregulation 

Reduced level of plasmalogens was associated to 47% decrease in Cx43 protein expression (p < 0.01) 

that was not restored upon alkylglycerol supplementation (Figure 3a, e). RT-qPCR analyses confirmed 

that Cx43 mRNA expression was significantly downregulated in siDHAPAT-transfected Müller cells (-

47%, p < 0.01) (Figure 3b), and that alkylglycerol supplementation had no effect. In order to 

determine whether other Cx43 dysregulations are involved in this downregulation, we assessed Cx43 

phosphorylation status. It has been shown that phosphorylation of Cx43 on S368 and Y265 residues 

triggers its degradation through the ubiquitin-proteasome pathway. We found that plasmalogen 

depletion induces a significant increase of 52 % (p < 0.05) on the S368 but not on the Y265 (Figure 3c-

e). Alkylglycerol supplementation did not affect Cx43 phosphorylation of siDHAPAT-treated cells 

(Figure 3c, d, e).  

 

Figure 3: Plasmalogen depletion impacts Cx43 expression in primary Müller glia. 
(a) Cx43 protein expression in primary Müller glia is significantly decreased in siDHAPAT-transfected 
cells and is not restored by alkylglycerol supplementation. (b) Reverse transcription quantitative PCR 
(RT-qPCR) indicating that siDHAPAT transfection significantly downregulated Cx43 gene expression, 
which is not restored upon alkylglycerol supplementation. (c, d, e) Western-blot analyses showing a 
significant increase in the phosphorylation status of Cx43 on its S368 residue but not on its Y265 
residue. Alkylglycerol supplementation did not prevent S368 phosphorylation of the plasmalogen-
depleted Müller cells. n = 6-8 cell cultures. Mann & Whitney test. * p < 0.05 ; ** p < 0.01. Data shown 
as mean ± SEM. 
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Plasmalogen depletion alters retinal glial cells gap junction-dependent intercellular communication  

We used calcium imaging to determine whether plasmalogen depletion-induced decreased Cx43 

expression affects Müller cells-astrocytes calcium-based communication. Müller cells were 

selectively activated in response to topical ATP application using a pipette placed nearby (Figure 4a). 

Astrocytes could be morphologically distinguished from Müller cells (Figure 4a, b), and the activation 

of neighboring astrocytes could be effectively monitored as the calcium wave propagated among the 

astrocytic network (Figure 4c, d). Astrocytes activation time data were plotted against the radius 

from the stimulated Müller cell (Figure 5a) and Pearson’s correlation coefficients were determined to 

assess the statistical relationship between these two variables. The data showed positive linear 

associations for each groups, confirming that astrocytes activation time is directly correlated to their 

distance from the ATP-stimulated Müller cell (rPearson: siCTL = 0.5257; siDHAPAT = 0.4355; 

siDHAPAT + AKG = 0.5438. p < 0.0001). To further analyze astrocytes responses, we decided to split 

these data among 3 radius tertiles according to their distance from the ATP-stimulated Müller cell (T1 

= 0-50µm; T2 = 50-100µm; T3 > 100µm). Tertile analyses confirmed that the increase in activation 

delay of neighboring astrocytes was maintained with increasing distance from Müller cells (Figure 

5b).  Plasmalogen-depletion of Müller cells was associated to an increase of astrocytes activation 

time (Figure 5b) as well as a decrease of calcium wave velocity (Figure 5c), regardless of the distance 

between the astrocyte and the Müller cell (0-50µm, p < 0.05; 50-100µm, p < 0.001; >100µm, p < 

0.01). ATP stimulation of plasmalogen-depleted Müller cells also led to a significant increase in the 

activation amplitude of astrocytes whatever their distance to the Müller cells (p < 0.05) (Figure 5d). 

Alkylglycerol-mediated plasmalogen level restoration in Müller cells was able to restore calcium wave 

velocity and astrocytes activation time to control levels. However, alkylglycerol supplementation of 

Müller cells induced a significant decrease in astrocytes activation amplitude that was maintained 

throughout the increasing radius (0-50µm, p < 0.01; 50-100µm, p < 0.05; >100µm, p < 0.001). 
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Figure 4: Evaluation of GJIC between retinal Müller cells and astrocytes. 
(a,b) Calcium imaging. Müller cells (red arrow) can be morphologically distinguished from astrocytes 
(yellow circles) under fluorescent (a) and brightfield (b) modes. (c) ATP-stimulated calcium response 
of the Müller cell and neighboring astrocytes could be monitored under fluorescent microscopy as a 
function of time (white arrows). Pseudocolors images were obtained by the 340nm / 380nm 
fluorescence ratio and the pseudocolors scale indicates fluorescence ratio values. (d) Graphical 
representation of astrocytes calcium response curves with the parameters selected for further 
analyses: cell activation threshold (Imax10), activation amplitude (% of baseline increase) and cell 
activation threshold time (T Imax10) were analyzed. Scale bars = 50µm.  
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Figure 5: GJIC alterations in astrocytes neighboring plasmalogen-depleted Müller cells. 
(a,b) Astrocytes stimulated by plasmalogen-depleted Müller cells display a significant increase in the 
activation time and amplitude (d), as well as in calcium wave velocity in all tertiles of distance (c). 
Alkylglycerol supplementation restored physiologic activation latency and amplitude values. n ≥ 75 
astrocytes. Student t test. * p < 0.05 ; ** p < 0.01 ; *** p < 0.001. Data shown as mean ± SEM. 
 

Plasmalogen depletion affects Müller glia response to ATP 

To evaluate whether the increased activation amplitude of astrocytes is due to abnormal calcium 

wave initiation in ATP-stimulated Müller cells, we investigated Müller cells direct response to ATP 

stimulation (Figure 6a). Results show that Müller cells treated with siDHAPAT exhibited a significant 

increase of the ATP-mediated calcium response, which was 36%-higher when compared to siCTL cells 

(149 ± 5% vs 113 ± 12 %, p < 0.05) (Figure 6b, c). Restoring cellular levels of plasmalogens with 

alkylglycerol supplementation prevented this alteration (Figure 6b, c). Taken together, these results 

suggest that plasmalogen metabolism is involved in the ATP-stimulated calcium response of retinal 

Müller cells as well as its propagation to neighboring astrocytes. 
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Figure 6: Plasmalogen depletion enhances the calcium response of ATP-stimulated Müller cells. 
(a) Kinetic response curves obtained on the Flexstation® 3 plate reader device. (b) Mean kinetic 
curves responses of control (siCTL), plasmalogen-depleted (siDHAPAT) and alkylglycerol-
supplemented plasmalogen-depleted (siDHAPAT + AKG) Müller cells stimulated with ATP. (c) 
Activation amplitude of ATP-stimulated Müller cells, showing that plasmalogen-depleted Müller cells 
display a significantly increased calcium response that was prevented by alkylglycerol 
supplementation. n = 4. Mann & Whitney test. * p < 0.05. Data shown as mean ± SEM. 
 

DISCUSSION 

In this study, we used in vitro models of rat glial cells to investigate whether plasmalogens are 

involved in the regulation of GJIC in retinal glial cells. First, we showed that cell levels of 

plasmalogens influence the expression of Cx43, the major protein in gap junctions. Indeed, reducing 

plasmalogen levels with a siDHAPAT induced a decrease in Cx43 mRNA expression, as well as an 

increase of the phosphorylation status of Cx43, which is a well-known mechanism for its degradation. 

In addition to the Cx43 downregulation, plasmalogen-depleted Müller cells displayed defects in both 

the initiation of calcium waves and its propagation to neighboring astrocytes. Interestingly, restoring 

plasmalogen levels in deficient cells was able to prevent some of the observed alterations. Therefore, 

our data support the hypothesis that plasmalogen metabolism is involved in the regulation of GJIC in 

retinal glial cells. 

Our data demonstrate that Müller cells concentrate plasmalogens in the retina, suggesting a 

particular role of these ether-lipids in these cells. Yet, we did not know to what extent they are 

significant for their physiological functions. Interestingly, previous research showed that plasmalogen 

deficiency induced by DHAPAT knocking out led to a downregulation of Cx43 in vivo19. Therefore, we 

decided to investigate the possibility of a causative link and the main mechanisms involved, as well as 

whether it could have a potential impact on GJIC. 

Using molecular and biochemical approaches, we showed that plasmalogen depletion was sufficient 

to trigger Cx43 downregulation by affecting both transcriptional and post-translational mechanisms 

in Müller cells in vitro. Cx43 encoding gene expression is known to be regulated by numerous 
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mechanisms such as transcription factors, epigenetic mechanisms20, and even vitamin-associated 

compounds21. It would be of particular interest to conduct dedicated studies in order to determine 

the mechanisms leading to Cx43 gene (GJA1) downregulation in plasmalogen deficient-cells. 

Moreover, one of the key features of the Cx43 stands to its C-terminus tail. Cx43 C-terminus is a 

pretty long intracytoplasmic tail with many binding sites for several enzymes, making it a target for 

various regulation mechanisms such as phosphorylation22. Connexin 43 phosphorylation is known to 

trigger its degradation by the ubiquitin-proteasome pathway23,24. Here we focused on the main 

phosphorylation sites linked to PKC (S368) and Src (Y265) activities. Our results indicate that 

plasmalogen depletion resulted in Cx43 overphosphorylation by PKC, but not by Src. Therefore, we 

suggest that Cx43 degradation is increased by a PKC-mediated overphosphorylation that may be 

responsible for an additional factor reducing cell content in Cx43. Cx43 overphosphorylation by PKC 

in plasmalogen-deficient cells could be a direct consequence of the changes in cell membrane 

composition. Indeed, previous studies have shown that unlike usual diacyl glycerol (DAG) generated 

from phospholipids by PLC activity, alkenylacyl-glycerids (plasmalogen derived DAG) doesn’t induce 

PKC activation despite being ligands of the enzyme25-28. They would rather act as DAG competitive 

inhibitors, therefore representing an inhibition mechanism for PKC activity29-31. Besides, PKC 

activation requires prior docking to the cell membrane. Several phospholipid species of the choline 

(PC) and serine (PS) subgroups, as well as DAG or even phosphoinositides such as 

phosphatidylinositol bisphosphate (PIP2) are involved in this mechanism32-34. Accordingly, one could 

hypothesize that plasmalogen depletion induces spatial and molecular rearrangements inside the cell 

membrane, leading to a facilitated recruitment of PKC. Further studies are needed to understand the 

link between plasmalogens and Cx43 expression and/or phosphorylation in Müller cells. 

Connexin 43 being the major component of retinal gap junctions, we aimed to look for potential 

alterations of GJIC between plasmalogen-depleted Müller cells and astrocytes. Our data show that 

siDHAPAT-treated Müller cells evoked calcium waves that propagated slower than calcium waves 

originating from control Müller cells, thus resulting in a delayed activation of neighboring astrocytes. 

The average activation time of astrocytes closer than 50µm from the Müller cell was 1.8sec for the 

siCTL group, while it rose to 2.5sec for the siDHAPAT group. Here, we show that calcium waves from 

control Müller glia propagated at an average speed of 37.3µm/s, which is consistent with the findings 

of Newman and Zahs13 and Scemes, Dermietzel and Spray35 who measured calcium wave velocities of 

25.3µm/s and 18.8µm/s, respectively. Calcium waves from plasmalogen-depleted Müller glia 

propagated at 23.7µm/s, which represents a 37%-diminution in propagation velocity. Interestingly, 

Scemes, Dermietzel and Spray35 also found a 36% reduction of calcium wave velocity in Cx43-KO 

astrocytes. However, they also found that knocking out Cx43 induced a reduction in astrocytes 
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activation amplitude, while we found that astrocytes stimulated by plasmalogen-depleted Müller 

cells (which are Cx43-depleted) exhibited stronger activation amplitudes. This suggests that in our 

conditions, plasmalogen-depleted Müller cells evoked calcium waves of higher amplitude. 

By using the Flexstation 3® plate reader device, we were able to study precisely the isolated calcium 

response of Müller cells to ATP-stimulation with reproducible and well-calibrated parameters. Our 

data confirmed the increase in activation amplitude of plasmalogen-depleted Müller cells (siDHAPAT 

= 85% vs siCTL = 64%). Interestingly, Scemes, Dermietzel and Spray35 observed decreased activation 

amplitude in Cx43 KO astrocytes. Even though our model only exhibited partial Cx43 depletion, this 

suggests the existence of some distinct mechanisms between retinal Müller cells and astrocytes ATP-

induced calcium response. To our knowledge, our data are the first reporting an increase of ATP-

induced calcium response following a plasmalogen depletion in retinal Müller cells. Interestingly, 

previous studies have linked calcium release from the endoplasmic reticulum (ER) to n-3 

polyunsaturated fatty acids (PUFAs) such as the docosahexaenoic acid (DHA) in astrocytes36,37 by 

showing that DHA reduces astrocytic calcium response amplitudes, partly by inhibiting the IP3 

receptors activity. As plasmalogens are known to be “reservoirs” of PUFAs including DHA in the cell 

membrane2, we could hypothesize that plasmalogen depletion is associated to a lower DHA 

bioavailability in Müller cells, thereby preventing its inhibitory effects on the calcium release from 

the ER. This hypothesis is supported by significantly reduced n-6/n-3 PUFAs ratio in siDHAPAT treated 

Müller cells (data not shown), and by a previous work from our laboratory showing that inhibiting 

PUFA release from plasmalogens leads to alterations that are similar to plasmalogen deficiency in 

mouse6. 

Plasmalogen-deficient mice (DAPAT-/-) exhibit total plasmalogen deficiency that leads to critical 

defects in the eye, such as optic nerve hypoplasia, microphtalmia, cataract and abnormalities of the 

retinal vascular development6,19. In the retina, vascular development takes place on the preexisting 

angiogenic template formed by the astrocytic network7. Interestingly, defects of the astrocyte 

template, including astrocyte over-activation have been observed in the DHAPAT KO mice6, 

suggesting that vascular development abnormalities are a consequence of prior alterations in 

astrocyte metabolism. Considering that retinal plasmalogen metabolism seem to be concentrated in 

Müller cells and that Müller cells communicate with astrocytes by the mean of gap junctions, one 

could hypothesize that astrocytes alterations are linked, at least in part, to functional defects of 

Müller glia. As shown in our study, plasmalogens are involved in proper GJIC. In order to validate our 

data, it would be of particular interest to assess Müller cell response to ATP and the subsequent GJIC 

in situ on whole retinas or on isolated Müller glia from ex vivo retinas38-40 from DAPAT-/- mice. Further 

studies would then be needed to evaluate to what extent defects in GJIC participate to the abnormal 



127 
 
 

astrocytic template formation in DAPAT-/- mice and to the subsequent defects in retinal vasculature 

formation. Moreover, considering that supplementing DAPAT-/- mice has proven to successfully 

restore plasmalogen levels as well as plasmalogen-induced functional alterations41,42, it would be 

interesting to conduct such studies in alkylglycerol-supplemented DAPAT-/- mice. 

Alkylglycerol family comprises several molecular species, distinguished by their specific ether-linked 

sn-1 chain, such as batyl alcohol (1-O-octadecylglycerol), chimyl alcohol (1-O-hexadecylglycerol), and 

selachyl alcohol (1-O-octadec-9-enyl glycerol). As shown by Acar et al.3, plasmalogens containing a 

C18:0 chain at the sn-1 moiety are the main plasmalogen subclass in the retina. Accordingly, we 

decided to supplement our cells with an alkylglycerol containing a C18:0 alkyl chain, namely batyl 

alcohol (1-O-octadecylglycerol). As expected, alkylglycerol supplementation successfully restored 

plasmalogen concentrations in Müller glia without any change in DHAPAT expression. Alkylglycerol 

supplementation also significantly inhibited plasmalogen-depleted Müller cells response to ATP, 

which in turn led to a reduction of astrocyte activation amplitude. This result confirms that the initial 

calcium response evoked by Müller cells is an important regulating factor of the calcium wave 

propagation with astrocytes. Surprisingly, alkylglycerol supplementation also restored astrocyte 

activation latency without influencing Cx43 expression. The reasons for such results are currently 

unknown, and it would be of particular interest to figure out what mechanisms could be responsible 

for this.  
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METHODS 

Animals and cells 

Animals 

Experiments on animals were performed according to previously reported procedures43 and in 

accordance with the ARRIVE guidelines, the Association for Research in Vision Ophthalmology (ARVO) 

statement for the use of animals in ophthalmic and vision research, and with French legislation 

(personal authorization number 21CAA086 for N.A and animal quarters agreement number 

A21231010 EA), after approval by ethics committees (#105 Comité d’Ethique de l’Expérimentation 

Animale Grand Campus Dijon) and by the French Ministry of Higher Education and Research 

(reference number 02271.1). 

Müller cells 

Primary Müller cells were prepared from rat retinas according to a procedure previously described by 

Hicks and Courtois with slight modifications44. Nine to 12 days-old animals were obtained from a 

Wistar rat colony established in our animal quarters. Animals were killed by decapitation. Eyes were 

isolated and placed in Dulbecco’s Modified Eagles Medium (DMEM; Pan Biotech, Germany) with 10% 

Fetal Bovine Serum (FBS) overnight at room temperature in the dark. Eyeballs were then pre-

digested in DMEM containing 0.1% Trypsin-EDTA 10X (Sigma-Aldrich, USA) and 70 U/mL collagenase 

(Sigma-Aldrich, USA) at 37°C for 45min. Eyeballs were then placed in DMEM - 10% FBS, corneas were 

incised, lenses and vitreous bodies taken out, and retinas were gently isolated. Retinas were 

dissociated into small pieces and placed into a petri dish containing DMEM with 4.5 g/L of glucose, 

10% FBS and 10 µL/mL of streptomycin (10 mg/mL) – penicillin (10000 U/mL) (Pan Biotech, 

Germany). The medium was not changed during the first 2 days and then progressively substituted 

by DMEM with 1 g/L of glucose. Cells at 80% confluence were reseeded on different material 

depending on their final use. They were used at second generation. 

Astrocytes 

Primary astrocytes were extracted from rat cerebral cortex. Twenty-one days-old pups were 

obtained from the same Wistar rat colony established in animal quarters. Anesthesia was performed 

via an intraperitoneal injection of pentobarbital (Ceva, France) at 0.1mg/100g. Animals were 

perfused through heart’s left ventricle with a cold PBS solution. The brain was removed and astroglial 

cells isolation were performed according to a previously described protocol45 with slight 

modifications. Briefly, cortices were separated from the brain and the meninges removed. Cortices 

were cut into small pieces using sharp blades, and cells were then dissociated by three successive 

trituration and sedimentation steps in DMEM F12 + 10 µL/mL of streptomycin-penicillin medium. 

Dissociated cells were then plated onto a 75cm2 culture flask, previously pre-coated with poly-L-
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lysine (1X) and maintained in culture medium (DMEM F12 + 10 % FBS + 10µL/mL of streptomycin-

penicillin) in an incubator at 37°C with 5% CO2 and 95% humidity. The media was changed every 3-4 

days. At 80% confluence, the flask was shaken overnight at 200 rpm to remove non-astroglial cells. 

Co-culture model 

At second generation, Müller cells and astrocytes were seeded on poly-L-lys coated glass coverslips 

(18 mm diameter) in 6-wells plates (25 mm diameter) at 5.105 cells/mL and 8.105 cells/mL, 

respectively. Müller cells were seeded one day before astrocytes to allow the transfection with 

siRNA. Cells were co-cultured together during 4 days before the experiment in DMEM F12 + 10% FBS 

+ 10µL/mL of streptomycin-penicillin medium. 

Immunohistochemistry 

Experiments were performed according to previously reported procedures43. Adult C57BL/6 mice (3 

months of age, Centre d’Elevage Janvier, Le-Genest-Saint-Isle, France) were euthanized by CO2 

exposure. The eyeballs were isolated, embedded in Tissue-Tek O.C.T. (reference 4583, Sakura 

Finetek, Alphen aan den Rijn, Netherlands) and frozen into cold isopentane. Cryo-sections of 10µm-

thickness were mounted on slides and stored at -80°C until further experiments. 

Third generation Müller cells seeded on microscope slides and 10 µm-retina slices were fixed for 

5min with a mixture composed of acetone and methanol (1:1, v:v), treated for 8min with 0.3 % H2O2 

in TBS-T (50mM Tris, 150mM NaCl, 0.01% Tween 20), blocked 1h with mouse IgG Blocking Reagent 

(reference BMK 2202, Vector Labs, Burlingame, CA, USA) and incubated for 1h with the following 

primary antibodies in 1% bovine serum albumin (BSA): GNPAT at a dilution of 1:100 (rabbit 

polyclonal, reference 14931-1-AP, ProteinTech), and vimentin at a dilution of 1:50 (goat polyclonal, 

reference SC-7557 Santa Cruz). Samples were then incubated with either Alexa Fluor 488 or Alexa 

Fluor 594-conjugated secondary antibodies for 1h at room temperature (anti goat reference A11057, 

Invitrogen and goat anti rabbit reference 111-035-144, Jackson Immuno Research, West Groove, PA, 

USA, respectively), before being sealed in mounting media for imaging on an inverted confocal 

microscope (Leica TCS SP8, Leica Microsystemes, Nanterre, France) 

 

Inhibition of DHAPAT-mediated plasmalogen biosynthesis by siRNA transfection 

Transfection steps were accomplished according to previously reported protocols43. Silencer® Select 

siRNAs were used to knockdown expression of DHAPAT gene that encodes for the regulating enzyme 

of plasmalogen biosynthesis. SiDHAPAT (siRNA ID s136618 sense 5’-CAUCGUUCUCAAUUCUGAAtt-3’, 

anti-sense 5’-UUCAGAAUUGAGAACGAUGga-3’ and siRNA ID s136619 sense 5’-

GGAUGUCCUUCAGUUGCUUUtt-3’, anti-sense 5’-AAGCAACUGAAGACAUCCtc-3’) and the non-

targeting controls (siCTL) were purchased from Ambion (references 4390771 and 4404020, 
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ThermoFisher Scientific, USA). The siRNA transfection of Müller cells was performed using 

Lipofectamine RNAiMAX transfection reagent (ThermoFisher Scientific, USA) in OPTIMEM medium 

(ThermoFisher Scientific, USA) overnight at 37°C in 5% CO2 humidified atmosphere according to 

manufacturer’s instructions. Then medium was replaced by DMEM supplemented with 10% FBS. 

Cells were then submitted to an 8h transfection process following both their first and second 

passages. Finally, cells were isolated for experiments 5 days after the second transfection. 

Alkylglycerol supplementation of Müller cells 

After the second siRNA transfection step, siCTL and siDHAPAT-transfected Müller cells were either 

maintained in the culture medium described earlier (1g/L glucose DMEM medium + 10% FBS + BSA 

0.25mM + 10µL/mL streptomycin – penicillin cocktail) or either with the same culture medium 

supplemented with 7.5µM of batyl alcohol (1-O-Octadecyl-rac-glycerol) (Sigma-Aldrich, USA). 

Evaluation of glial cell plasmalogen content 

Total lipid from Müller cells were extracted according to the method described by Folch and 

collaborators by using a mixture of chloroform/methanol (2:1, v:v)46. Lipid extracts were stored at -

20°C under inert gas until further analyses. Total lipids previously extracted were transmethylated 

using boron trifluoride (BF3) in methanol according to Morrison and Smith (Morrison and Smith, 

1964). Fatty acid methyl esters (FAMEs; formed by the transmethylation of fatty acids at sn-1 and sn-

2 positions of diacylglycerophospholipids and the sn-2 of plasmalogens) and dimethylacetals (DMAs; 

formed by the transmethylation of the aldehyde aliphatic groups on sn-1 position of plasmalogens) 

were subsequently extracted with hexane and analyzed by gas chromatography on a Hewlett 

Packard Model 5890 gas chromatograph (Hewlett Packard, USA) using a CPSIL-88 column (100 m x 

0.25 mm i.d, film thickness 0.20 µm; Varian, France) equipped with a flame ionization detector. 

Hydrogen was used as the carrier gas (inlet pressure 210kPa). The oven temperature was held at 

60°C for 5 min, increased at 165°C with a 15°C/min rate, held for 1 min and then to 225°C at 2°C/min 

and finally held at 225°C. FAMEs and DMAs were identified by comparison with their commercial and 

synthetic standards. The data were processed using the EZChrom Elite software (Agilent 

Technologies, France) and reported as a percentage of total FAMEs and DMAs. Plasmalogen levels 

were calculated as 2 x (% of total DMAs) as previously described by Acar and collaborators3. 

Protein expression 

Proteins were first extracted from Müller cells in RIPA lysis buffer (ThermoFisher Scientific, USA) with 

extemporaneous addition of a phosphatase inhibitor (Roche, Sigma-Aldrich, USA) and protease 

inhibitor (Roche, Sigma-Aldrich, USA) cocktails. After a 30-min centrifugation at 10,000 x g, the 

supernatant containing proteins was isolated. Protein content was measured by using Pierce BCA 

Protein Assay Kit (ThermoFisher Scientific, USA) at 562nm by a multilabel plate reader (Victor 3V, 
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PerkinElmer, USA). Dilutions of known concentrations of BSA were prepared and used to determine 

standard curve. 

Twenty-five micrograms of protein extracts were boiled for 5min in a 4X Laemmli buffer (40% 

glycerol, 240mM Tris/HCl pH 6.8, 8% SDS, 0.04% bromophenol blue, 5% beta-mercaptoethanol) and 

then separated by electrophoresis at 125V for 1h (Mini-PROTEAN® Tetra System, BioRad, USA) using 

4-15% SDS-PAGE Stain-Free precast gels (Mini-PROTEAN®, TGX Stain-Free, BioRad, USA). After UV 

activation of the protein gels on a Chemidoc (BioRad, USA), proteins were subsequently transferred 

on a nitrocellulose membrane (BioRad, USA) using a Transblot Turbo (BioRad, USA). Membranes 

were blocked for 1h at room temperature in a PBS solution with 3% BSA (Sigma-Aldrich, USA) and 

then incubated for 1h at room temperature with primary antibodies. Primary antibodies used were 

1:1000 rabbit anti DHAPAT (ref 14931-1-AP, ProteinTech, UK), mouse anti-Cx43 at 1:1000 dilution 

(ref 610062, BD Biosciences, USA), 1:1000 mouse anti-pCx43 (S368) (ref 52559, Cell Signaling 

Technology, Netherlands) and 1:1000 rabbit anti-pCx43 (Y265) (ref ab193373, Abcam, UK). 

Membranes were then rinsed for 30min at room temperature using a mixture of PBS-T (10mM 

Na2HPO4, 1,76mM KH2PO4, 137mM NaCl, 2,7mM KCl, 0.1% Tween 20 w/v) and incubated with HRP-

conjugated secondary goat anti-mouse antibodies (reference P0161, Dako, Denmark) for 1h at room 

temperature. After another 30min rinsing, blots were incubated for 2min with ECL reagents (Perkin 

Elmer, USA) and visualized by chemiluminescence using a charge-coupled device (CCD) camera 

(Chemidoc, BioRad, USA). Protein expression was then quantified using total protein loads. 

Gene expression 

After being grown and transfected, primary Müller cells were collected from culture flask in PBS 

solution, snap-frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C. Total RNA was isolated from primary 

Müller cells using the NucleoSpin RNA Plus XS Kit (Macherey-Nagel, France) and quantified using a 

NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, USA). RNA samples were then divided in 10µL aliquots each 

containing 100ng of RNA and stored at -20°C. cDNA was synthesized from RNA samples using the 

high-capacity cDNA reverse transcription Kit (Applied Biosystems, USA) and stored in 20µL aliquots at 

-20°C. 2µL of cDNA sample were added to 10µL of iTaq Universal SYBR® Green Supermix (BioRad, 

USA) plus the corresponding primers. Finally, qPCR was performed on a StepOnePlusTM 

(ThermoFisher, USA). The qPCR run consisted of a first step at 95°C for 10min, followed by 40 cycles 

of 15s at 95°C, 1 min at 60°C and 30s at 72°C. In addition to the Cx43, Gusb and B2m were used as 

housekeeping genes. Primers sequences were as follows: Gusb: Forward 5’-CTCGAACAATCGGTTGCA-

3’, Reverse 5’- TCATTGAAGCTGCAAGGGACC-3’;  B2m: Forward 5’-CCGTGATCTTTCTGGTGCTTG -3’, 

Reverse 5’-CGGTGGATGGCGAGAGTACA-3’.Cx43 Forward 5’-CAGCTGTTGAGTCAGCTTGG - 3’, Reverse 

5’-ACATGGGCCAAGTACAGGAG-3’. 
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Calcium imaging 

Calcium waves were studies according to previously reported procedures43. Co-cultured astrocytes 

and Müller cells were loaded for 45min at 37°C under gentle agitation with 2,5 µM of Fura-2 

acetoxymethylester (Fura-2AM, Molecular Probes, USA) in a modified Hanks buffered saline solution 

(HBSS; 13 mM NaCl, 5mM KCl, 1.3mM CaCl2, 1mM MgCl2, 10 mM HEPES, 2.5 D-glucose, pH 7.4) 

supplemented with 0.002% pluronic acid (P3000MP, Molecular Probes, USA). After incubation, glass 

plates covered with cells were mounted in a thermostatically regulated microscope chamber on an 

inverted Olympus microscope (IX 70, Olympus Corporation, Japan) and visualized with a 20X 

objective. Intercellular calcium waves were induced by the application of ATP at 100µM onto a single 

Müller cell with an 8.4-µm glass micropipette. Two 100msec-pulses at 10psi were delivered with a 

pneumatic PicoPump (PV830, World Precision Instruments, USA). A real-time movie of intercellular 

calcium waves of stimulated Müller cell and neighboring astrocytes following stimulation was 

recorded at 2 Hz for 4min by alternating excitations at 340 nm and 380 nm (emission spectrum: 420-

600nm). Images were recorded using a CCD camera with the live acquisition software (TiLL 

photonics, USA). The 340/380 nm fluorescence ratio was calculated after correction for background 

fluorescence values. A baseline recording was performed for 2min before stimulation. 

Quantitative analysis of intercellular Ca2+ waves 

Each cell was considered as an individual region of interest (ROI). For each ROI, we obtained a curve 

representing the 340/380nm fluorescence ratio. Since the fluorescence intensity of Fura-2AM was 

proportional to calcium concentrations, changes in cytosolic calcium concentrations were inferred 

from the fluorescence profile of individual cells. The mask of each ROI was imported on ImageJ 

software (National Institute of Health, USA, https://imagej.nih.gov/ij) to measure the distance 

between the stimulated Müller cell and the subsequently activated astrocytes. Astrocytes were 

considered as activated once they reached a 10% increase of the baseline (0.1 x Imax + baseline), and 

the corresponding latency time was evaluated (activation time). The velocity of calcium wave 

propagation was calculated and expressed in µm/s. Finally, astrocytes calcium response intensity 

following their activation was evaluated and expressed as a percentage of increase of the baseline 

(activation amplitude = ((Imax x 100) / baseline) - 100). The change in fluorescence intensity was 

normalized to the level of baseline fluorescence. 

ATP-stimulated Müller glia calcium response 

Primary Müller cells were isolated, cultured and transfected according to the previously described 

conditions44. Cells were seeded in Poly-D-lysine coated 96-wells plastic plates (Corning BiocoatTM, 

Falcon, USA). Müller cells were loaded for 45min at 37°C with the calcium probe Fluo-4 AM 

(Molecular Probes, USA) and the organic anion transporters inhibitor probenecid (Invitrogen, USA) in 
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the same modified HBSS. After incubation, plates were placed in a multi-mode microplate reader 

FlexStation® 3 (Molecular Devices, USA) together with a 500 µM ATP-containing stimulation plate. 

Müller cells were then stimulated with ATP using the following injection parameters: volume = 50 µL, 

speed rate 6 (~94 µL/sec), height = 60µL. Calcium response was recorded during 90sec with the 

following recording parameters: sensitivity = 50 readings, PMT high; reading interval = 5.04sec. Data 

were recorded and analyzed using the SoftMax Pro 5.4.6 software (Molecular Devices, USA). Three 

96-wells plates were used as replicates for each experiment. The mean of the three plates was used 

for analysis. 

Statistical analysis 

Statistical analysis was performed using GraphPad Prism v6.05 (GraphPad software, USA). For gene 

and protein expression, comparisons between two groups were performed using a non-parametric 

Mann-Whitney test. For the calcium wave quantitative analysis, Pearson correlation coefficients 

were determined to assess linear associations between astrocytes activation time and their distance 

from the ATP-stimulated Müller cell. Radius-dependent comparisons between groups were 

performed by a student t-test. A p value lower than 0.05 was considered as statistically significant 

and noted by one star (*). Two and three stars were used for p values lower than 0.01 and 0.001, 

respectively. 
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Résultats complémentaires et conclusion 

A travers ces deux études, nous avons pu montrer que les plasmalogènes jouent un rôle crucial dans 

la physiologie des cellules de Müller, en régulant notamment des mécanismes clés tels que la 

migration cellulaire et la GJIC. Toutefois, plusieurs questions restent en suspens et demandent des 

investigations plus poussées, notamment au niveau mécanistique, afin de comprendre comment la 

diminution du contenu cellulaire en plasmalogènes altère ces fonctions.  

En premier lieu, des données complémentaires d’expression génique menées sur les 3 protéines du 

cytosquelette présentées dans l’article 1 (GFAP, B-actine et B-tubuline) suggèrent que la diminution 

de l’expression de la GFAP pourrait être due à une diminution de l’expression du gène associé (Figure 

40). Ce dernier est notamment régulé par des facteurs de transcription tels qu’AP1, SP1 ou NFkB, qui 

interviennent également dans la régulation de l’expression génique de la Cx43, et pourraient ainsi 

expliquer la sous expression de l’ARNm Cx43 décrite dans l’article 2. Ces facteurs de transcription 

sont généralement sur ou sous-exprimés au cours de modifications de la physiologie cellulaire, 

comme l’inflammation.  Or, l’activation des cellules de Müller à la suite d’un processus inflammatoire 

se traduit justement par une surexpression de la GFAP, excluant de fait que la diminution du contenu 

en plasmalogènes déclenche l’apparition d’un profil inflammatoire. 

 

Figure 40 : Expression relative des gènes codant pour les protéines du cytosquelette des cellules de 
Müller. La déplétion partielle du contenu en plasmalogènes de cellules de Müller est associée à une 
sous-expression du gène codant pour la GFAP (A), tandis que les gènes codant pour la β –Actine (B) 
et la β-Tubuline (C) ne montrent pas de différence d’expression. Données présentées sous la forme 
M±SEM. Test de Mann-Whitney. n=5 

Dans un deuxième temps, l’article 2 a permis de révéler que la sous-expression de la Cx43 induite par 

la déplétion en plasmalogène impactait significativement la GJIC non seulement entre les cellules de 

Müller, mais également avec les astrocytes. Une partie des anomalies ayant été corrigée par la 

supplémentation en précurseurs de plasmalogènes (AKG), l’implication des plasmalogènes dans ces 

processus s’en trouve d’autant plus renforcée.  Toutefois, la restauration du contenu cellulaire en 

plasmalogènes n’ayant pas permis de restaurer l’expression de la Cx43, nous avons été surpris 
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d’observer une restauration partielle de la GJIC. Afin de compléter la compréhension des 

mécanismes impliqués, nous avons décidé de vérifier l’expression d’autres connexines exprimées par 

les cellules de Müller. Ces résultats préliminaires suggèrent que les plasmalogènes pourraient réguler 

l’expression d’autres connexines que la Cx43 (Figure 41). Il est toutefois nécessaire de répéter ces 

expérimentations afin de pouvoir conclure avec certitude sur les tendances observées. De plus, les 

western-blots correspondants permettront de relier les éventuelles altérations de l’expression 

génique à l’expression protéique de ces dernières. 

 

Figure 41 : Expression relative des gènes codant pour les différentes connexines dans les cellules de 
Müller. Données présentées sous la forme M±SEM. Test de Mann-Whitney. n=4-6 

Ces résultats préliminaires suggèrent que les plasmalogènes pourraient réguler l’expression d’autres 

connexines que la Cx43, mais les conséquences sur la GJIC restent encore à déterminer. Par ailleurs, 

nous savons également que la réponse calcique provoquée par des stimuli tels que l’ATP entraine 

l’activation de voies de signalisation intracellulaire, comme la voie des MAPKs et Akt. Nous avons 

donc également souhaité vérifier les conséquences de la déplétion en plasmalogènes sur l’activation 

des MAPKs en réalisant une cinétique de phosphorylation à la suite d’un stimulus ATP (Figure 42).   



139 
 
 

 

Figure 42 : Cinétique de phosphorylation des voies de signalisation intracellulaire dans les cellules 
de Müller à la suite d’un stimulus ATP. Données présentées sous la forme M±SEM. Test de Mann-
Whitney. n=4-6 

Si les résultats suggèrent une tendance à la suractivation de ERK 1/2, de p38 et d’Akt dans les cellules 

de Müller déplétées en plasmalogènes, cette augmentation n’est cependant pas suffisante pour être 

significative. Il convient toutefois de rappeler ici que notre modèle de déplétion en plasmalogènes 

n’induit qu’une déplétion partielle de l’ordre de 50%, et ne pourrait ne pas être suffisant pour mimer 

la physiologie de cellules déficientes en plasmalogènes, comme dans le cas de la souris DAPAT-/-. Afin 

de combler ce biais, il pourrait être envisagé de réaliser ces expérimentations sur des cultures 

primaires de cellules de Müller isolées de souris déficientes en plasmalogènes, comme la souris PEX7 

ou encore la souris DAPAT. 

Bien que n’étant pas suffisante pour induire des changements significatifs dans l’activation des voies 

de signalisation, la déplétion partielle en plasmalogènes permet d’altérer de manière significative le 

ratio n-6/n-3 (Figure 43 A), qui repose en grande partie sur le ratio AA/DHA (Figure 43B). La déplétion 

en plasmalogènes est ainsi associée à une augmentation de ces ratios, suggérant une diminution 

significative de la biodisponibilité en oméga-3, confirmant par là même d’autres études antérieures 

(Gaposchkin and Zoeller, 1999). 
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Figure 43 : Impact de la transfection et de la supplémentation en AKG sur le statut en AGPIs des 
cellules de Müller in vitro. A : La déplétion partielle en plasmalogènes des cellules de Müller induite 
par la transfection (siDHAPAT) est associée à une augmentation significative du ratio n-6/n-3 (p < 
0.001), qui est partiellement restaurée par la supplémentation en alkylglycérols (AKG) (p < 0.05). B : 
La déplétion partielle en plasmalogènes des cellules de Müller (siDHAPAT) est associée à une 
augmentation significative du ratio AA/DHA (p < 0.01), qui tend à être restaurée par la 
supplémentation en AKG (p = 0.08). Données présentées sous la forme moyenne ± SEM. Test de 
Mann-Whitney ; n=8. 
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Chapitre 3 : Rôle des plasmalogènes dans le 

développement vasculaire rétinien – intérêt 

potentiel d’un apport nutritionnel en 

précurseurs de plasmalogènes 
Problématique 

Les études in vitro développées dans le chapitre 2 ont permis de mettre en évidence l’implication des 

plasmalogènes dans la physiologie des cellules de Müller. Bien que ces études pourraient être 

étendues à d’autres fonctions afin de discriminer précisément celles qui sont régulées par les 

plasmalogènes de celles qui ne sont pas impactées, l’altération de la GJIC et des capacités de 

migration suggèrent que les cellules de Müller pourraient participer à la mise en place et/ou la 

sévérité des anomalies rétiniennes de la souris déficiente en plasmalogènes (DAPAT-/-). Par ailleurs, 

des études ont pu montrer que la supplémentation du régime alimentaire de souris déficientes en 

plasmalogènes avec des alkylglycérols était capable de restaurer les niveaux tissulaires en 

plasmalogènes ainsi que des anomalies liées à cette déficience, y compris oculaires. L’impact sur les 

altérations de la rétine et de son développement vasculaire n’est cependant pas connu à l’heure 

actuelle. De plus, la supplémentation in vitro des cellules de Müller en alkylglycérols ayant montré 

une capacité à rétablir au moins partiellement certaines anomalies induites par la déplétion en 

plasmalogènes, il apparait envisageable de considérer que la supplémentation in vivo en 

alkylglycérols puisse limiter les altérations fonctionnelles des cellules de Müller et par extension, le 

phénotype pathologique rétinien de la souris DAPAT -/-. En conséquence, nous avons souhaité 

étendre notre compréhension des mécanismes cellulaires et moléculaires impliqués dans la mise en 

place des anomalies du développement vasculaire rétinien de la souris DAPAT-/- et de déterminer 

l’impact d’une supplémentation nutritionnelle orale en alkylglycérols sur ces paramètres. Le 

développement vasculaire de la rétine s’effectuant postérieurement à la naissance au cours des trois 

premières de vie, les souriceaux s’alimentent par lactation. Nous avons donc supplémenté le régime 

des mères à hauteur de 2% d’alkylglycérols, afin que les souriceaux en bénéficient par transfert via le 

lait maternel. 

Cet article est en préparation pour une soumission dans le journal internationnal Plos One. 
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Abstract 

Plasmalogens are ether-phospholipids that are involved in several crucial functions of cell physiology. 

Plasmalogen deficiency is associated with major eye defects in the mouse, including vascular 

development abnormalities of the retina, namely artery dilatation, tortuosity, and leakage that 

ultimately remain up in adulthood. These alterations have been associated with the activation retinal 

glial cells and modifications in the expression of angiogenic factors. In this work, we aimed to expand 

our knowledge on the underlying mechanisms as well as at testing whether a nutritional 

supplementation with plasmalogen precursors could prevent these abnormalities. Accordingly, the 

diets of lactating mice were enriched in 2% alkylglycerols and retinal vascular development as well as 

the expression of key genes involved in glial cells activation, angiogenesis and inflammation were 

assessed during the first three weeks at post-natal days 7, 14 and 21 (PN7, 14, 21). Results show that 

plasmalogen deficiency is associated with several impairments in the expression of crucial genes such 

as Gfap, Angpt1, Mmp9, Fn1 or Il1b, that can be at least partially restored with alkylglycerol 

supplementation. However, the alkylglycerol-enriched diet was not sufficient not fully restore neither 

plasmalogen levels nor plasmalogen deficiency-induced vascular abnormalities. Despite providing 

promising clues, further research is needed to achieve a full understanding of the mechanisms linking 

plasmalogens and vascular development of the retina. 
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Introduction 

Plasmalogens are a subgroup of membrane phospholipids characterized by a vinyl-ether bond at the  

sn-1 position of glycreol. They are involved in several major functions of cell physiology such as 

membrane structure and dynamics, antioxidative status maintenance and cell signaling (Nagan and 

Zoeller, 2001; Braverman and Moser, 2012). Plasmalogens are abundant in nervous tissues, 

suggesting a specific role in their physiology. As an extension of the central nervous system, the 

retina was also shown to exhibit high concentrations of plasmalogens (Acar et al 2007). As for other 

lipid species (Vecino et al., 2016; Gambert et al., 2017; Leger-Charnay et al., 2019), the retinal 

metabolism of plasmalogens seem to rely on Müller cells (Acar et al., 2007), the principal glial cell of 

the retina (Bringmann et al., 2006). Interestingly, plasmalogen deficiency is associated with several 

major eye defects in the mouse (DAPAT-/-), such as microphthalmia, optic nerve hypoplasia, cataract, 

persistence of hyaloid vessels during adult life, and abnormal vascular development of retinal vessels 

(Rodemer et al., 2003; Brites et al., 2011; Saab et al., 2014b). These abnormalities in retinal 

vascularization take place in a two-phase manner during retinal post-natal development: a delayed 

outgrowth at post-natal day 7 (PN7), followed by a second phase of proliferative angiogenesis at 

post-natal day 14 (PN14). Adult vessels exhibit increased dilatation and tortuosity (Saab et al., 

2014a). The onset of these abnormalities is associated with modifications in the expression of several 

factors involved in angiogenesis such as angiopoietins 1 and 2, glial cells activation such GFAP (Saab 

et al., 2014a) as well as in microglial cells metabolism such as Iba1 (Langmann 2007). On the other 

hand, it is well known that the activation of glial cells is associated with the overexpression of pro-

inflammatory cytokines such as Il-1β, IL6, IL17, IL23 and TNF-α (Kumar et al., 2013; Eastlake et al., 

2016; Abcouwer, 2017). Retinopathies are also associated with various dysregulation of extracellular 

matrix (ECM) proteins like fibronectin (Saab et al. 2014a; Roy et al., 1996) and ECM degrading 

enzymes like the matrix metalloproteinases 2 and 9 (MMP2 and MMP9, respectively). Previous 

studies have shown that a nutritional supplementation with the plasmalogens precursor 

alkylglycerols is able to restore at least partly several of the defects observed in the DAPAT-/- mouse, 

including those related to lens development (Brites et al., 2011). However, the impact of such a 

dietary supplementation on vascular development of the retina is currently not known, and the exact 

mechanisms underlying the onset of these abnormalities are still undocumented. Therefore, our 

study aimed at expending our knowledge on the mechanisms by which plasmalogens regulate retinal 

vascular development. Accordingly, using biomolecular, histological, and nutritional approaches, we 

explored the mechanisms underlying plasmalogen deficiency-related retinal abnormalities in vivo and 

the impact of a nutritional rescue of tissue plasmalogen levels. 
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Materials and methods 

Animals 

Experiments were conducted in accordance with the Association for Research in Vision and 

Ophthalmology statements and with French legislation (authorization number 21CAE086 for N.A. and 

animal quarters agreement number A21231010 EA), after approval by the local ethics committees 

(#105 Comité d’Ethique de l’Expérimentation Animale Grand Campus Dijon).  

DAPAT heterozygous (DAPAT+/−) mutants were kindly provided by Prof. W.W. Just (Heidelberg, 

Germany) and housed in our animal quarters. They were crossed to generate DAPAT+/+, DAPAT+/− and 

DAPAT knock-out (DAPAT−/−) mice. Animals were genotyped as previously described (Saab et al., 

2014). Briefly, polymerase-chain reaction (PCR) was performed on genomic tail DNA using the 

primers neomycin-forward (CGCATCGCCTTCTATCGCCTTCTTG, Eurofins MWG Operon, Ebersberg, 

Germany), exon7-forward (CGATACCTACTTTGTCCCAATTAGC, Eurofins) and exon7-reverse 

(GCTGGTCTCAAACAGCTACGTAGCTGA, Eurofins). DNA was extracted using the Archive Pure DNA 

Cell/Tissue kit (5 Prime GmbH, Catalog no 2300820; Gaithersburg, MD). Then, 2 ng of genomic DNA, 

100 pmol of each primer in reaction buffer and 2.5 U of Taq polymerase (BiotaqTM DNA Polymerase, 

BIO-21040, Bioline, Paris, France) were used in a total volume of 25 µl to amplify DNA. After 2 min of 

denaturation at 95°C, PCR was performed on a C1000TM Thermo Cycler (Biorad Laboratories, 

Hercules, CA, USA) through 35 cycles at 94°C for 30 s and 57°C for 1 min, followed by a final 

extension step at 72°C for 1 min. This resulted in a 650-bp product for the wild-type gene and an 860-

bp product for the neomycin-recombinant DAPAT gene. PCR products were determined by 

electrophoresis in 2% agarose gels that were further visualized on a Geldoc 2000 (Biorad) for 

analysis. 

Diets 

Animals were fed from birth with diets containing either 2% alkylglycerol (AKG) or 0% AKG (Table 1). 

The lipid fraction of the diets were prepared by using sunflower oil and canola oil in order to supply 

linoleic acid (LA, C18:2n-6) and -linolenic acid (ALA, C18:3n-3), respectively. High oleic sunflower oil 

and palm oil were added to balance the levels of oleic acid and palmitic acid, respectively. Fish oil 

was used to balance docosahexaenoic acid (DHA, C22:6n-3) and eicosapentaenoic acid (EPA, C20:5n-

3) levels, and shark liver oil (Polaris, France) was used to provide AKG. The detailed composition of 

dietary lipids is presented in Table 2. 
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Table 1 Composition of diets 

Ingredients Amount (g/kg diet) 

Casein 180 

Cornstarch 460 

Sucrose 230 

Cellulose 20 

Fata 50 

Mineral mixb 50 
Vitamin mixc 10 

aRepresented by oil mixes prepared with variable amounts of sunflower oil, canola oil, high oleic 
sunflower oil, palm oil, and fish oil. 

bComposition (g/kg diet): sucrose, 5.535; CaCO3, 12; K2HPO4, 10.75; CaHPO4, 10.75; MgSO4, 7H2O, 
5; NaCl, 3; MgO, 2; FeSO4, 7H2O, 0.4; ZnSO4, 7H2O, 0.35; MnSO4, H2O, 0.1; CuSO4, 5H2O, 0.05; 
Na2SiO7, 3H2O, 0.025; AlK(SO4)2, 12H2O, 0.01; K2CrO4, 0.0075; NaF, 0.005; NiSO4, 6H2O, 0.005; 
H2BO3, 0.005; CoSO4, 7H2O, 0.00025; KIO3, 0.002; (NH4)6Mo7O24, 4H2O, 0.001; LiCl, 0.00075; 
Na2SeO3, 0.00075; NH4VO3, 0.0005. 

cComposition (g/kg diet): sucrose, 5.4945; retinyl acetate, 0.01; cholecalciferol, 0.0025; DL-a-
tocopheryl acetate, 0.2; phylloquinone, 0.001; thiamin HCl, 0.01; riboflavin, 0.01; nicotinic acid, 0.05; 
calcium pantothenate, 0.025; pyridoxine HCl, 0.01; biotin, 0.01; folic acid, 0.002; cyanobalamin, 
0.025; choline HCl, 2; DL-methionin, 2; p-aminobenzoic acid, 0.05; inositol, 0.1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Values are expressed as a percentage of total fatty acids, except for AKG that are expressed as 
percentage of total fat. 

 

Table 2 Fatty acid composition of dietary lipids 

Fatty acids Control diet AKG-supplemented diet 

Total alkylglycerols 0% 2% 
Total saturated fatty acids 28.7% 25.5% 
Total mono-unsaturated fatty acids 53.2% 36.9% 
C18:2n-6 (LA) 13.5% 13.5% 
C20:4n-6 (ARA) 0.03% 0.2% 
Total n-6 fatty acids 13.6% 13.7% 
C18:3n-3 (ALA) 1.2% 1.2% 
C20:5n-3 (EPA) 0.6% 0.4% 
C22:6n-3 (DHA) 0.3% 0.5% 
Total n-3 fatty acids 2.3% 2.3% 
Total n-6 + n-3 fatty acids 15.9% 16.0% 
LA/ALA ratio 11.1 11.4 
n-6/n-3 ratio 6.03 6.02 
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Lipid quantification 

Animals were euthanized at PN21. The retinas were carefully excised from the ocular globe and 

quickly frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C until further analyses. Total lipid from retina 

were extracted according to the method described by Folch and collaborators by using a mixture of 

chloroform/methanol (2:1. v:v) (Folch et al., 1957). Lipid extracts were stored at -20°C under inert 

gas. Total lipids were transmethylated using boron trifluoride (BF3) in methanol according to 

Morrison and Smith (Morrison and Smith, 1964). Fatty acid methyl esters (FAMEs; formed by the 

transmethylation of fatty acids at sn-1 and sn-2 positions of diacylglycerophospholipids and the sn-2 

of plasmalogens) and dimethylacetals (DMAs; formed by the transmethylation of the aldehyde 

aliphatic groups on sn-1 position of plasmalogens) were subsequently extracted with hexane and 

analyzed by gas chromatography on a Hewlett Packard Model 5890 gas chromatograph (Hewlett 

Packard. USA) using a CPSIL-88 column (100 m x 0.25 mm i.d. film thickness 0.20 µm; Varian. France) 

equipped with a flame ionization detector. Hydrogen was used as the carrier gas (inlet pressure 210 

kPa). The oven temperature was held at 60°C for 5 min. increased at 165°C with a 15°C/min rate. 

held for 1 min and then to 225°C at 2°C/min and finally held at 225°C. FAMEs and DMAs were 

identified by comparison with commercial and synthetic standards. The data were processed using 

the EZChrom Elite software (Agilent Technologies. France) and reported as a percentage of total 

FAMEs and DMAs. Plasmalogen levels were calculated as 2 x (% of total DMAs) as previously 

described by Acar and collaborators (Acar et al., 2007). 

Gene expression 

Retinas were isolated from the eyeballs and pooled for one animal before being snap-frozen in liquid 

nitrogen and stored at -80°C. Total RNAs were isolated using the NucleoSpin RNA/Protein kit 

(Macherey-Nagel, France) and the corresponding cDNAs were synthesized using the PrimeScript RT 

Reagent Kit (Takara, Japan) according to the manufacturer’s instructions. The quantity and the 

quality of RNAs were evaluated on a nanodrop spectrophotometer (ND1000. ThermoFisher, France). 

The primers used to quantify the expression of genes involved in angiogenesis, glial activation, 

extracellular matrix remodeling and retinal inflammation as well as the endogenous controls are 

presented in Table 3. Quantitative real-time PCR (qPCR) was performed using 10ng of total RNA in 10 

µl of Syber Master Mix (Biorad). QPCR was performed on 384-well plates (Applied Biosystems. Life 

Technologies). using the ViiA™ 7 Real-Time PCR System equipped with the QuantStudio 12k Flex 

software (Applied Biosystems. Life Technologies). Genes encoding for Hprt and Gapdh were used as 
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endogenous controls for normalization and relative quantification (RQ) with the Cycle Threshold (CT)-

method. 

Table 3 – List of mouse primers 

Gene Accession # Forward sequence (5’-3’) Reverse sequence (5’-3’) 

Gfap NM_001131020.1 ATGATCCTGGGTGCGTGATG CACCAGTGAAAGACCTGGGA 

Aif1 NM_001361501.1 GTCCTTGAAGCGAATGCTGG CATTCTCAAGATGGCAGATC 

Hif1a NM_001313919.1 TCATCAGTTGCCACTTCCCCAC CCGTCATCTGTTAGCACCATCAC 

Vegfa NM_001025250.3 CACGACAGAAGGAGAGCAGAAGT TTCGCTGGTAGACATCCATGAA 

Angpt1 NM_001286062.1 CGCCGAAATCCAGAAAACGG AGGTAAACACAAATGCCCCCT 

Angpt2 NM_007426.4 TCTCTTTGCTCGGTGTGGAC TGAGAGCTGTTTCTAGTGTCTTTCT 

Fn1 NM_001276408.1 CTGAACCAGCCTACAGATGAC CATTTTCTCCCTGCCGATCC 

Mmp2 NM_008610.3 GGTAGATGTCTCCTCCCTGGT TGCCTGCTACTGACGTGATG 

Mmp9 NM_013599.4 CCTCACCTGGCCCCACAAG CTGCAGGAGGTCGTAGGTC 

Tnfa NM_001278601.1 AGGCACTCCCCCAAAAGATG ATCCCATGCCTAACTGCCCT 

Il1b NM_008361.4 TGGACCTTCCAGGATGAGGACA GTTCATCTCGGAGCCTGTAGTG 

Il6 NM_001314054.1 ATCCAGTTGCCTTCTTGGGACTGA  TAAGCCTCCGACTTGTGAAGTGGT 

Il17a NM_010552.3 GCCCCAAAGAGAAAAGCCAC CCTTACCTCCACCCCTAGTGA 

Il23a NM_031252.2 TCAAAGGGGAGCCTGCTCTA CACAGGACACAGTCAGAAAGGA 

Hprt NM_013556.2 CAAACTTTGCTTTCCCTGGT CAAGGGCATATCCAACAACA 

Gapdh NM_001289726.1 TGACGTGCCGCCTGGAGAAA AGTGTAGCCCAAGATGCCCTTCAG 

 

Immunohistochemistry (IHC) 

Pups were euthanized by decapitation at post-natal day 21 (PN21). The eyeballs were isolated and 

fixed in 4% paraformaldehyde. They were then processed for flatmounts as following. The corneas 

were incised, the lenses taken out, and four radial cuts were made on the eyecups. Vitreous bodies 

were removed with forceps and retinas were delicately isolated and flattened on microscope slides. 

Flat-mounted retinas were stained to visualize endothelial cells and astrocytes. Briefly, retinas (n = 3-

4) were incubated in a blocking solution for 1h (5% BSA. 2% Triton. 0.5% Tween. pH 6.8), and then 

incubated overnight with primary antibodies solution. Primary antibodies solution consisted in 

polyclonal goat anti-collagen IV (1:500. ref 134001. Biorad) for endothelial cell labelling and 
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polyclonal rabbit anti-mouse GFAP (1∶500. ref Z0334. Dako. Denmark) for astrocytes labeling. The 

retinas were then washed in PBS and incubated in a secondary antibodies solution for 1h at room 

temperature. Secondary antibodies were Alexa 488-labelled donkey anti-rabbit (1∶200. Invitrogen A-

21206) and Alexa 594-labelled donkey anti-goat (1∶200. Invitrogen A-11058). Following the labelling 

steps, the retinas were rinsed in PBS and coverslipped using a fluorescence-mounting medium 

(Dako). Controls for these experiments consisted of secondary antibodies labeling. Confocal 

fluorescent microphotographs were taken on an inverted confocal microscope (TCS SP8. Leica 

Microsystemes. France) and processed with the Leica LCSlite software. 

Statistical analyses 

Data was processed using GraphPad Prism v6.05 (GraphPad software. USA). For gene expression, 

comparisons between two groups were performed using a non-parametric Mann-Whitney test. A p 

value lower than 0.05 was considered as statistically significant and noted by one star (*). Two and 

three stars were used for p values lower than 0.01 and 0.001, respectively. 

 

Results 

Nutritional supplementation 

The analysis of retinal lipids in mice pups at PN21 first confirmed the lack of plasmalogens in the 

plasmalogen-deficient mice (DAPAT-/-) (Figure 1A). Second, it revealed that supplementing mothers’ 

diet with the AKG-enriched shark liver oil was able to induce a small but not significant increase in 

the plasmalogen content of the retina (1.03 ± 0.77% versus 6.28 ± 0.28% for DAPAT+/+ wild-type 

animals) (Figure 1A). Interestingly, plasmalogen deficiency was also associated with a significant 

increase of the n-6/n-3 ratio of the retina at PN21 (2.28 ± 0.13% versus 0.92 ± 0.09% in DAPAT-/- and 

DAPAT+/+ mice, respectively; p < 0.01) (Figure 1B). Shark liver oil-supplemented diet could not restore 

this ratio despite a a 30%-decrease (1.61 ± 0.57% versus 2.28 ± 0.13% in AKG-supplemented DAPAT-/- 

and non-supplemented DAPAT-/- mice, respectively; p = 0.1). Accordingly, shark liver oil-

supplemented mice still exhibited a n-6/n-3 ratio that was significantly higher compared to control 

mice (1.61 ± 0.57% versus 0.92 ± 0.09% in AKG-supplemented DAPAT-/- and DAPAT+/+ mice, 

respectively; p < 0.01). 
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Figure 1: Impact of maternal alkylglycerol-supplemented diet on the plasmalogens and n-6/n-3 
profiles in mice pups’ retinas after 21 days. A: Relative quantification of plasmalogens in the retina 
of mice pups at post-natal day 21 (PN21) by GC-FID reveals a slight increase of the plasmalogens 
content in plasmalogen-deficient mice (DAPAT-/-). B: Plasmalogen deficiency is associated with a 
significant increase of the n-6/n-3 ratios in the retina. Alkylglycerol-enriched diet was not able to 
lower this ratio at PN21. Data are presented as mean ± SEM. Mann & Whitney test. n=4-8. * p < 0.05 

 

Impact of dietary AKG on the vascular development of the retina 

Flat-mounted retinas were used to confirm the extent of vascular abnormalities in DAPAT-/- mice and 

to assess the impact of maternal AKG supplementation on retinal vessel architecture as well as on 

the astrocytic network morphology of pups. First, flat-mounted retinas at PN7 displayed a significant 

delayed vascular outgrowth in DAPAT-/- mice (-20%) (Figure 2A). Then, flat-mounted retinas from 

PN21 DAPAT-/- (Figure 2C) mice exhibited a several abnormalities compared to control mice 

(DAPAT+/+) (Figure 2B), especially in astrocytes networks that displayed lower density and less 

organized networks. They also seemed to be less sharpened and to have a more fibrous aspect than 

astrocytes from DAPAT+/+ mice. Supplementing maternal diets with AKG did not seem to restore 

astrocytic networks morphology at PN21 (Figure 2D).  
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Figure 2: Immunohistochemical labeling of retinal vasculature (red) and astrocytes (green) reveals 
several alterations of the vascular development of the retina. A: Retinas from plasmalogen-
deficient mice (DAPAT-/-) exhibit a delay in vascular outgrowth at PN7. B-D: plasmalogen deficiency 
was associated to minor vascular abnormalities at PN21 (C), while astrocytes displayed alterations of 
cell and networks morphology, the latter being less dense and organized compared to DAPAT+/+ mice 
(B). AKG-supplementation did not seemrestore the physiological phenotype as observed in control 
mice (DAPAT+/+) (D). n = 2-4 retinas per group. Scale bars = 100µm. 

Impact of dietary AKG on glial cell activation 

RT-qPCR analyses revealed several alterations in the expression of genes involved in the activation of 

retinal glial cells (astrocytes, Müller cells and microglia). At PN7, Gfap did not seem to be affected by 

plasmalogen deficiency despite a trend toward its increase in the AKG-supplemented group (grey 

bars, p = 0.06) (Figure 3). However, microglial cells exhibited a small but significant overexpression of 
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the gene coding for Iba1, the microglial cells-marker (Aif1). At PN14, neither Gfap nor Aif1 genes 

exhibited significant dysregulations. However, Gfap expression was significantly increased by 3  at 

PN21 (p < 0.05), while Aif1 only exhibited a trend toward a 15%-overexpression (p = 0.05). AKG-

enriched maternal diet was not able to prevent the abnormal expression of genes regulating glial 

activation in DAPAT-/- mice. 

 

Figure 3: Expression of genes regulating glial cell activation at PN7, PN14 and PN21 in the retina of 
DAPAT+/+ and DAPAT-/- supplemented or not with AKG. RT-qPCR analysis of genes encoding for the 
macroglial cells marker GFAP (Gfap) as well as the microglial cells marker Iba1 (Aif1). Gene 
expression is expressed as relative quantification against DAPAT+/+ mice. Results are presented as 
mean ± SEM. Mann & Whitney test. n=4-8. * p < 0.05; ** p < 0.01. 

 

Impact of AKG supplementation on the expression of factors regulating angiogenesis. 

RT-qPCR analysis of genes regulating retinal angiogenesis exhibited several alterations. At PN7 and 

PN14, Angpt1 was the only gene that was overexpressed in DAPAT-/- mice (p < 0.05) (Figure 4). AKG 

supplementation seemed to inhibit this overexpression as there was no more significant change in 

Angpt1 expression in the supplemented group (DAPAT-/- + AKG) when compared to controls. At 

PN21, both Hif1a and Vegfa gene expression exhibited a significant increase (p < 0.05). 

Supplementing maternal diets with alkylglycerol-rich shark liver oil seemed to inhibit the 

overexpression of Hif1a in DAPAT-/- mice, but without reaching the level of statistical significance for 

Vegfa. Furthermore, despite trends at PN7, PN14 and PN21, Angpt2 expression was not altered 

neither by plasmalogen deficiency nor by maternal supplementation (Figure 4).  
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Figure 4: Expression of genes involved in angiogenesis in the mouse retina at PN7, PN14 and PN21 
in the retina of DAPAT+/+ and DAPAT-/- supplemented or not with AKG. RT-qPCR analysis of genes 
encoding for the angiogenesis mediators HIF-1α (Hif1a), VEGF (Vegfa), Angiopoietin 1 and 2 (Angpt1 
and Angpt2). Genes are expressed as relative quantification against DAPAT+/+ mice. Results are 
presented as mean ± SEM. Mann & Whitney test. n=4-8. * p < 0.05; ** p < 0.01. 

 

Impact of maternal supplementation of retinal expression of genes involved in extracellular matrix 

remodeling. 

Analysis of genes regulating proteins involved in the extracellular matrix exhibited significant 

alterations throughout the development of the retina. At PN7, both genes encoding for Matrix 

Metalloproteinases (Mmp2 and Mmp9) exhibited a trend toward a downregulation in plasmalogen-

deficient mice (p = 0.1 and p = 0.07, respectively) (Figure 5). However, Fn1, the gene encoding for 

Fibronectin, exhibited no alteration. At PN14, no impact of plasmalogen deficiency was observed for 

Mmp2 expression, while Mmp9 expression was significantly decreased in the DAPAT-/- and DAPAT-/- + 

AKG groups (p < 0.01). On the other hand, Fn1 exhibited a trend toward its overexpression in DAPAT-

/- mice (p = 0.06). At PN21, plasmalogen deficiency had no impact on Mmp2 expression, while Mmp9 

expression was significantly decreased in the DAPAT-/- + AKG group (p < 0.01). Fn1 exhibited a 

significant overexpression (p < 0.01) that was not affected by the AKG-enriched maternal diet. 
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Figure 5: Expression of genes involved in the remodeling of the extracellular matrix (ECM) of the 
mouse retina at PN7, PN14 and PN21 in the retina of DAPAT+/+ and DAPAT-/- supplemented or not 
with AKG. RT-qPCR analysis of genes encoding for the Matrix Metalloproteinases 2 and 9 (Mmp2 and 
Mmp9, respectively), as well as the astrocytic-expressed protein Fibronectin (Fn1), revealed 
significant alterations in plasmalogen-deficient mice (DAPAT-/-). Genes are expressed as relative 
quantification against DAPAT+/+ mice. Results are presented as mean ± SEM. Mann & Whitney test. 
n=4-8. * p < 0.05; ** p < 0.01. 

 

Effects of maternal supplementation with AKG on retinal expression of cytokines in pups 

The retinal profile of genes regulating the expression of pro-inflammatory cytokines involved in 

pathological angiogenesis of the retina was assessed by RT-qPCR. No significant alteration was 

observed at PN7, while Il1b expression was significantly decreased in the DAPAT-/- + AKG group (p < 

0.05) (Figure 6). However, Il1b exhibited a significant overexpression in plasmalogen-deficient mice 

at PN21 (p < 0.05) that was prevented by AKG supplementation, while Il6 only exhibited a trend 

toward an increased expression (p = 0.09). Tnfa, Il17a and Il23a remained unaffected by plasmalogen 

deficiency. 
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Figure 6: Relative quantification of genes involved in the expression of the pro-inflammatory 

cytokines involved in pathological angiogenesis of the retina at PN7, PN14 and PN21 in the retina 

of DAPAT+/+ and DAPAT-/- supplemented or not with AKG. RT-qPCR analysis of genes encoding for 

Tumor Necrosis Factor alpha (Tnfa), as well as the Interleukines-1β, -6, -17 and -23 (Il1b, Il6, Il17a, 

Il23a, respectively). Genes are expressed as relative quantification against DAPAT+/+ mice. Results are 

presented as mean ± SEM. Mann & Whitney test. n=4-8. * p < 0.05; ** p < 0.01. 

 

Discussion 

Previous studies including those from our team described several eye defects in the mouse model of 

plasmalogen-deficiency (DAPAT-/- mice). These defects consist in microphthalmia, optic nerve 

hypoplasia, cataract, persistence of hyaloid vessels in adult life, and  abnormalities in the vascular 

architecture of the retina (Rodemer et al., 2003; Brites et al., 2011; Saab et al., 2014a). Alteration of 

retinal vasculature is a hallmark of several retinopathies that can lead to visual impairments or even 

vision loss if no treatment is applied. Interestingly, the retinal vascular abnormalities of the DAPAT-/- 

mice take place in two-phase manner  that is somehow similar to what is observed in retinopathy of 

prematurity (ROP).Previous studies showed that supplementing mouse diets with the plasmalogen 

precursor AKG can restore, at least partially, tissue levels of plasmalogens and prevent some of the 

ocular phenotypa associated to plasmalogen deficiency (Das et al., 1992; Brites et al., 2011). 

Therefore, we decided to check whether maternal supplementation with AKG would be prevent the 

retinal vascular abnormalities of DAPAT-/- pups of mice. Accordingly, we looked for a nutritional 
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source of AKG. Shark liver turned out to be the most potent source of AKG since it can contain more 

than 30% of AKG depending on the manufacturer. Using shark liver oil containing 60% of AKG, we 

were able to design a balanced diet that contains 2% of alkylglycerols, for which efficiency was 

previously proven (Brites et al., 2011). Our results suggest that such a diet is able to increase tissue 

concentrations of plasmalogens, confirming the uptake of AKG through maternal lactation (Das et al., 

1992). However, the increase in retinal plasmalogen concentrations was low and inconsistent 

regarding physiological concentrations of plasmalogens in this tissue. Brites and collaborators (Brites 

et al., 2011) showed that an 8-week period is necessary to reach plasmalogen levels that match 

controls, which looks relevant regarding to our findings. On the other hand, our results also showed 

that some pups were not able to increase their plasmalogen levels at all. Thiscould be the result of a 

competition between pups to get maternal milk, as well as the low ability of AKG to cross the blood-

retinal barrier. Besides, plasmalogen-deficiency was also associated with a significant increase of the 

retinal n-6/n-3 ratio. As plasmalogens are a biological reservoir for PUFAs, including that of the n-3 

series, such an alteration is not surprising. Besides, considering the anti-angiogenic properties of the 

n-3 docosahexaenoic acid (DHA) compared to the pro-angiogenic properties of the n-6 arachidonic 

acid (AA) (Connor et al., 2007), such a finding looks consistent with an abnormal retinal vascular 

development. Interestingly, the supplementation of maternal diet with AKG was able to partly 

restore a physiologic n-6/n-3 ratio, suggesting that an incomplete restoration of retinal plasmalogen 

levels could improve retinal PUFAs content.  

In order to have a better understanding of the mechanisms underlying the onset of the vascular 

alterations in plasmalogen-deficient mouse retina, we decided to further investigate the expression 

of genes involved in glial cells activation, angiogenesis, extracellular matrix remodeling and 

inflammation. Our results show that plasmalogen deficiency is associated with the activation of 

macroglial cells (astrocytes, Müller cells) through the expression of Gfap and with the activation of 

microglial cells through the overexpression of Aif1. Considering that both macroglial and microglial 

cells are potent mediators of retinal inflammatory and pro-angiogenic mechanisms, this data looks 

consistent with the literature (Langmann, 2007; Kumar et al., 2013; Abcouwer, 2017). HIF-1α is the 

biggest actor of hypoxia-related conditions (Semenza, 2007). Previous studies suggested an hypoxic 

retina in the DAPAT-/- mouse (Saab et al., 2014a), so the overexpression of Hif1a at PN21 looks 

consistent with such findings. However, considering that the neovascular steps are assumed to take 

place earlier than PN21, one could expect to observe a retinal hypoxia between PN7 and PN14 that 

would in turn induce the corresponding proangiogenic mechanisms, particularly those involving the 

VEGF (Ozaki et al., 1999; Zimna and Kurpisz, 2015; Rattner et al., 2019). As Vegfa did not exhibit any 
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modification in its expression before PN21, our data suggest that the angiogenic activity only starts 

somewhere between PN14 and PN21. However, as HIF-1α protein is regulated by post-translational 

mechanisms, experiments measuring HIF-1α protein levels or in vivo measurements as done 

previously (Saab et al., 2014) are required to confirm the suspected hypoxic status of the developing 

retina in plasmalogen-deficient mice. Genes encoding for the angiopoietins also displayed several 

alterations in the DAPAT-/- mouse. While Angpt1 protein is a critical actor involved in vessel 

maturation since it mediates migration, adhesion and survival of endothelial cells, Angpt2 protein is 

known to disrupt the connections between the endothelium and perivascular cells, thus promoting 

cell death and vascular regression (Fagiani and Christofori, 2013). Accordingly, it was surprising to 

observe an overexpression of Angpt1 at PN7 as this stage is considered as a vaso-obliteration step in 

the plasmalogen-deficient mouse (Saab et al., 2014a; Saab 2014). 

As previously described, plasmalogen-deficiency was associated with the overexpression of Fn1 

encoding Fibronectin (Saab et al., 2014a). Fibronectin is an extracellular glycoprotein that binds with 

several other extracellular matrix proteins such as collagen. It is known to promote endothelial cell 

proliferation and vessel formation in the retina (Jiang et al., 1994; Wilson et al., 2003; Stenzel et al., 

2011). Its expression relies on astrocytes (Liesi et al., 1986; Stenzel et al., 2011), and it was found to 

be over-expressed in retinal capillaries of patients with proliferative diabetic retinopathy (Roy et al., 

1996). Thus, this result looks consistent with these previous studies. On the other hand, genes 

encoding for the matrix metalloproteinases 2 and 9 (Mmp2 and Mmp9, respectively) only displayed 

small modifications. Considering their involvement in the breakdown of the extracellular matrix that 

further facilitates neovascularization processes and their association with proliferative retinopathies 

(Noda et al., 2003; Giebel et al., 2005; Kowluru et al., 2012), it is surprising to observe a general trend 

toward their downregulation. On the other hand, a work of Eastlake and collaborators showed that 

Müller cell gliosis during proliferative vitreoretinopathy was associated with Mmp9 downregulation 

(Eastlake et al. 2016), suggesting a more complex regulation MMPs-encoding genes. Furthermore, 

studies conducted on knock-out models of MMP9 resulted in delayed vascularization (Vu et al., 

1998). Considering that the retinal vasculature of plasmalogen-deficient mice displays delays in its 

outgrowth, a reduced expression of MMP genes actually makes sense. However, as MMPs are 

secreted as inactive proproteins, which requires them to be cleaved by extracellular proteinases to 

get to their active form (Nagase et al., 2006), quantification of protein levels would be of great help 

to conclude on the impact of plasmalogen deficiency on the roles of MMPs in retinal abnormalities of 

the DAPAT-/- mouse. 
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Cytokines related to retinal inflammation exhibited little to no change in the plasmalogen-deficient 

mice. Despite a few trends, only Il1b gene displayed a significant increase at PN21. Microglial cells are 

known to express the IL-1β protein upon their activation and subsequently induce the activation of 

macroglial cells (Langmann, 2007; Natoli et al., 2017). As both Gfap and Aif1 genes are upregulated at 

PN21, we can hypothesize that microglial cells activation is responsible for the induction of retinal 

inflammation that is further propagated by Müller cells. However, the mechanisms triggering these 

alterations remain to be determined. 

While AKG-enriched diet inhibited some of the alterations associated with plasmalogen deficiency, 

our results suggest that a diet containing 2% of the plasmalogen precursor AKG is not sufficient to 

completely restore abnormalities of the vascular development of the retina at PN21. Increasing the 

concentration and/or the duration of the supplementation might help to better prevent these 

abnormalities. Besides, the inconsistency of plasmalogen status increase between mice pups could 

explain the wide variability that we observed for the expression of some of the genes studied.  
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Résultats complémentaires et conclusion 

A travers cette étude, nous avons pu montrer que la déficience en plasmalogènes altère de 

nombreux facteurs régulant la physiologie rétinienne, notamment l’expression de gènes impliqués 

dans l’activation des cellules gliales, dans l’angiogenèse, le remodelage de la matrice extracellulaire 

et l’inflammation. Bien que nécessitant de plus amples investigations, notamment mécanistiques, 

afin de comprendre avec plus de précision les mécanismes précis reliant le métabolisme des 

plasmalogènes et la mise en place des anomalies du développement vasculaire rétinien, cette étude 

apporte toutefois de nouveaux éléments sur lesquels s’appuyer. Ainsi, nous avons par exemple voulu 

enquêter sur la relation entre plasmalogènes, cytokines pro-inflammatoires et sécrétion de facteurs 

angiogéniques par la cellule de Müller. En effet, les données obtenues notamment à PN21 montrent 

une surexpression des gènes codants pour l’interleukine-1β (Il1b) et pour le VEGF (Vegfa) chez les 

souris DAPAT-/-. Les études à notre disposition suggèrent que dans la rétine, les cellules microgliales 

sécrètent de l’IL-1β en cas de condition inflammatoire, et que cette dernière est justement capable 

d’induire l’expression du VEGF et de l’interleukine-6 (IL6) par les cellules de Müller (Hitakura et al., 

2005 ; Liu et al., 2015). En conséquence, nous avons utilisé le même modèle de déplétion partielle en 

plasmalogène de cultures primaires de cellules de Müller que celui décrit dans le chapitre 2. Nous 

avons stimulé les cellules de Müller avec de l’IL-1β (10ng/mL) afin d’étudier l’impact de la déplétion 

en plasmalogènes sur l’expression des gènes codant pour le VEGF et l’IL-6 dans les 24h suivantes au 

moyen d’un suivi cinétique. De façon surprenante, les résultats préliminaires n’indiquaient aucune 

différence dans l’expression de Vegfa (Figure 44A) ni d’Il6 (Figure 44B) dans les cellules de Müller 

déplétées en plasmalogènes. Toutefois, les cellules de Müller transfectées par siDHAPAT ne subissant 

qu’une réduction d’environ 50% de leur contenu en plasmalogènes, il n’est pas à exclure que des 

cellules déficientes montrent une réponse différente. 
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Figure 44 : Impact de la déplétion en plasmalogène des cellules de Müller sur l’expression de gènes 
impliqués dans les mécanismes de l’angiogenèse pathologique suite à un stimulus pro-
inflammatoire induit par l’IL-1β (10ng/mL). A : l’exposition des cellules de Müller à l’IL-1β induit une 
surexpression du Vegfa, qui n’est pas altérée par la déplétion en plasmalogènes. B : l’exposition des 
cellules de Müller à l’IL-1β induit une surexpression d’Il6, qui n’est pas altérée par la déplétion en 
plasmalogènes. n = 3. 

Par ailleurs, si la supplémentation maternelle en alkylglycérols n’est associée qu’un un impact très 

modeste in vivo, nos résultats suggèrent que cette dernière n’est pas suffisante pour inhiber les 

anomalies induites par la déficience en plasmalogènes. De futurs travaux pourraient tenter 

d’optimiser cette dernière, mais l’étude de Brites et collaborateurs (Brites et al., 2011) a montré que 

8 semaines de supplémentation sont nécessaires afin de restaurer les niveaux tissulaires 

plasmalogènes. Sachant que le développement vasculaire ne s’effectue qu’au cours des 3 premières 

semaines de vie, il apparait en réalité peu probable qu’une telle supplémentation puisse restaurer 

intégralement ces anomalies chez la souris déficiente en plasmalogènes. 

De manière intéressante, cette étude a toutefois montré que la déficience en plasmalogènes est 

associée à une augmentation significative du ratio oméga-6/oméga-3 dans la rétine. Compte tenu du 

caractère de réservoir membranaire des plasmalogènes pour les AGPIs et notamment du DHA, il 

n’est finalement pas surprenant d’observer une altération de ce ratio. De plus, ce résultat confirme 

des études in vitro menées sur des lignées de macrophages déficients en plasmalogènes ayant 

rapporté une diminution de 50% du DHA, tandis que l’AA ne montrait aucune modification 

(Gaposchkin and Zoeller, 1999). L’AA est un acide gras plutôt pro-inflammatoire, et constitue de plus 

le précurseur d’une classe de molécules particulières, les endocannabinoïdes. Or, il s’avère que des 

études récentes suggèrent justement une implication du système endocannabinoïde dans les 

mécanismes de l’angiogenèse pathologique de la rétine. Le chapitre suivant porte ainsi sur le rôle du 

système endocannabinoïde dans les anomalies du développement vasculaire rétinien associées à la 

déficience en plasmalogènes. 
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Chapitre 4 : Rôle des plasmalogènes dans le 

développement vasculaire rétinien – le 

système endocannabinoïde, un nouvel 

acteur ? 
Problématique 

Le système endocannabinoïde (sEC) est un système de régulation physiologique qui intervient 

notamment au sein du système nerveux en tant que modulateur de la communication synaptique. Il 

repose essentiellement sur des ligands dérivés d’AGPIs d’une part, et sur les récepteurs associés 

d’autre part. La rétine étant une extension du système nerveux central, il ne fut ainsi pas surprenant 

d’y retrouver les différents acteurs de ce système. Pourtant, si les rôles du sEC commencent à être 

bien décrits dans le cerveau, son étude dans la rétine n’est que très récente. Aussi, on observe 

actuellement un intérêt grandissant pour le sEC de la rétine à mesure que de nouvelles études 

suggèrent son implication dans divers aspects physiologiques et physiopathologiques de la rétine. 

Sachant que les plasmalogènes constituent une source importante d’AGPIs biodisponibles pour les 

cellules, et que la déficience en plasmalogènes est associée à un profil rétinien anormal caractérisé 

par une inflammation et des anomalies du développement vasculaire, nous avons souhaité 

déterminer si une partie de ces anomalies pouvait être associée à une dérégulation du sEC. Pour ce 

faire, nous avons suivi l’évolution des acteurs du sEC rétinien à différents points de temps cruciaux 

pour le développement vasculaire (P7, P14, P21), jusqu’à l’âge adulte (13 semaines) par des 

approches complémentaires d’immunohistochimie et d’expression génique. 

Cet article est en préparation pour une soumission dans le journale scientifique international 

Frontiers in Physiology.  
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Abstract 

As an extension of central nervous system, the retina is enriched in ether-lipids plasmalogens. 

Previous studies have shown that plasmalogen-deficiency is associated with several and major ocular 

defects, including abnormal vascular development of the retina. Plasmalogens are known to exert a 

wide range of cellular functions, including that of reservoir for n-3 and n-6 PUFAs, such as 

docosahexaenoic acid (DHA) or arachidonic acid (AA), the latter being the main precursor of n-6 

endocannabinoids. Interestingly, recent studies have associated the endocannabinoid system with 

the regulation of angiogenesis, including that of the retina. Therefore, our study aimed at finding out 

if the endocannabinoid system is involved in the plasmalogen deficiency-associated abnormalities of 

retinal vascularization. Using a mouse model of plasmalogen deficiency (DAPAT-/- mouse), we 

assessed the gene expression of the main receptors and enzymes of the endocannabinoid system in 

the retina during the key stages of retinal vascular development at (7, 14 and 21 days of life), and 

adulthood (13 weeks). We found that Müller cells, the main glial cells of the retina, might play a 

predominant role in the regulation of retinal endocannabinoid system and its dysregulations. As 

such, plasmalogen-deficiency appears associated with several major dysregulations of the 

endocannabinoid system in the retina, including cannabinoid receptor-1 (CB1R) expression, 

endocannabinoids synthesis and degradation enzymes. Taken together, our results show for the first 

time that the endocannabinoid system is affected in animals with retinal vascular development 

abnormalities due to plasmalogen deficiency. 
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Background 

The retina is a very unique tissue. As an extension of the central nervous system, it relies on a 

complex partnership between neurons and glial cells (Vecino et al., 2016). Similarly to the brain, it is 

particularly enriched in plasmalogens, a glycerophospholipid subtype characterized by a vinyl-ether 

bound to the sn-1 position of glycerol (Acar et al., 2007; Nagy et al., 2012). Plasmalogens biosynthesis 

is a multi-step process that first relies on the key enzyme DHAPAT (Nagan and Zoeller, 2001). We and 

others previously showed that Müller cells, the main glial cells of the retina, are crucial actors of the 

lipid metabolism of the retina (Amaratunga et al., 1996; Gambert et al., 2017; Leger-Charnay et al., 

2019; Vecino et al., 2016), and especially that of plasmalogens (Acar et al., 2007). Plasmalogens have 

been shown to regulate crucial eye features, such as lens morphogenesis and vascular development 

of the retina (Brites et al., 2011; Saab et al., 2014a). Several functions were attributed to 

plasmalogens, such as antioxidative activity, cell membrane organization and trafficking, as well as 

cell signaling (Nagan and Zoeller, 2001). The latter relies on their ability to preferentially bind 

polyunsaturated fatty acids (PUFAs) as their sn-2 moiety, making them generally regarded as a 

reservoir for PUFAs (Nagan and Zoeller, 2001) These PUFAs belong to the n-6 or n-3 series, with the 

most abundant species for each series being arachidonic acid (AA) and docosahexaenoic acid (DHA), 

respectively. The cellular and physiological actions of PUFAs are mainly mediated through their 

metabolization into bioactive molecules through the action of specific enzymes (Bazinet and Laye, 

2014). Among them, the N-acyl phosphatidylethanolamine-specific phospholipase D (NAPE-PLD) and 

diacylglycerol lipase (DAGLa) are responsible for the conversion of AA-containing phospholipids, 

including plasmalogens (Tsuboi et al., 2011), into the endocannabinoids N-arachidonoylethanolamide 

(AEA) and 2-arachidonoylglycerol (2-AG) (Tsuboi et al., 2018; Ueda et al., 2010). Levels of AEA and 2-

AG are further regulated by other enzymes responsible for their degradation such as the fatty acid 

amide hydrolase (FAAH) and the monoacylglycerol lipase (MAGL) (Schwitzer et al., 2016; Ueda et al., 

2013). 

The endocannabinoid system relies on ligands such as AEA or 2-AG and their associated-receptors 

(Iannotti et al., 2016; Zou and Kumar, 2018). To date, several receptors have been identified as being 

part of the endocannabinoid system (Maccarrone, 2017). Among them, the most prominent and 

biologically relevant are the cannabinoid-1, -2 receptors (CB1R, CB2R) (Bouchard et al., 2016; Cecyre 

et al., 2013; Lu and Mackie, 2016). Interestingly, CB1R and CB2R are differentially expressed by 

retinal cells: CB1R expression is found in neurons and glia (Bouchard et al., 2016; Hu et al., 2010; 

Straiker et al., 1999; Zabouri et al., 2011) while CB2R is mainly expressed in glial and immune cells 

(Borowska-Fielding et al., 2018; Bouskila et al., 2016; Lopez et al., 2011). This dichotomy in the 
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cellular distribution suggests that each receptor may regulate specific mechanisms related to health 

and disease of the retina. 

While informations related to physiologic functions played by the endocannabinoid system in the 

retina are still scarce, a growing interest exists on its involvement in retinal pathophysiology as both 

CB1R and CB2R expression are impacted in inflammatory and neurodegenerative conditions (Ashton 

and Glass, 2007; Benito et al., 2008; Spigelman, 2010; Zou and Kumar, 2018). Recent studies have 

associated CB1R with several pathological features of the retina (Chen et al., 2018; Miller et al., 2020; 

Spyridakos et al., 2021), such as proliferative angiogenesis and neovascularization (Pisanti et al., 

2007; Pisanti et al., 2011). On the other hand, CB2R could be a key modulator of neuroinflammation 

(Spyridakos et al., 2021), thereby suggesting a putative role of immune cells in the regulation of 

retinal inflammation. Finally, recent attempts to modulate retinal disorders by pharmacological 

activation/inhibition of the CB1R and CB2R gave promising results, such as rescuing retinal barrier 

properties of Müller glia and modulating retinal inflammation  (Krishnan and Chatterjee, 2015; 

Spyridakos et al., 2021), thus reinforcing the hypothesis that they could be major actors of retinal 

physiology and pathophysiology. 

We and others previously demonstrated that plasmalogen deficiency leads to several critical defects 

of the eye and major abnormalities in retinal vascular development  that were associated with 

reactive gliosis (Rodemer et al., 2003; Saab et al., 2014b), thereby suggesting the involvement of 

plasmalogens and glial cells in mechanisms related to angiogenesis. Considering that plasmalogens 

are a significant source of endocannabinoids and that their metabolism predominantly relies on glial 

cells, we hypothesize plasmalogen deficiency-induced abnormalities of the retinal vascular 

development may be linked to dysregulations of endocannabinoid system. As such, using the 

plasmalogen-deficient mouse model (DAPAT-/-), we investigated the expression of the main 

receptors and synthesis/degradation enzymes of the endocannabinoid system at key developmental 

stages of the retinal vascular development.  
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Materials and methods 

Animals 

Experiments were conducted in accordance with the Association for Research in Vision and 

Ophthalmology statements and with French legislation (authorization number 21CAE086 for N.A. and 

animal quarters agreement number A21231010 EA), after approval by the local ethics committees 

(#105 Comité d’Ethique de l’Expérimentation Animale Grand Campus Dijon).  

DAPAT heterozygous (DAPAT+/−) mutants were kindly provided by Prof. W.W. Just (Heidelberg, 

Germany) and housed in our animal quarters. They were crossed to generate DAPAT+/+, DAPAT+/− and 

DAPAT knock-out (DAPAT−/−) mice. Animals were genotyped as previously described (Saab et al., 

2014). Briefly, polymerase-chain reaction (PCR) was performed on genomic tail DNA using the 

primers neomycin-forward (CGCATCGCCTTCTATCGCCTTCTTG, Eurofins MWG Operon, Ebersberg, 

Germany), exon7-forward (CGATACCTACTTTGTCCCAATTAGC, Eurofins) and exon7-reverse 

(GCTGGTCTCAAACAGCTACGTAGCTGA, Eurofins). DNA was extracted using the Archive Pure DNA 

Cell/Tissue kit (5 Prime GmbH, Catalog no 2300820; Gaithersburg, MD). Then, 2 ng of genomic DNA, 

100 pmol of each primer in reaction buffer and 2.5 U of Taq polymerase (BiotaqTM DNA Polymerase, 

BIO-21040, Bioline, Paris, France) were used in a total volume of 25 µl to amplify DNA. After 2 min of 

denaturation at 95°C, PCR was performed on a C1000TM Thermo Cycler (Biorad Laboratories, 

Hercules, CA, USA) through 35 cycles at 94°C for 30 s and 57°C for 1 min, followed by a final 

extension step at 72°C for 1 min. This resulted in a 650-bp product for the wild-type gene and an 860-

bp product for the neomycin-recombinant DAPAT gene. PCR products were determined by 

electrophoresis in 2% agarose gels that were further visualized on a Geldoc 2000 (Biorad) for 

analysis. 

Gene expression 

Retinas were isolated from the eyeballs and pooled for one animal before being snap-frozen in liquid 

nitrogen and stored at -80°C. Total RNAs were isolated using the Qiagen Quantitect Reverse 

Transcription Kit (Qiagen, Hilden, Germany) according to the manufacturer’s instructions. The 

quantity and the quality of RNAs were evaluated on a nanodrop spectrophotometer (ND1000, 

Thermo Fisher, Illkirch, France). The primers used to quantify the genes of the cannabinoid system 

and the endogenous control genes are presented in Table 1. Quantitative real-time PCR (qPCR) was 

performed using 10ng of total RNA in 10 µl of Syber Master Mix (Biorad). QPCR was performed on 

96-well plates (Applied Biosystems, Life Technologies), using the StepOnePlus Real-Time PCR System 
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equipped with the StepOne software V2.2.2 (Applied Biosystems, Life Technologies). Data were 

analyzed using DataAssist software V3.0 (Applied Biosystems, Life Technologies). Genes encoding for 

ribosomal 18S and Rpl38 were used as endogenous controls for normalization and relative 

quantification (RQ) with the Cycle Threshold (CT)-method. 

Table 1 – List of mouse primers 

Gene Accession # Forward sequence (5’-3’) Reverse sequence (5’-3’) 

Cnr1 NM_001355020.2 CCGCAAAGATAGTCCCAATG AACCCCACCCAGTTTGAAC 

Cnr2 NM_001305278.1 CAAAGGAGGAAGTGCTTGGT TGGAGAGATCGGCTTATGTTG 

Napepld NM_001359963.1 AGACGCTGGAGTGAGAGAGG GCTCGTCCATTTCCACCAT 

Faah NM_010173.5 GGACCTTGCTCCCCTTTC CCTGCTGGGCTGTCACATA 

Dagla NM_198114.2 GCTGGACGAGGCAAACAATG CTCGTGCGAGTTCTTGAGGT 

Mgll NM_001166249.1 CGCGAGGTTTCCTTCCCTAA AAAGTCACCCCGATTCTCCG 

Rn18S NR_003278.3 GTGTGGGGAGTGAATGGTG GCGAGACAGTCAAACCACG 

Rpl38 NM_001048057.2 CATGCCTCGGAAAATTGAG TCTTGACAGACTTGGCATCCT 

Immunohistochemistry (IHC) 

Pups were euthanized by decapitation at days 7 (PN7), 14 (PN14), and 21 (PN21). The eyeballs were 

isolated and fixed in 4% paraformaldehyde and processed for cryosections as follow : lens and cornea 

were removed and eyecups were dehydrated in sucrose baths with gradually increasing sucrose 

concentrations before being embedded in Tissue-Tek O.C.T. (Sakura Finetek, Netherlands) and frozen 

into liquid nitrogen. Ten µm-thick cryo-sections were performed on a Leica microtome (CM 3050 S, 

Leica Microsystemes) and were mounted on SuperFrost PlusTM slides (Thermo Scientific, USA). Prior 

to antibody labeling, eye cryo-sections slides were blocked for 1h in 1% BSA (Sigma-Aldrich, USA) + 

0,1% Triton X-100 (Sigma-Aldrich) + 0,05% Tween (Sigma-Aldrich, USA). They were then incubated 

overnight at 4°C in the same BSA/Triton/Tween solution with the following primary antibodies: 

GNPAT at a dilution of 1:250 (PA5-36447, rabbit polyclonal, Invitrogen, USA), and Glutamin 

synthetase at a dilution of 1:10,000 (MA5-27749, mouse monoclonal, Invitrogen). After 5 consecutive 

washes in 1X-PBS, samples were then incubated for 1h at room temperature in BSA/Triton/Tween 

solution with DAPI (1:200, Sigma-Aldrich, USA), Alexa Fluor 488 (A11001, goat anti-mouse, 

Invitrogen, USA) and Alexa Fluor 594 conjugated secondary antibodies (A-11032, goat anti-rabbit, 

Invitrogen, USA). Samples were then washed again 5 times with PBS for 5min before being sealed in 

mounting media (Dako) for imaging on an inverted confocal microscope (TCS SP8, Leica 

Microsystemes, France).  
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Results 

CB1R is strongly expressed by glial cells in the mouse retina 

In order to assess the expression pattern of CB1R in mouse retina and particularly in Müller cells , we 

performed a double immunolabeling of the CB1R and the Müller glia-specific marker glutamine 

synthetase (GS) in mouse retinal cryosections (Fig.1). Analysis revealed that CB1R is expressed in 

several retinal layers, especially in the ganglion cell layer (GCL), the outer plexiform layer (OPL), the 

photoreceptor inner segments (IS), and the photoreceptor outer segments (OS) (Fig. 1 C), and 

strongly colocalizes with GS in the GCL, the IS and the OPL (Fig. 1D,G). Such a pattern is consistent 

with the localization of Müller cells endfeet and soma (Fig. 1B) suggesting the expression of CB1R in 

the retina may be exclusively supported by these cells . Strong labeling of the photoreceptors layer 

also suggests that photoreceptors are actors of the retinal endocannabinoid system. However, 

labeling of photoreceptor OS in negative controls of our retinal cryosections (Fig. 1 E,F) rather 

suggests that photoreceptor OS expression of CB1R might be overestimated when compared to 

other retinal layers. 

  

Figure 1: Müller cells strongly express the CB1R in the mouse retina. A-D: Double immunolabeling 
of mouse retinal cryosections for GS and CB1R. CB1R-positive cells showed a strong expression 
pattern in the ganglion cells layer (GCL), the outer plexiform layer (OPL), the photoreceptor inner 
segments (IS) and photoreceptors outer segments (OS) (C), which colocalizes with Müller cells 
endfeet (B,H) and soma (B,G), respectively. E-F: Negative controls. Scale bars = 25 µm. 
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Plasmalogen deficiency alters the retinal expression of genes of the endocannabinoid system 

In a second series of experiments, we assessed the impact of plasmalogen deficiency on the 

expression of the major endocannabinoid system-related genes throughout key developmental 

stages (P7, P14, P21) and at 13 weeks of age. While no significant modifications were observed at P7 

and P14 (despite a trend toward Faah overexpression at P14) (Figure 2A-B), P21 and 13 weeks-old 

DAPAT-/- mice exhibited several gene expression alterations. Namely, P21 DAPAT-/- mice displayed 

significant downregulation of Cnr1, Napepld, Dagla and Mgll expression (p<0.05), with Faah 

exhibiting a trend toward downregulation (p=0.012) and Cnr2 remaining unaffected by plasmalogen 

deficiency (Figure 2C). This global trend toward a downregulation of the endocannabinoid system 

remained in 13 weeks-old DAPAT-/- mice, as both Cnr1 and Dagla were still significantly 

downregulated (p<0.05), while Napepld and Faah displayed a trend (p=0.14 and p=0.08, 

respectively). Cnr2 expression remained unaffected by plasmalogen-deficiency (Figure 2D).  

 

Figure 2: Plasmalogen deficiency is associated with several dysregulations of genes involved in the 
mouse retinal endocannabinoid system. A-D: RT-qPCR analysis of the main genes involved in the 
endocannabinoid system at P7 (A), P14 (B), P21 (C) and at 13 weeks (D). n = 4-8. Mann & Whitney 
test. * p < 0.05. Data shown as mean ± SEM. 
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Discussion 

A growing body of evidence suggests that the PUFAs-derived endocannabinoids may be of particular 

importance in both retinal physiology and pathophysiology. As PUFAs are concentrated in the vinyl-

ether lipids plasmalogens, we aimed to assess if plasmalogens actually regulate the endocannabinoid 

system of the retina.  

Immunostaining of CB1R in Müller glial cells is consistent with current knowledge about their role in 

the regulation of neurons synaptic activity (Navarrete and Araque, 2008; Perea et al., 2009) and 

reinforces the idea that they are important actors of lipid metabolism in the retina. Furthermore, 

non-glial cells expression of CB1R in photoreceptors is also consistent with previous works 

documenting its expression in neuronal cells, particularly in photoreceptors, amacrine and ganglion 

cells (Aguirre et al., 2019; Straiker et al., 1999). However, the interpretation of this data can be tricky, 

as the negative controls reveal that there is strong unspecific staining of the photoreceptors, thereby 

potentially leading to an overestimated expression by these cells (Fig. 1 G). In our study, we decided 

to assess only CB1R localization as it was suggested that current antibodies targeting CB2R are not 

suitable (Marchalant et al., 2014). Even though some studies have evaluated CB2R expression 

pattern in the rat retina using mRNA (Lopez et al., 2011), further work with performant CB2R 

antibodies or probes should document its retinal localization and provide great insight into the roles 

of CB2R in retinal physiology (Sarott et al., 2020). Besides, describing the expression pattern of 

synthesis and degradation enzymes in plasmalogen-deficient mice retinas would be of particular 

interest in order to better understand the pathophysiological mechanisms taking place in DAPAT-/- 

mouse retina. However, a recent study found that DAGLa and MAGL were mostly expressed in 

neuronal cells during postnatal development of the rat retina (Cecyre et al., 2014) and in 

photoreceptors of the mouse retina (Hu et al., 2010), suggesting potentially little to none impact on 

Müller cells. 

In our work, gene expression data provided important information about the impact of plasmalogen 

deficiency on retinal endocannabinoid system, and subsequently about the relationships between 

plasmalogen and endocannabinoids metabolism. We show here for the first time that plasmalogen 

deficiency is associated with several dysregulations of the endocannabinoid system at key 

developmental stages of the retina. However, it is difficult to interpret the precise impact of these 

alterations on the vascular development abnormalities of the DAPAT-/- mouse. Indeed, while some 

studies showed that retinal neovascularization is associated to an increase in CB1R expression 

(Pisanti et al., 2011), other have suggested that the CB1R ligand AEA could have anti-angiogenic 
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properties (Pisanti et al., 2007) as well as functions in blood-retinal barrier maintenance in Müller 

cells (Krishnan and Chatterjee, 2015). Furthermore, the vascular abnormalities of the plasmalogen-

deficient mouse take place in two distinct phases: delayed vascular growth at P7 followed by 

anarchic neovascularization at P14 (Saab et al., 2014a). Despite small trends, our data suggest that 

plasmalogen deficiency do not alter endocannabinoid genes expression at P7 and P14. However, 21-

days old pups exhibited several significantly downregulated genes, such as Cnr1, Napepld and Mgll, 

while Faah and Dagla only exhibited a trend towards downregulation. Interestingly, both Cnr1 and 

Dagla remained significantly downregulated in the adult mice retina (13 weeks-old). These data 

suggest that plasmalogen deficiency alters Cnr1-related signalization as well as endocannabinoids 

synthesis and degradation enzymes from P21 to adulthood. Yet, the exact implications for retinal 

physiology and vascular development remain to be determined. 

As the endocannabinoid system relies on both receptors and their ligands, gene expression alone 

isn’t sufficient to fully understand how plasmalogen deficiency impacts the retinal endocannabinoid 

system and, quantifying endocannabinoid molecular species would be of great help. Furthermore, 

recent studies have highlighted that DHA-derived n-3 endocannabinoids also exert important 

physiological functions in nervous tissues (Bosch-Bouju and Laye, 2016; Dyall, 2017; Dyall et al., 2016; 

McDougle et al., 2017). Considering that plasmalogens act as reservoir for n-6 but also n-3 PUFAs 

(Nagan and Zoeller, 2001), it is likely that alteration of DHA bioavailability through plasmalogen 

deficiency would result in dysregulations of DHA-derived endocannabinoids. Thus, further studies 

including the quantification of both n-6 and n-3 endocannabinoids will be of great interest in order to 

draw an accurate picture of the interplay between plasmalogens, endocannabinoids and vascular 

development of the retina. 
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Résultats complémentaires et conclusion 

A travers cet article, nous avons pu montrer que la déficience en plasmalogènes altère la régulation 

d’acteurs majeurs du système endocannabinoïde rétinien tels que le récepteur CB1, mais aussi 

l’expression génique des enzymes de synthèse (Napepld, Dagla) et de dégradation (Mgll) des 

endocannabinoïdes. Cette étude fait ainsi apparaitre un nouvel acteur potentiel dans l’apparition des 

anomalies du développement vasculaire rétinien de la souris DAPAT-/-, et ouvre de nouvelles 

perspectives quant à l’approche fondamentale et thérapeutique des mécanismes du remodelage 

vasculaire au cours des rétinopathies. Ces résultats, bien que prometteurs, demandent toutefois à 

être complétés afin d’appréhender les mécanismes sous-jacents et les acteurs concernés dans leur 

intégralité. Deux approches complémentaires semblent s’imposer ici : 

-en premier lieu, il serait pertinent de pouvoir corréler les résultats issus de l’expression génique des 

enzymes de synthèse/dégradation avec leur expression protéique, par une méthode de semi-

quantification comme le western blot par exemple. Ces données nous permettront de dresser le 

tableau global de leurs altérations, et surtout le suivi de leur mise en place au cours des différentes 

étapes du développement vasculaire rétinien (J7, J14 et J21). Enfin, la commercialisation future de 

nouveaux anticorps spécifiques et fiables du récepteur CB2 permettront d’inclure cet acteur crucial 

du système endocannabinoïde dans l’étude de la relation plasmalogènes-endocannabinoïdes au sein 

de la rétine.  

-dans un deuxième temps, il sera nécessaire de caractériser l’évolution des différents 

endocannabinoïdes. En effet, comme nombre d’autres systèmes physiologiques, le système 

endocannabinoïde repose sur une dualité ligands/récepteurs, et si l’altération des récepteurs 

apporte une partie des informations, la compréhension globale du système ne pourra se faire 

qu’avec ses effecteurs moléculaires. Ces données permettront par ailleurs de corréler (ou non…) les 

altérations observées dans l’expression de leurs enzyme de synthèse et de dégradation. En ce sens, 

nous avons conduit des essais préliminaires afin d’établir un protocole fiable et efficace d’extraction 

et de quantification des endocannabinoïdes rétiniens. Le protocole est basé sur les travaux de Wang 

et al., (2003), avec une extraction des endocannabinoïdes rétiniens par des solvants organiques 

(CHCl3, CH3OH) et des centrifugations successives, normalisée par l’ajout d’un standard interne 

deutéré (Arachidonoyl Ethanolamide-d4 # 10011178). La particularité de cette extraction repose sur 

la thermosensibilité des endocannabinoïdes : se dégradant rapidement à température ambiante, 

toutes les étapes doivent impérativement être réalisées sur glace et les centrifugations doivent se 

faire à -2°C. Les résultats suivants ont ainsi été obtenus sur des rétines de souris adultes (13 

semaines) : 
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Figure 45 : Validation de la méthode d’extraction et de quantification relative des 

endocannabinoïdes dans la rétine de souris. n=1. 

Ces profils ont notamment été mis en perspective avec un échantillon de cerveau. De nombreux 

travaux ayant déjà été conduits sur les endocannabinoïdes dans le cerveau, ceci nous permettra 

notamment de comparer les profils en endocannabinoïdes de ces deux tissus nerveux.  

 

Figure 46 : Comparaison préliminaire du niveau des principaux endocannabinoïdes dans la rétine et 

le cerveau de la souris DAPAT. n=1. 

Cette étude, conjuguée aux résultats obtenus dans le chapitre 3, tend à suggérer l’implication 

d’altérations du profil en AGPIs dans le développement vasculaire rétinien pathologique. Partant de 

ce constat, il apparait pertinent d’envisager l’existence d’une possible corrélation chez le prématuré.  
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Chapitre 5 : Plasmalogènes, AGPIs et ROP – 

l’étude OmegaROP 
Problématique 

Les travaux menés dans les chapitres précédents montrent que les plasmalogènes interviennent dans 

la régulation des fonctions gliales et du développement vasculaire rétinien, qui sont des paramètres 

impliqués dans la physiopathologie de la ROP. Toutefois, ces études possèdent comme limite d’avoir 

été menées sur des modèles cellulaires in vitro ou animaux in vivo, ne permettant qu’une 

extrapolation pour la physiopathologie de la ROP. Il était donc nécessaire d’obtenir des données 

supplémentaires chez l’Homme afin de poursuivre l’hypothèse d’un rôle des plasmalogènes dans la 

pathologie. Si les rétines de prématurés ne peuvent être exploitées pour des raisons éthiques 

évidentes, il est néanmoins possible d’obtenir des informations quant au statut lipidique des 

prématurés en analysant les lipides circulants. Plusieurs études récentes évoquent en effet un profil 

lipidique érythrocytaire, plasmatique et adipeux altéré chez les prématurés qui développeront la ROP 

(ou d’autres comorbidités de la prématurité également corrélées à la ROP). En particulier, les 

premiers résultats de l’étude OmegaROP menée par notre équipe montrent une altération du profil 

en AGPIs des globules rouges chez les prématurés développant une ROP, avec notamment une 

association entre le ratio oméga-6/oméga-3 et l’âge gestationnel, probablement en lien avec des 

modifications du transfert materno-fœtal (Pallot et al., 2019). Toutefois, ces études ne présentent 

que pas ou peu de données sur l’origine phospholipidique de ces altérations. Or, nous savons que les 

plasmalogènes jouent justement un rôle de réservoir pour les AGPIs membranaires. Ainsi, l’objectif 

de ce dernier chapitre est de caractériser le profil phospholipidique des globules rouges des 

prématurés, avec une attention particulière sur les plasmalogènes afin de déterminer les espèces 

phospholipidiques à l’origine de ces modifications et éventuellement de les corréler avec le 

développement de la ROP. Pour ce faire, nous avons pu compter sur une sérotèque d’échantillons 

issus de prématurés en collaboration avec les services d’ophtalmologie et de réanimation néonatale 

du CHU de Dijon. 
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Abstract 

Purpose: N-3 polyunsaturated fatty acids (PUFAs) prevent retinal vascular abnormalities observed in 

oxygen-induced retinopathy, a model retinopathy of prematurity (ROP). In the OmegaROP 

prospective cohort study, we have shown that preterm infants who will develop ROP accumulate the 

n-6 PUFA arachidonic acid (AA) at the expense of the n-3 PUFA docosahexaenoic acid (DHA) in 

erythrocytes with advancing gestational age (GA). As mice lacking plasmalogens ―that are specific 

phospholipids considered as reservoirs of n-6 and n-3 PUFAs― display a ROP-like phenotype, the aim 

of this study was to determine whether plasmalogens are responsible for the changes observed in 

subjects from the OmegaROP study. 

Methods: Preterm infants aged less than 29 weeks GA were recruited at birth in the Neonatal 

Intensive Care Unit of the University Hospital of Dijon, France. Blood was sampled very early after 

birth in order to avoid any nutritional influence on its lipid composition. After red blood cells 

isolation, lipids were extracted and the composition and the structure of phospholipids including 

plasmalogens were determined by global lipidomics using liquid chromatography coupled to high-

resolution mass spectrometry (LC-HRMS). 
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Results: LC-HRMS data confirmed our previous observations by showing a negative association 

between the erythrocyte content in phospholipid esterified to n-6 PUFAs and GA in infants not 

developing ROP (rSpearman = -0.485, p = 0.013 and rSpearman = -0.477, p = 0.015 for ethanolamine 

and choline total phospholipids, respectively). Phosphatidylcholine (PC) and 

phosphatidylethanolamine (PE) species esterified with AA, namely PC 16:0/20:4 (rSpearman = -0.511, 

p < 0.01) and PE 18:1/20:4 (rSpearman = -0.479, p = 0.015), were the major contributors to the 

relationship observed. On the contrary, preterm infants developing ROP displayed negative 

association between PE species with n-3 PUFAs and GA (rSpearman = -0.380, p = 0.034). They were 

also characterized by a positive association between GA and the ratio of ethanolamine plasmalogens 

(PlsE) with n-6 PUFA to PlsE with n-3 PUFAs (rSpearman = 0.420, p = 0.029), as well as the ratio of 

PlsE with AA to PlsE with DHA (rSpearman = 0.843, p = 0.011). 

Conclusions: These data confirm the potential accumulation of n-6 PUFAs with advancing GA in 

erythrocytes of infants developing ROP. These changes may be partly due to plasmalogens. 

Introduction 

Retinopathy of prematurity (ROP) is the leading cause of childhood blindness with an estimated 

incidence ranging from 6 to 34% in developed countries1,2. ROP is characterized by a first phase of 

vaso-obliteration in the central retina (phase 1), followed by the overexpression of pro-angiogenic 

growth factors such angiopoietins and VEGF3-5 associated to neovascular events in the retina (phase 

2)6. As a result, mature retinal vessels exhibit several major abnormalities, such as increased 

dilatation and tortuosity, as well as vascular leakage6. 

Previous studies have reported that the polyunsaturated fatty acids (PUFAs) such as arachidonic acid 

(AA, C20:4 n-6) and docosahexaenoic acid (DHA, C22:6 n-3) influence retinal vascularization 

processes in mouse models of oxygen-induced retinopathy, a mouse model of ROP7,8. Moreover, 

human studies revealed alterations in blood levels of PUFAs in preterm newborns developing ROP9-11. 

Particularly in the OmegaROP study, we have shown an accumulation of AA at the expense of DHA in 

erythrocytes of preterm infants that will develop ROP. In cell membranes, PUFAs such as AA and DHA 

are esterified on membrane phospholipids, from which they can be released by phospholipases for 

further intracellular metabolization and/or signaling. Within these phospholipids, plasmalogens 

represent a particular sub-class characterized by the presence of a vinyl-ether bond at sn-1 position 

of glycerol instead of an ester bond. Plasmalogens are considered as “reservoirs” for PUFAs such as 

AA and DHA12 and we have shown that plasmalogens are abundant in the human retina13-15. 

Interestingly, we have also shown that plasmalogen-deficient mice exhibit retinal vascular 
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abnormalities resembling to those observed in ROP16,17. Indeed, retinal vascular development in 

these mice was characterized by a delayed outgrowth followed by increased angiogenesis associated 

to the overexpression of pro-angiogenic factors such as angiopoietins16. 

In this work, we aimed to assess whether the differential accumulation of AA and DHA in preterm 

infants of the OmegaROP study is associated to plasmalogens. By using high-resolution mass 

spectrometry (HRMS), we evaluated the concentrations of individual phospholipids species in 

erythrocytes of preterm infants that will or not develop ROP. In this study, blood was collected 

immediately after birth, in order to limit the interference with lipid nutritional intakes, and recorded 

the incidence of ROP. 

Materials and methods 

Ethics statement 

This study was conducted in accordance with the guidelines of the Declaration of Helsinki. The 

experimental procedures were approved by local ethics committee (CPP Est III, School of Medicine, 

Dijon, France) that waived the obtainment of a written consent. Instead of, an information note was 

given to parents and/or legal guardians. In accordance with “ethical considerations for clinical trials 

on medicinal products conducted with the paediatric population”, the volume of blood collected in 

preterm infants was limited to 0.5 mL18. 

Selection of the patients 

As described previously11, all preterm infants born before 29 weeks GA and hospitalized in the 

neonatal intensive care unit of the Dijon University Hospital, Dijon, France, between July 31st 2015 

and January 31st 2018 were included in the study. A 0.5-mL blood sample was collected by 

venipuncture in a heparinized tube within the first 48 h of life. Red blood cells were immediately 

separated from serum and samples were stored at –80°C until lipidomic analyses. 

ROP screening was performed with the wide-field RETCAM II® camera (Clarity Medical Systems; 

Pleasanton, CA, USA) using a lid speculum after topical anesthesia by chlorhydrate oxybuprocain (1.6 

mg/0.4 mL). Pupillary dilation was previously performed using one drop of 2.5% epinephrine 

(Phenylephrine 5% diluted to 2.5%) and one drop of tropicamide (2 mg/0.4 mL). The procedure was 

completed by a trained nurse and all fundus photographs were analyzed by a trained pediatrics-

specialized ophthalmologist. Screening began at 4 to 6 weeks of life but never before 31 weeks of 

postconceptional age (PCA). Fundus imaging was repeated every other week until 39 weeks PCA if no 
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ROP was detected, and every week or up to twice a week in case of ROP. ROP staging was 

determined according to the International Classification of ROP19. Subjects were classified in the 

group suffering from ROP (ROP group) or in the group of unaffected controls (no-ROP group). Within 

the ROP group, subjects were classified into ROP type 1 and ROP type 2. The major risks of 

developing ROP, namely term and weight at birth, duration of mechanical ventilation, sepsis, use of 

erythropoietin, red blood cell transfusion and cerebral hemorrhage were documented. 

Characterization and quantification of individual phospholipid species 

The concentrations of individual phospholipids species of erythrocytes was determined by 

Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography coupled to High Resolution Mass Spectrometry 

(HILIC-HR-MS). 

Liquid chromatography analyses were performed using a Dionex UltiMate™ 3000 LC pump from 

Thermo Scientific (San Jose, CA, USA) equipped with an autosampler. The injection volume was 

10°µL. Separation of lipid classes was achieved under HILIC conditions using an Accucore HILIC 

column (150°mm x 2.1°mm i.d., 2.6°µm, Thermo). The column was maintained at 40°C. The solvent-

gradient system of the analytical pump was as follows: 0°min 100% A, 10°min 92%A, 40°min 50% A, 

41-60°min 100% A. The flow rate was set to 500°µL.min−1. HR-MS analyses of phospholipids were 

carried out using the Orbitrap FusionTM (Thermo Scientific, USA) Mass Spectrometer equipped with 

an EASY-MAX NGTM Ion Source (H-ESI). H-ESI source parameters were optimized and set as follows: 

ion transfer tube temperature of 285°C, sheath gas flow rate of 35°au, auxiliary gas flow rate of 

25°au, sweep gas of 1°au, and vaporizer temperature of 370°C. Positive and negative ions were 

monitored alternatively by switching polarity approach with a spray voltage set to 3500°V in positive 

and negative ion modes. The Orbitrap mass analyzer was employed to obtain all mass spectra in full 

scan mode with the normal mass range and a target resolution of 120,000 (FWHM at m/z°200). All 

MS data were recorded using a max injection time of 50°ms, automated gain control (AGC) at 4.105 

and one microscan. An Intensity Threshold filter of 1.103 counts was applied. For MS/MS analyses, 

High-energy Collisional Dissociation (HCD) was employed for the fragmentation of PL species with 

optimized stepped collision energy of 30% ( 5%). The linear ion trap (LIT) was used to acquire spectra 

for fragment ions in data-dependent mode. The AGC target was set to 2.104 with a max injection 

time of 50°ms. All MS and MS/MS data were acquired in the profile mode. The Orbitrap Fusion was 

controlled by XcaliburTM 4.1 software. The identification of PL species was performed, using the data 

of high accuracy and the information collected from fragmentation spectra (tolerance 5°ppm for MS1 
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and 20°ppm for MS2), with the help of the LipidSearchTM software and the LIPID MAPS® database 

(https://www.lipidmaps.org/). 

Relative quantification of the abundances of choline phospholipids [including phosphatidylcholines 

(PC) and plasmenylcholines (choline plasmalogens orPlsC)] and ethanolamine phospholipids 

[including phosphatidylethanolamines (PE) and plasmenylethanolamines (ethanolamine 

plasmalogens or PlsE)] molecular species between samples was performed in the high resolution 

MS1 mode (positive for PC, negative for PE) by normalization of targeted phospholipid ion peak areas 

to the PC14:0/14:0 or PE14:0/14:0 internal standard respectively. Due to the lack of available lipid 

standards representing individual molecular species of PE and PC, the abundances of PC and PE 

molecular species was reported as the percentage of the total PC or PE ion abundance, respectively 

(after normalization on the PC14 :0/14 :0 and PE14:0/14:0 internal standards). 

Statistical analyses 

Statistical analysis was performed using GraphPad Prism v6.05 (GraphPad Software, San Diego, CA, 

USA) and XLSTAT v2018.02.50494 (Addinsoft, Paris, France). Quantitative data are expressed as 

median and interquartile range [IQR]. The groups were compared using the nonparametric Mann-

Whitney test for quantitative variables and the Chi-2 test or Fisher exact test for qualitative variables. 

Linear regression analyses were carried out to compare the levels of individual or total levels of 

phospholipids and ratios as a function of GA. A p-value lower than 0.05 was considered as statistically 

significant and the tests were two-tailed. 

Results 

Characteristics of the population 

The characteristics of the population are presented in Table 1. As described before11, fifty-eight 

preterm infants born before 29 weeks of gestational age (GA) were included in the study. Six infants 

died and the mortality rate was of 11.5%. The final population included five sets of heterozygote 

twins. Blood samples were obtained from 52 infants at a median time of 12 h and a maximum time 

of 48 h after birth. No difference was observed between the ROP and the no-ROP groups for 

sampling time, gender, use of EPO and cerebral hemorrhage. ROP was associated with significantly 

higher sepsis and red blood cell transfusion (p = 0.023 and p = 0.025, respectively), lower GA and 

birth weight (p < 0.001 and p = 0.001, respectively) and higher duration of mechanical ventilation (p < 

0.001). The mean follow-up for ROP screening was 11.3 ± 4.5 weeks of life. 
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The mean number of screening examinations was 3.6 ± 2.0 per infant. The incidence of ROP was of 

51.9%, including three cases of type 1 ROP (11.1%) and 24 cases of type 2 ROP (88.9%). Subjects with 

type 1 ROP underwent laser therapy on both eyes. No intravitreal injection of bevacizumab was used. 

Twenty-six ROP cases were observed in zone 2 (96.3%) and one ROP case was observed in zone 

3(3.7%). We did not observe any ROP in zone 1. One case of ROP was at stage 1 (3.7%), 19 cases were 

at stage 2 (70.4%) and seven cases were at stage 3 (25.9%). Four subjects were classified as a stage 

“plus” and three of them underwent laser treatment. 

Individual phospholipid species distribution in erythrocytes 

Except for PE18:1/18:2+PE16:0/20:3, no significant difference was observed between groups in the 

proportions of individual ethanolamine- and choline- phospholipid species as well as in total levels of 

phosphatidylcholines (PC), plasmenylcholines (PlsC), phosphatidylethanolamines (PE), and 

plasmenylethanolamines (PlsE) (Table 2). The predominant species were PC16:0/18:1, PC16:0/16:0 

and PC16:0/20:4+PC16:1/20:3 for choline phospholipids and PE16:0/18:1, PE16:2/20:4+PE16:1/20:3, 

and PE18:0/20:4+16:0/22:4 for ethanolamine phospholipids. The most represented plasmalogen 

species were PlsC16:0/16:1, PlsC18:0/16:0 and PlsC18:1/18:2 for the choline subgroup and 

PlsE18:1/22:4 and PlsE18:0/22:4 the ethanolamine subgroup. The wide interquartile ranges 

confirmed the high interindividual variability previously observed for the fatty acid concentrations11. 

Associations between gestational age and erythrocyte phospholipid species 

As for our previous work on the OmegaROP cohort, and considering the results of the principal 

component analysis showing an interaction between GA and lipid data11, we checked for Spearman 

correlations between GA and individual phospholipid species (Table 3). In order to identify the 

phospholipid origin of the differential accumulation of AA and/or DHA in subjects with or without 

ROP, we have focused our attention on phospholipids carrying n-6 and n-3 PUFAs. Total choline and 

ethanolamine phospholipids carrying n-6 PUFAs were negatively associated with GA in the no-ROP 

group (rSpearman = -0.485, p = 0.013 and rSpearman = -0.477, p = 0.015 for PC+ PlsC and PE+PlsE, 

respectively). Within the choline subgroup, this negative association was significant only for total PC 

species esterified with n-6 PUFAs (rSpearman = -0.509, p = 0.009), but not for PlsC. PC species 

carrying AA are likely to contribute to this finding since total PC species carrying AA were also 

strongly negatively associated with GA in the no-ROP group (rSpearman = -0.495, p = 0.011), and 

particularly the individual PC16:0/20:4, PC18:1/20:4, and PC18:0/20:4 species (Table 4). These 

phospholipids represented 28.8% of total PC species, as well as 88.4% of total PC species carrying AA 

(Figure 1A). Their sum was negatively associated to GA in the no-ROP group (rSpearman = -0.483, p = 



186 
 
 

0.012, Figure 1B). Within ethanolamine phospholipids, only PlsE carrying n-6 PUFAs were negatively 

associated with GA (rSpearman = -0.587, p = 0.002). PlsE18:1/20:4 may be a significant contributor to 

this observation (rSpearman = -0.395, p = 0.049). No significant association was observed for PE 

species. 

 

Figure 1: Phosphatidylcholines with AA are associated with GA in preterm infants without ROP. A) 
PC with AA (20:4) accounted for 28.8% of total retinal PC species. Within these entities, PC species 
whose mass corresponded to PC16:0/20:4 ([M+H]+=782.5695), PC18:1/20:4 ([M+H]+=808.5851), and 
PC18:0/20:4 ([M+H]+=810.6008) represented 88.4% of the total PC with 20:4. B) The sum of PC 
whose mass corresponded to PC16:0/20:4 ([M+H]+=782.5695), PC18:1/20:4 ([M+H]+=808.5851), and 
PC18:0/20:4 ([M+H]+=810.6008) was negatively associated to GA in erythrocytes of preterm infants 
of the no-ROP group (rSpearman = -0.483, p = 0.012). Abbreviations of individual PC species are as 
follows: position on the glycerol backbone as shown as sn-1 / sn-2 of the fatty alcohol radicals 
(abbreviated as number of carbons: number of double bonds). 
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In the no-ROP group, no significant association between GA and phospholipids carrying n-6 PUFAs 

was observed (Tables 3 and 4). Only a significant negative association was observed between GA and 

total ethanolamine phospholipids esterified with n-3 PUFAs (rSpearman = -0.380, p = 0.034). 

Probably as a consequence, the ratios of total PE with n-6 PUFAs to total PE with n-3 PUFAs, total 

PlsE with n-6 PUFAs to total PlsE with n-3 PUFAs, and total PE with AA to total PE with DHA were 

impacted and positively associated with GA in the ROP group (rSpearman = 0.420, 0.886, and 0.843, 

p = 0.029, 0.006, and 0.011, respectively; Table 3). 

Discussion 

This study characterizes the phospholipid composition of erythrocyte in preterm infants born before 

29 weeks GA. The clinical characteristics of our population were comparable with those of several 

studies. Indeed, the incidence of ROP was high (51.9%) and in agreement with other very-low-GA 

populations20. 

Our data show a negative association between choline- and ethanolamine phospholipids carrying n-6 

PUFAs with GA in the no-ROP group, while no significant association was observed in the ROP group. 

These findings are in the line of our previous reports related to the OmegaROP study11. Considering 

that choline- and ethanolamine phospholipids species represent more than 90% of total 

phospholipids in erythrocytes13,21,22, we assumed that the changes observed in their concentrations 

would be a reliable indicator of the whole phospholipid pool in erythrocytes. However, further 

analyses on phosphatidylserines and phosphatidylinositols could be of interest to draw a more 

complete picture of erythrocyte phospholipidome alterations in ROP. 

In preterm infants who will not develop ROP, erythrocyte relative levels of phospholipids carrying AA 

decrease as GA increases, while no change was observed in preterm infants who will develop ROP. 

This negative correlation mostly relies on PC species and more specifically on individual PC16:0/20:4, 

PC18:1/20:4, and PC18:0/20:4 entities. This finding is highly consistent with others that revealed a 

similar remodeling in PC species esterified with AA in preterm infants23,24, including in those 

developing bronchopulmonary dysplasia (BPD)25 a disorder that is correlated with extreme 

prematurity, and subsequently with ROP26. These data are consistent since AA is considered as 

playing a pivotal role in the promotion of inflammation, especially through its eicosanoid derivatives 

such as prostaglandin E2 (PGE2). PGE2 is known to be involved in pathological angiogenesis and in 

the pathogenesis of proliferative retinopathies such as ROP27-30. Accordingly, other studies have 

shown that inflammation is a significant risk factor for developing ROP5,31. Finally, it is recognized that 



188 
 
 

AA competes with DHA, this last being known to inhibit retinal pathological neovascularization in a 

mouse model of ROP7. 

Interestingly, the n-6 to n-3 PUFA ratio in erythrocytes seems to display a similar pattern when 

considering PlsE species, as PlsE carrying n-6 PUFAs were negatively associated with GA (rSpearman = 

-0.587, p = 0.002), with PlsE18:1/20:4 being the most significant contributor to this observation 

(rSpearman = -0.395, p = 0.049). Considering that erythrocyte lipid composition could represent a 

reliable indicator of the lipid composition of the retina in newborns32-34, we may speculate that 

retinal lipids display similar modifications in AA, DHA and plasmalogen levels of newborns developing 

ROP. 

While PUFAs status of the newborn correlates with maternal status25, and as it can be influenced by 

dietary supplementation after birth35, plasmalogen content of tissues only relies on fetal de novo 

synthesis as no materno-fetal transfer of ether-lipids has been demonstrated so far36. In our study, 

blood samples were collected within the first 48 h of life. Considering that the erythrocyte life-span 

ranges from 35 to 50 days in preterm infants37, the modifications observed in the present study 

might be assigned to differences in in situ lipid metabolisms rather than to a nutritional influence. 

Several limitations must be acknowledged in our study. First, our population included a limited 

number of subjects. Second, our population only includes three preterm infants with severe ROP, 

while this population is specifically concerned by treatments targeting vascular events. Furthermore, 

while PC and PE species are the main contributors to erythrocytes phospholipidome, further 

lipidomic analyses including PS and PI individual phospholipid species could provide useful 

complementary information. 

Taken together, our results confirm the alterations of erythrocyte PUFA profile in preterm infants 

developing ROP and bring evidences that plasmalogens may contribute to these alterations. 

Considering the importance of plasmalogens in the cellular bioavailability of PUFAs and their 

involvement in the vascular development of the retina, our study suggests that investigating the 

relationships between plasmalogen metabolism and ROP could be of particular interest to deeply 

understand the pathophysiological mechanisms driving ROP. 
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Table 1: Main characteristics of the OmegaROP population 

 Total population 
n = 52 

ROP 
n = 27 

No-ROP 
n = 25 p-value 

Sampling time (h) 12 [12-24] 12 [12-21] 12 [12-30] 0.056 

Male 26 (50.0) 14 (51.8) 12 (48.0) 0.781 

Gestational age (weeks) 27.1 [26.2-27.7] 26.5 [25.5-27.1] 27.6 [27.1-28.4] <0.001 

Birth weight (g) 887 [797-1081] 815 [735-967] 1020 [870-1160] 0.001 

ROP 27 (51.9) 27 (100) - - 

ROP treated 3 (5.8) 3 (11.1) - - 

ROP detection (weeks) 8.2 [6.6-9.5] 8.2 [6.6-9.5] - - 

Mechanical ventilation (days) 7.0 [1.0-14.0] 11.0 [5.5-16.5] 2.0 [1.0-7.0] <0.001 

Sepsis 23 (44.2) 16 (59.2) 7 (28.0) 0.023 

Erythropoietin use 33 (63.4) 18 (66.6) 15 (60.0) 0.617 

RBC transfusion 25 (48.0) 17(62.9) 8(32.0) 0.025 

Cerebral haemorrhage 25 (48.0) 13 (48.1) 12 (48.0) 0.991 

 

Continuous variables are expressed as median [IQR], categorical variables are expressed as 

No. (%) 

ROP: retinopathy of prematurity; RBC: red blood cells 

p-values in bold indicate a statistically significant difference (p < 0.05) 

Table 2: Concentrations of individual phospholipid species of red blood cells of preterm 

infants without or with retinopathy of prematurity (% of total plasmenylcholines or 

phosphatidylethanolamines) 

  No-ROP ROP  

 [M+H]+ or [M-H]-a median [IQR]b median [IQR] p-value 

PC14:0/16:0 706.5382 2.84 [1.59–5.35] 2.69 [1.81-3.69] 0.974 

PC15:0/16:0 720.5538 0.80 [0.40-1.43] 0.82 [0.46-1.26] 0.781 

PlsC16:0/16:1 720.5902 1.04 [0.67-2.64] 1.05 [0.56-1.98] 0.582 

PC16:1/16:1 730.5382 0.10 [0.00-0.15] 0.09 [0.00-0.14] 0.897 

PC16:0/16:1 732.5538 3.31 [41.96-4.59] 3.15 [1.84-4.39] 0.533 

PC16:0/16:0 734.5695 13.73 [7.28-31.24] 14.00 [8.15-23.80] 0.936 

PlsC16:0/18:1 744.5902 0.06 [0.00-0.20] 0.07 [0.00-0.16] 0.829 

PC15:0/18:0 746.5695 0.50 [0.42-0.57] 0.46 [0.40-0.57] 0.672 

PlsC18:0/16:0 746.6058 0.94 [0.76-1.14] 0.86 [0.59-1.19] 0.550 

PC16:0/18:2 758.5695 7.03 [4.07-8.64] 6.52 [4.02-8.29] 0.908 

PC16:0/18:1 760.5851 23.32 [18.27-25.66] 23.33 [17.99-25.58] 0.952 
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PC16:0/18:0 762.6008 3.28 [2.62-5.09] 3.27 [2.53-5.14] 0.802 

PlsC18:1/18:3 766.5745 0.00 [0.00-0.33] 0.24 [0.00-0.64] 0.155 

PlsC18:1/18:2 768.5902 0.89 [0.00-1.14] 0.73 [0.00-1.01] 0.516 

PlsC18:1/18:0 772.6215 0.21 [0.00-0.33] 0.16 [0.00-0.33] 0.973 

unknown 774.6008 0.30 [0.00-0.38] 0.33 [0.00-0.48] 0.555 

PlsC18:0/18:0 774.6371 0.10 [0.00-0.23] 0.11 [0.00-0.19] 0.746 

PC16:0/20:4 + 
PC16:1/20:3 

782.5695 11.80 [1.92-16.75] 15.50 [1.10-17.56] 
0.726 

PC18:1/18:2 784.5851 3.24 [1.96-5.21] 2.30 [1.35-4.12] 0.230 

PC18:1/18:1 786.6008 3.31 [1.53-4.34] 3.34 [2.43-3.98] 0.931 

PC18:0/18:1 788.6164 3.22 [1.59-3.44] 3.30 [2.05-3.67] 0.601 

PC18:0/18:0 790.6321 0.00 [0.00-0.40] 0.30 [0.00-0.42] 0.804 

PlsC18:1/20:4 + 
PlsC16:1/22:4 

792.5902 0.00 [0.00-0.17] 0.00 [0.00-0.23] 
0.904 

PlsC18:0/20:4 + 
PlsC16:0/22:4 

794.6058 0.00 [0.00-0.82] 0.00 [0.00-0.85] 
0.962 

PlsC18:0/20:3 + 
PlsC18:1/20:2 

796.6215 0.00 [0.00-0.70] 0.00 [0.00-0.66] 
0.711 

unknown 804.5538 0.32 [0.19-0.52] 0.36 [0.26-0.50] 0.780 

PC18:2/20:4 + 
PC16:0/22:6 

806.5695 1.55 [0.00-3.09] 2.03 [0.00-2.66] 
0.646 

PC18:0/20:5 + 
PC18:1/20:4 + 
PC16:0/22:5 + 

PC18:2/20:3 + 
PC18:2/20:3 

808.5851 1.29 [0.37-2.67] 1.26 [0.25-2.86] 0.996 

PC18:0/20:4 810.6008 4.80 [0.77-7.38] 2.01 [0.45-7.54] 0.719 

PC18:0/20:2 814.6321 0.03 [0.00-0.16] 0.10 [0.00-0.15] 0.965 

PlsC18:0/22:6 818.6058 0.00 [0.00-0.16] 0.00 [0.00-0.17] 0.953 

PlsC18:1/22:4 + 

PlsC18:0/22:5 
820.6215 0.00 [0.00-0.19] 0.00 [0.00-0.19] 

0.971 

PlsC18:0/22:4 822.6371 0.19 [0-14-0.39] 0.18 [0.05-0.25] 0.605 

PlsC18:1/22:2 824.6528 0.00 [0.00-0.13] 0.00 [0.00-0.12] 0.679 

PlsC18:1/22:1 826.6684 0.00 [0.00-0.04] 0.00 [0.00-0.03] 0.397 

PC20:5/22:6 828.5538 0.00 [0.00-0.05] 0.00 [0.00-0.05] 0.803 

unknown 830.5695 0.33 [0.25-0.59] 0.36 [0.19-0.59] 0.780 

PC22:3/18:4 + 
PC20:3/20:4 + 

832.5851 0.00 [0.00-0.64] 0.00 [0.00-0.67] 0.999 
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PC18:1/22:6 

PC18:0/22:6 + 
PC20:2/20:4 

834.6008 0.00 [0.00-0.04] 0.00 [0.00-1.01] 
0.914 

PC18:0/22:4 + 
PC20:0/20:4 

838.6321 0.00 [0.00-0.05] 0.00 [0.00-0.23] 
0.928 

unknown 854.5695 0.05 [0.00-0.12] 0.07 [0.00-0.12] 0.642 

PC20:0/22:1 872.7103 0.01 [0.00-0.04] 0.03 [0.00-0.05] 0.400 

Total PC - 93.77 [91.97-94.75] 94.07 [92.10-95.44] 0.431 

Total PlsC - 5.29 [4.01-6.28] 3.97 [3.49-6.33] 0.230 

Total PC+PlsC - 98.91 [98.67-99.01] 98.74 [98.40-98.97] 0.284 

PE16:0/16:1 688.4923 1.56 [1.10-2.07] 1.20 [1.02-1.73] 0.237 

PE16:0/16:0 690.5079 1.20 [0.71-3.71] 1.15 [0.68-3.62] 0.960 

PE16:1/18:2 + 
PE16:2/18:1 

700.5287 0.01 [0.00-1.07] 0.08 [0.00-1.33] 
0.469 

PlsE16:0/18:1 712.4921 0.16 [0.13-0.19] 0.15 [0.13-0.21] 0.816 

PE16:0/18:2 + 
PE16:1/18:1 

714.5079 3.17 [2.59-3.52] 3.26 [2.35-3.95] 
0.706 

PE16:0/18:1 716.5236 17.62 [15.01-25.92] 19.56 [15.09-28.22] 0.533 

PlsE16:0/20:4 722.5130 0.00 [0.00-1.41] 0.00 [0.00-2.29] 0.894 

unknown 726.5443 0.00 [0.00-0.70] 0.00 [0.00-0.72] 0.856 

unknown 736.4923 0.47 [0.05-0.57] 0.43 [0.00-0.56] 0.384 

PE16:0/20:4 + 

PE16:1/20:3 
738.5079 14.97 [9.77-20.14] 12.91 [3.43-19.87] 

0.952 

PE18:1/18:2 + 
PE16:0/20:3 

740.5236 4.50 [3.25-5.68] 3.38 [2.66-4.60] 
0.037 

PE18:1/18:1 + 
PE18:0/18:2 + 
PE16:0/20:2 

742.5392 3.28 [2.42-3.93] 3.10 [2.52-4.34] 
0.633 

PE18:0/18:1 + 
PE16:0/20:1 

744.5549 3.30 [2.93-5.07] 3.42 [2.57-4.79] 
0.816 

PlsE16:0/22:6 746.5130 0.00 [0.00-0.65] 0.00 [0.00-0.94] 0.924 

PlsE18:1/20:4 748.5287 0.00 [0.00-2.41] 0.00 [0.00-3.31] 0.736 

PlsE18:0/20:4 + 
PlsE16:0/22:4 

750.5443 0.00 [0.00-5.51] 0.00 [0..00-8.38] 
0.857 

PE16:0/22:6 + 
PE18:1/20:5 + 
PE18:2/20:4 

762.5079 5.10 [1.54-5.77] 3.99 [0.37-5.71] 
0.444 

PE18:1/20:4 + 
PE16:0/22:5 

764.5236 6.19 [1.01-7.63] 5.30 [0.81-7.30] 
0.501 
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PE18:0/20:4 + 

PE16:0/22:4 
766.5392 10.01 [4.97-14.08] 9.04 [2.07-13.83] 

0.653 

PE18:0/20:2 + 
PE18:1/20:1 + 

PE18:2/20:0 
770.5705 0.00 [0.00-0.19] 0.00 [0.00-0.16] 

0.799 

PlsE18:1/22:6 772.5287 0.00 [0.00-0.67] 0.00 [0.00-1.03] 0.835 

PlsE18:0/22:6 + 
PlsE18:1/22:5 

774.5443 0.00 [0.00-1.93] 0.00 [0.00-3.01] 
0.874 

PlsE18:1/22:4 776.5600 0.38 [0.00-1.43] 0.29 [0.00-1.71] 0.588 

PlsE18:0/22:4 778.5756 0.33 [0.00-1.92] 0.29 [0.00-2.32] 0.871 

PE20:4/20:4 + 
PE18:2/22:6 

786.5079 0.84 [0.36.1.41] 0.76 [0.19-1.20] 
0.938 

PE18:1/22:6 + 
PE20:3/20:4 

788.5236 1.44 [0.00-2.56] 1.00 [0.00-2.10] 
0.320 

PE18:0/22:6 790.5392 1.50 [0.00-2.23] 1.16 [0.00-1.89] 0.320 

PE18:0/22:5 + 
PE18:1/22:4 

792.5549 0.96 [0.00-1.33] 0.82 [0.00-1.26] 
0.521 

PE18:0/22:4 + 
PE20:0/20:4 

794.5705 0.83 [0.20-1.00] 0.76 [0.05-0.99] 
0.537 

PE20:0/20:2 798.6018 0.00 [0.00-0.00] 0.00 [0.00-0.00] 0.965 

PE20:4/22:6 810.5079 0.56 [0.31-0.79] 0.39 [0.17-0.67] 0.359 

PE22:6/22:6 834.5079 0.26 [0.07-0.66] 0.26 [0.06-1.15] 0.938 

Total PE - 98.44 [83.16-98.90] 98.48 [75.38-98.86] 0.902 

Total PlsE - 0.97 [0.61-16.10] 0.87 [0.47-23.69] 0.823 

Total PE+PlsE - 99.37 [98.84-99.44] 99.40 [99.07-99.51] 0.582 

a: [M+H]+ for PC, PlsC, and [M-H]- for PE and PlsE species 

b: IQR: interquartile range 

PC: phosphatidylcholine; PlsC: plasmenylcholine; PE: phosphatidylethanolamine: PlsE: 

plasmenylethanolamine 

Abbreviations of individual PC, PlsC, PE, and PlsE species are as follows: position on the glycerol 

backbone as shown as sn-1/sn-2 of the fatty acid and fatty alcohol radicals (abbreviated as number of 

carbons: number of double bonds). 
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Table 3: Spearman correlations between gestational age and erythrocyte choline and ethanolamine 
phospholipids esterified with n-6 and/or n-3 PUFAs in preterm infants with or without retinopathy of 
prematurity. 

 
No-ROP 
n = 25 

ROP 
n = 27 

 rSpearman p-value rSpearman p-value 

Total PC and PlsC with n-6 PUFAs -0.485 0.013 0.079 0.693 

Total PC and PlsC with n-3 PUFAs -0.375 0.064 -0.160 0.422 
     

Total PE and PlsE with n-6 PUFAs -0.477 0.015 0.050 0.801 

Total PE and PlsE with n-3 PUFAs -0.117 0.575 -0.380 0.034 
     

Total PC with n-6 PUFAs -0.509 0.009 0.122 0.544 

Total PlsC with n-6 PUFAs -0.191 0.359 -0.198 0.319 

Total PC with n-3 PUFAs -0.391 0.052 -0.011 0.953 

Total PlsC with n-3 PUFAs -0.093 0.657 -0.352 0.071 
     

Total PE with n-6 PUFAs -0.311 0.129 0.211 0.288 

Total PlsE with n-6 PUFAs -0.587 0.002 0.027 0.892 

Total PE with n-3 PUFAs 0.025 0.904 -0.260 0.189 

Total PlsE with n-3 PUFAs -0.326 0.111 -0.215 0.281 
     

Total PC with AA -0.495 0.011 0.062 0.756 

Total PlsC with AA -0.340 0.096 -0.104 0.603 

Total PE with AA -0.319 0.119 0.243 0.221 

Total PlsE with AA -0.286 0.164 -0.110 0.583 
     

Total PC with DHA -0.359 0.077 -0.016 0.936 

Total PlsC with DHA -0.308 0.133 -0.131 0.514 

Total PE with DHA 0.189 0.364 -0.132 0.509 

Total PlsE with DHA -0.338 0.098 -0.206 0.300 
     

Total PC with n-6 PUFAs / total PC with n-3 PUFAs -0.286 0.165 0.312 0.112 

Total PC with AA / total PC with DHA -0.410 0.041 0.242 0.222 

Total PlsC with n-6 PUFAs / total PlsC with n-3 PUFAs -0.355 0.081 -0.063 0.752 

Total PlsC with AA / total PlsC with DHA -0.390 0.053 -0.088 0.661 
     

Total PE with n-6 PUFAs / total PE with n-3 PUFAs -0.072 0.731 0.420 0.029 

Total PE with AA / total PE with DHA -0.239 0.249 0.366 0.060 

Total PlsE with n-6 PUFAs / total PlsE with n-3 PUFAs -0.308 0.133 0.886 0.006 

Total PlsE with AA / total PlsE with DHA -0.296 0.150 0.843 0.011 

AA: arachidonic acid; DHA, docosahexaenoic acid; PC: phosphatidylcholine; PlsC: plasmenylcholine; 

PE: phosphatidylethanolamine: PlsE: plasmenylethanolamine ; ROP: retinopathy of prematurity 

Abbreviations of individual PC, PlsC, PE, and PlsE species are as follows: position on the glycerol 

backbone as shown as sn-1/sn-2 of the fatty acid and fatty alcohol radicals (abbreviated as number of 

carbons: number of double bonds). 
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Table 4: Spearman correlations between gestational age and erythrocyte individual phospholipids species 
esterified in preterm infants with or without retinopathy of prematurity. 

 [M+H]+ 
or 

[M-H]-a 

No-ROP 
n = 25 

ROP 
n = 27 

 rSpearman p-value rSpearman p-value 

Phosphatidylcholine species      

PC16:0/20:4 + PC16:1/20:3 782.5695 –0.511 0.009 0.013 0.945 

PC18:2/20:4 + PC16:0/22:6 806.5695 -0.346 0.089 -0.016 0.936 

PC18:0/20:5 + PC18:1/20:4 + PC16:0/22:5 
+ PC18:2/20:3 + PC20:3/18:2 

808.5851 -0.479 0.015 -0.023 0.906 

PC18:0/20:4 810.6008 -0.517 0.008 0.183 0.360 

PC20:5/22:6 828.5538 -0.338 0.097 -0.123 0.538 

PC22:3/18:4 + PC20:3/20:4 +PC18:1/22:6 832.5851 -0.304 0.138 -0.58 0.772 

PC18:0/22:6 + PC20:2/20:4 834.6008 -0.331 0.105 -0.088 0.660 

PC18:0/22:4 + PC20:0/20:4 838.6321 -0.350 0.086 -0.045 0.822 

      

Plasmenylcholine species      

PlsC18:1/20:4 + PlsC16:1/22:4 792.5902 -0.352 0.083 -0.122 0.542 
PlsC18:0/20:4 + PlsC16:0/22:4 794.6058 -0.336 0.100 -0.104 0.603 

PlsC18:0/22:6 818.6058 -0.308 0.133 -0.131 0.514 
      

Phosphatidylethanolamine species      

PE16:0/20:4 + PE16:1/20:3 738.5079 -0.298 0.147 0.196 0.327 

PE16:0/22:6 + PE18:1/20:5 + PE18:2/20:4 762.5079 -0.213 0.306 0.188 0.347 

PE18:1/20:4 + PE16:0/22:5 764.5236 -0.432 0.030 0.082 0.683 

PE18:0/20:4 + PE16:0/22:4 766.5392 -0.344 0.091 0.200 0.315 

PE20:4/20:4 + PE18:2/22:6 786.5079 0.001 0.992 -0.185 0.354 

PE18:1/22:6 + PE20:3/20:4 788.5236 -0.259 0.210 0.106 0.596 

PE18:0/22:6 790.5392 -0.306 0.136 0.083 0.678 

PE18:0/22:4 + PE20:0/20:4 794.5705 -0.282 0.171 0.314 0.110 

PE20:4/22:6 810.5079 -0.047 0.821 -0.285 0.148 

PE22:6/22:6 834.5079 0.439 0.027 -0.011 0.954 

      

Plasmenylethanolamine species      

PlsE16:0/20:4 722.5130 -0.376 0.063 -0.179 0.369 

PlsE16:0/22:6 746.5130 -0.343 0.092 -0.193 0.333 

PlsE18:1/20:4 748.5287 -0.395 0.049 -0.214 0.283 

PlsE18:0/20:4 + PlsE16:0/22:4 750.5443 -0.298 0.146 -0.117 0.560 

PlsE18:1/22:6 772.5287 -0.326 0.111 -0.223 0.262 

PlsE18:0/22:6 + PlsE18:1/22:5 774.5443 -0.326 0.111 -0.216 0.277 

a: [M+H]+ for PC, PlsC, and [M+H]+ for PE and PlsE species 

PC: phosphatidylcholine; PlsC: plasmenylcholine; PE: phosphatidylethanolamine: PlsE: 

plasmenylethanolamine ; ROP: retinopathy of prematurity 

Abbreviations of individual PC, PlsC, PE, and PlsE species are as follows: position on the glycerol 

backbone as shown as sn-1/sn-2 of the fatty acid and fatty alcohol radicals (abbreviated as number of 

carbons: number of double bonds). 
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Résultats et conclusion 

Cette dernière partie nous a permis dans un premier temps de confirmer les résultats de 

précédentes études (Bernhard et al), dont l’étude OmegaROP publiée par notre équipe (Pallot et al). 

On constate en effet l’existence d’une corrélation négative entre l’âge gestationnel et la ratio oméga-

6/oméga-3 des érythrocytes chez les prématurés développant la ROP, avec notamment une 

augmentation significative de ce ratio chez les plus grands prématurés. La caractérisation du 

phospholipidome des globules rouges nous a permis dans un deuxième temps de déterminer 

l’origine phospholipidique de ces altérations. Si les PC représentent la majeure partie des 

phospholipides impliqués dans ces variations, nos résultats montrent que certaines espèces de PE, et 

notamment de pPE, représentent elles-aussi des contributeurs significatifs quant à ces altérations. 

Ces résultats semblent d’autant plus pertinents lorsque l’on considère que les globules rouges 

pourraient représenter un marqueur fiable des lipides rétiniens. En effet, compte tenu du rôle des 

AGPIs dans le contrôle du développement vasculaire rétinien et de l’inflammation, deux paramètres 

clés de la ROP, l’altération de leurs concentrations respectives pourrait avoir d’importantes 

conséquences sur la physiologie de la rétine. De plus, ces données ont été obtenues chez l’Homme, 

ce qui apporte un niveau d’évidence scientifique significativement plus élevé que les modèles 

cellulaires ou animaux.  

Malgré les nouvelles données apportées par notre étude, cette dernière présente toutefois plusieurs 

limites. Tout d’abord, seuls les PC et PE ont été quantifiés, et bien que les PS + PI ne représentent 

que moins de 10% du phospholipidome érythrocytaire ou rétinien, il n’est pas exclu que certaines 

données significatives manquent à nos conclusions. Par ailleurs, ces résultats ne sont que descriptifs 

et appellent à de plus amples études fonctionnelles afin de déterminer les mécanismes sous-jacents 

aux altérations du phospholipidome décrites ici.  
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Chapitre 6 : Discussion générale et 

perspectives de la thèse 
 

A travers cette thèse, nous avons étudié le rôle des plasmalogènes dans la physiologie des cellules 

gliales et du développement vasculaire rétinien par des approches diverses et complémentaires. Ces 

études ont notamment permis de révéler l’implication des plasmalogènes dans la capacité de 

migration et de GJIC des cellules de Müller in vitro, dans la régulation du développement vasculaire 

rétinien de la souris DAPAT à travers des acteurs moléculaires liés à l’inflammation, à l’angiogenèse 

et au système endocannabinoïde in vivo, ainsi que dans la biodisponibilité sanguine des 

phospholipides chez le grand prématuré. Bien que ces résultats semblent prometteurs, ils 

s’accompagnent inévitablement d’interrogations. Nous allons ainsi discuter dans cette dernière 

partie du choix des approches expérimentales, des résultats obtenus, ainsi que des perspectives pour 

la physiopathologie de la ROP chez l’Homme. 

Rôle des plasmalogènes dans la physiologie des cellules de Müller in vitro 

• Migration cellulaire 

Dans la première partie de nos études in vitro, nous avons montré que la déplétion en plasmalogènes 

par interférence ARN était associée à une altération de la capacité de migration des cellules de 

Müller, notamment via l’expression de la GFAP et de la Cx43. Toutefois, les mécanismes menant à la 

sous-expression de ces protéines restent à élucider. Les données complémentaires acquises 

montrent une diminution de l’expression des gènes codant pour la GFAP et la Cx43 dans les cellules 

transfectées par siDHAPAT (Figure 40 ; Figure 3b article 2), suggérant une régulation commune de 

ces deux gènes. Il s’avère que les régions promotrices des gènes codant pour la GFAP et la Cx43 

possèdent des domaines régulés par des facteurs de transcription communs, comme NFκB, AP-1, AP-

2 ou SP-1 (Geimonen et al., 1996; Gomes et al., 1999; Wu et al., 2013; Brenner et al., 2019). Il 

apparait dès lors indispensable de vérifier l’expression de ces facteurs de transcription afin de 

déterminer s’ils jouent ou non un rôle dans la sous-expression de la GFAP et de la CX43 des cellules 

de Müller partiellement déplétées en plasmalogènes. Par ailleurs, des mécanismes post-

traductionnels comme la phosphorylation interviennent dans la régulation de l’expression protéique 

de la GFAP (Kosako et al., 1997; Rodnight et al., 1997; Sullivan et al., 2012; Battaglia et al., 2019)  et la 

Cx43 (Kimura and Nishida, 2010; Leithe, 2016). Nos travaux montrent que déplétion en 

plasmalogènes est associée à une sur-phosphorylation de la Cx43 en S368, site de phosphorylation 
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par la PKC connu pour induire sa dégradation. Ce résultat mériterait d’être doublement exploité : 

tout d’abord via l’utilisation d’inhibiteurs de PKC, comme la Calphostin C ou le Gö 6983, ce qui 

prouverait l’implication de cette dernière dans la sous-expression de la Cx43 (l’utilisation 

d’inhibiteurs spécifiques de chaque isoforme de PKC permettrait de plus d’en définir les isoformes 

responsables) ; et dans un deuxième temps en étudiant la phosphorylation de la GFAP par western-

blot, ce qui pourrait apporter des éléments de réponse supplémentaires quant à sa sous-expression. 

La réalisation d’une étude cinétique de l’expression de la GFAP et de la Cx43 suite aux transfections 

permettrait en outre de déterminer les dynamiques respectives de leur sous-expression.  

De précédants travaux ayant déjà évoqué une altération de la migration d’atrocytes sous-exprimant 

la Cx43 (Homkajorn et al., 2010; Lagos-Cabre et al., 2019), cette première étude semble renforcer 

l’idée que la Cx43 joue un rôle dans la capacité de migration des cellules gliales. Ce rôle s’expliquerait 

notamment par le fait que la Cx43 constitue de véritables points d’ancrages membranaires pour les 

protéines du cytosquelette. La chaine C-terminale de la Cx43 possède en effet de nombreux sites de 

liaisons qui entrainent la formation de complexes supra-moléculaires permettant de lier des acteurs 

du cytosquelette comme les microtubules et les filaments d’actine, directement ou indirectement 

par la liaison de protéines intermédiaires comme ZO-1 ou la drébrine (Butkevich et al., 2004; Olk et 

al., 2009; Crespin et al., 2010; Francis et al., 2011; Kameritsch et al., 2012; Matsuuchi and Naus, 2013; 

Ambrosi et al., 2016). Ces interactions ont ainsi également été associées à la polarisation et la 

migration d’autres types cellulaires (Rhee et al., 2009; Elias et al., 2010), et seraient notamment 

régulés par la phosphorylation de la Cx43 (Saidi Brikci-Nigassa et al., 2012), que nous avons montré 

être altérée au moins en S368 (article 2). De ce fait, il pourrait être pertinent de vérifier l’expression 

de ces autres protéines, tout en complétant ces informations par des marquages 

immunohistochimiques pour les protéines du cytosquelette, qui permettraient alors de révéler 

d’éventuels remodellage du cytosqueltte des cellules de Müller déplétées en plasmalogènes. 

Puisque les cellules de Müller semblent se caractériser par une forte concentration en 

plasmalogènes, la déplétion partielle de leur contenu en plasmalogènes pourrait constituer une sorte 

de « déspécialisation » fonctionnelle de ces dernières (à ne pas confondre avec la dédifférenciation 

en cellules progénitrices, car les RPC sont a priori caractérisés par une certaine capacité de 

migration). L’ajout d’un groupe supplémenté en AKG permettrait de déterminer si la restauration du 

contenu en plasmalogènes serait à même de rétablir au moins partiellement leur capacité de 

migration. 
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• GJIC 

Dans le 2e article in vitro du chapitre 1, nous avons montré que la concentration en plasmalogènes 

des cellules de Müller est significativement plus élevée que celle de la rétine totale, ce qui suggère un 

rôle particulier des plasmalogènes dans la physiologie de ces cellules. Si les raisons exactes n’en sont 

pour l’heure pas connues, plusieurs hypothèses peuvent être formulées en se basant sur le rôle des 

cellules de Müller dans la fonction rétinienne. En effet, les cellules de Müller représentent l’un des 

principaux acteurs impliqués dans la réaction aux stimuli, notamment pathologiques (Bringmann and 

Wiedemann, 2012; Graca et al., 2018). Ces derniers s’accompagnent fréquemment d’une élévation 

du stress oxydant, caractérisé par la génération d’espèces réactives de l’oxygène (ROS) (Rohowetz et 

al., 2018). Or, les plasmalogènes possèdent justement une affinité particulière pour les ROS grâce à 

leur liaison vinyl-éther (Morand et al., 1988; Braverman and Moser, 2012; Dean and Lodhi, 2018; 

Zhou et al., 2020). La forte concentration en plasmalogènes des cellules de Müller pourrait alors 

témoigner d’un rôle de « tampon » de ces dernières vis-à-vis de l’oxydation dans la rétine. De plus, 

les plasmalogènes jouent un rôle important dans la signalisation intracellulaire par leur capacité à 

concentrer les AGPIs (Nagan and Zoeller, 2001). De ce fait, une forte concentration en plasmalogènes 

permettrait d’accroitre la capacité de la réponse cellulaire à un stimulus. Par ailleurs, les cellules de 

Müller sont capables de communiquer entre elles ou avec d’autres type cellulaires par 

l’intermédiaire de la GJIC, qui repose essentiellement sur la Cx43 dans le cas des cellules macrogliales 

(Zahs et al., 2003; Kerr et al., 2010). Or, les études développées dans le chapitre 2 montrent que les 

plasmalogènes participeraient justement à la régulation de l’expression de la Cx43 et la GJIC qui en 

découle. Les mécanismes de cette régulation restent toutefois à déterminer, et plusieurs hypothèses 

de travail se dégagent dans un premier temps comme évoqué dans le paragraphe précédent. 

Concernant l’augmentation de la réponse calcique à l’ATP suite à la déplétion en plasmalogènes, 

plusieurs paramètres sont ici à prendre en compte. Cette réponse implique une cascade de 

signalisation faisant intervenir de nombreux acteurs, multipliant d’autant les niveaux de régulation 

possibles. Il faut ainsi considérer les récepteurs P2Y, l’activité de la PKC et le relargage du Ca2+ depuis 

les stocks du RE à la suite de l’activation des récepteurs à l’IP3 (Clapham, 2007). En conséquence, il 

apparait pertinent d’évaluer leur expression génique et protéique respectivement en RT-qPCR et en 

WB. Ces informations devraient toutefois être complétées une évaluation de leur activité. En effet, 

les voies de signalisation régulées par la PKC notamment ne dépendent pas tant de son expression 

que sa capacité à être recrutée au niveau de la membrane plasmique. Ce recrutement membranaire 

repose essentiellement sur la composition phospholipidique de la membrane (Gallegos and Newton, 

2008; Gould and Newton, 2008; Guerrero-Valero et al., 2009; Lucic et al., 2016), et notamment 
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plasmalogènes : les diglycérides issus de la famille des éther-lipides jouent en effet un rôle 

d’inhibiteurs compétitif vis-à-vis de la PKC : la présence de d’éther-lipides diminue l’activité de la PKC 

(Daniel et al., 1988; Mandal et al., 1997). Ainsi, en conditions de déplétion ou de déficience en 

plasmalogènes, on observe une augmentation de l’activité de PKC. Cette information semble 

cohérente avec la surphosphorylation de la Cx43 en S368 comme montré dans l’article 2. Par ailleurs, 

plusieurs travaux ont montré que les IP3R sont régulés négativement par le DHA (Sergeeva et al., 

2005; Begum et al., 2012). Or, la quantification relative des lipides dans notre modèle de déplétion 

partielle en plasmalogènes montre justement une altération du ratio n-6/n-3, caractérisée par une 

diminution du contenu en DHA (Figure 43, chapitre 2). On peut ainsi émettre l’hypothèse qu’en plus 

d’une augmentation de l’activité de PKC, la déplétion partielle en plasmalogènes diminue la 

régulation des IP3R par le DHA, qui relarguent alors des quantités plus importantes de Ca2+, d’où 

l’augmentation du signal calcique observée dans les cellules de Müller transfectées avec le 

siDHAPAT. Cette hypothèse pourrait être confirmée en réalisant ces expérimentations sur des 

cellules de Müller traitées au BEL (bromoénolactone), un inhibiteur de la iPLA2 et donc de la 

libération du DHA par les plasmalogènes, comme déjà réalisé précédemment au laboratoire (Saab-

Aoude et al., 2013). 

Pour conclure cette première partie de la discussion, nous allons discuter de la pertinence de l’étude 

des cellules gliales in vitro. Compte tenu de la complexité structurale et fonctionnelle de la rétine et 

de la difficulté d’étudier la physiologie in vivo, il est fréquent de recourir à des études in vitro afin de 

comprendre le comportement et les adaptations d’un type cellulaire particulier. La culture in vitro de 

cellules de Müller est ainsi utilisée depuis plusieurs décennies déjà (Hicks and Courtois, 1981), et les 

dernières études montrent qu’il est même possible de reproduire certaines adaptations 

pathologiques de ces dernières (Couturier et al., 2021). Toutefois, la physiologie des cellules repose 

en partie sur la relation structure/fonction, et l’environnement de culture in vitro ne permet pas de 

restituer l’environnement physiologique de ces cellules. Il a ainsi été montré que les astrocytes 

cultivés dans des environnements en deux dimensions (2D) standards présentent des altérations 

morphologiques et fonctionnelles, qui se traduisent notamment par la surexpression de la GFAP 

(Placone et al., 2015). Il est donc permis d’envisager que les études in vitro menées sur des cellules 

de Müller et/ou des astrocytes minimisent, ou au contraire exacerbent les caractéristiques étudiées.  

Enfin, notre modèle de déplétion par interférence ARN n’entraine qu’une diminution d’environ 50% 

du contenu en plasmalogènes des cellules de Müller. Si cela permet d’obtenir des informations utiles 

quant au rôle des plasmalogènes dans la physiologie des cellules de Müller, il ne permet 

malheureusement pas d’en rendre pleinement compte. Il faudrait pour cela utiliser des cellules 
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déficientes en plasmalogènes, en réalisant par exemple des cultures primaires de cellules de Müller 

issues de souris DAPAT-/-. Les animaux KO étant toutefois infertiles et ayant fait face à des difficultés 

récurrentes de reproduction de ces animaux, nous n’avons pas pu mettre en place une telle 

approche expérimentale dans le cadre de cette thèse. Par ailleurs, certains auteurs ont montré qu’il 

était possible d’étudier la propagation du signal calcique induit par l’ATP dans des coupes de rétine 

ex vivo (Newman, 2001; Uckermann et al., 2002). Bien que nécessitant de nombreuses mises au 

point expérimentales, une telle approche permettrait de vérifier et d’affiner nos résultats obtenus 

sur la GJIC in vitro, tout en leur apportant une plus-value conséquente d’une étude sur le tissu 

rétinien complet. 

Rôle des plasmalogènes dans la physiologie rétinienne in vivo 

Dans la deuxième partie de cette thèse, nous nous sommes intéressés au rôle des plasmalogènes 

dans le développement vasculaire rétinien de la souris et ses altérations pathologiques. Nous avons 

ainsi pu caractériser l’implication de nombreux acteurs moléculaires à travers les différents points de 

temps étudiés (J7, J14, J21), concernant notamment l’activation des cellules gliales, le remodelage de 

la matrice extracellulaire, l’expression de facteurs angiogéniques et inflammatoires (chapitre 3). Si les 

résultats montrent bien des altérations dans l’expression de nombreux gènes, ces altérations 

semblent parfois modérées, et ne sont peut-être pas comparables aux altérations observées dans 

d’autres modèles de rétinopathies comme les modèles de rétinopathie induite par l’oxygène (OIR) ou 

de rétinopathie diabétique. De plus, il pourrait être intéressant d’étendre ces travaux en ajoutant 

d’autres gènes associés aux rétinopathies, comme les gènes codant pour le PDGF, COX2, IL-8, IL-12, 

MCP1, MPO ou ANGPTL4 pour ne citer qu’eux (Sennlaub et al., 2003; Davies et al., 2006; Ishikawa et 

al., 2010; Couturier et al., 2021). Parallèlement à ces expérimentations, il sera nécessaire d’étudier 

l’expression protéique de ces différents acteurs, afin de prendre en compte d’éventuelles altérations 

post-traductionnelles. On pourrait éventuellement envisager d’y adjoindre des marquages 

immunohistochimiques afin de déterminer les types cellulaires impliqués. Par ailleurs, de 

nombreuses études ont également montré une altération de l’expression de la Cx43 et de la GJIC 

dans la physiopathologie des rétinopathies (Malone et al., 2007; Ly et al., 2011; Muto et al., 2014; 

Tien et al., 2016). Il serait ainsi pertinent d’évaluer l’expression des gènes et protéines de la GJIC chez 

la souris DAPAT-/-, notamment pour relier ces informations aux observations effectuées dans notre 

modèle in vitro (chapitre 2).  

Concernant la supplémentation nutritionnelle, nos données suggèrent une efficacité très modeste. 

Plusieurs phénomènes peuvent expliquer ces résultats : tout d’abord, les souriceaux DAPAT-/- sont 

particulièrement fragiles et décèdent fréquemment dans les premières semaines de vie (nos données 
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indiquent 7% de DAPAT-/- sur l’intégralité des reproductions effectuées, et celles de Rodemer (2003) 

indiquent un taux de survie de 40% des DAPAT-/-  au cours des 2 premières semaines de vie ). Si cela 

est en partie du aux nombreuses dysfonctions physiologiques, il faut également évoquer la 

« compétition » entre souriceaux pour l’allaitement maternel. Il est ainsi envisageable que les 

souriceaux DAPAT-/- ne soient pas suffisamment allaités, ne facilitant ni leur survie ni l’incorporation 

des AKG issus du lait maternel. Dans un deuxième temps, bien que plusieurs études aient montré 

l’intérêt d’une supplémentation maternelle en AKG (Das et al., 1992; Brites et al., 2011), il est 

possible que ces derniers ne traversent pas efficacement la barrière hémato-rétinienne, ce qui 

pourrait notamment expliquer pourquoi deux mois de supplémentation sont nécessaires avant de 

restaurer les niveaux tissulaires en plasmalogènes (Brites et al., 2011).  

Bien qu’apportant certaines informations pertinentes, cette étude ne permet malheureusement pas 

de répondre à l’intégralité de la problématique en l’état, et nécessiterait d’être étendue. Parmi les 

approches supplémentaires, on pourrait envisager une supplémentation nutritionnelle en AGPIs, 

comme le DHA, ce qui permettrait de montrer que les anomalies induites par la déficience en 

plasmalogènes sont notamment dues à la moindre biodisponibilité des AGPIs.  

• Implication du système endocannabinoïde 

Parmi les métabolismes régulés par les AGPIs figure notamment celui du système endocannabinoïde 

(sEC). Grâce à nos travaux présentés dans l’article 4 (chapitre 3), nous évoquons pour la première fois 

la possibilité d’un lien entre plasmalogènes et sEC. La déficience en plasmalogènes est en effet 

associée à diverses altération de l’expression des gènes régulant le sEC in vivo. Ces données seront 

complétées par des western-blots afin de déterminer si ces altérations se retrouvent également à 

l’échelle protéique. Parallèlement, il est prévu de quantifier en chromatographie liquide couplée à la 

spectrométrie de masse en tandem (LC-MS/MS) les différents endocannabinoïdes dans les rétines de 

nos souris, ce qui nous permettra de faire le lien avec les différents acteurs identifiés et de dresser le 

tableau complet du sEC chez la souris DAPAT-/-. Notre étude est toutefois uniquement basée sur les 

endocannabinoïdes dérivés de l’AA. S’ils représentent les acteurs majoritaires, des études montrent 

que les endocannabinoïdes dérivés des AGPIs oméga-3 comme le DHA exercent également diverses 

fonctions physiologiques (Bosch-Bouju and Laye, 2016). Il pourra ainsi être envisagé dans un 

deuxième temps d’inclure ces espèces moléculaires dans l’objectif de réaliser une étude plus 

complète. Par la suite, il pourra être intéressant de réaliser une étude similaire chez un modèle de 

rétinopathie induite par l’oxygène, afin de vérifier l’implication du sEC dans la survenue et la sévérité 

des anomalies associées à ce modèle. Ceci permettra notamment de conforter l’idée d’une 
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potentielle implication du sEC dans la ROP. En ce sens, il semblerait pertinent de pouvoir quantifier 

les endocannabinoïdes chez les prématurés développant la ROP afin d’identifier d’éventuelles 

associations qui pourraient alors servir de biomarqueur pronostic quant à l’apparition de la 

pathologie, ce qui fait actuellement défaut. Ceci pourra notamment être envisagé dans la suite des 

travaux de l’étude OmegaROP. 

Rôle des plasmalogènes et des AGPIs dans la ROP – l’étude OmegaROP 

Dans cette dernière étude, nous avons pu confirmer nos précédents résultats montre une altération 

du profil en AGPIs des érythrocytes chez les prématurés développant une ROP (Pallot et al., 2019). 

Chez les prématurés ne développant pas la ROP, on observe une corrélation négative entre le ratio 

AA/DHA et l’âge gestationnel, tandis qu’on observe une corrélation positive chez les prématurés 

développant la ROP. Ces anomalies pourraient notamment être en lien avec des altérations du 

transfert materno-fœtal en AGPIs (Pallot et al., 2019). La nouveauté de cette étude réside dans 

l’identification de l’origine phospholipidique de ces altérations. Nos résultats montrent en effet que 

les PC et les PE estérifiés avec un oméga-6 sont négativement corrélés avec l’âge gestationnel de 

manière significative, et surtout identifient plusieurs espèces de PC et de PE estérifiés avec un AA en 

tant que contributeurs principaux de cette association (PC 16:0/20:4 et PE 18:1/20:4). A l’inverse, on 

observe une corrélation négative entre l’âge gestationnel et les PE estérifiés avec un oméga-3 les 

prématurés développant la ROP, à laquelle s’ajoute une corrélation positive entre l’âge gestationnel 

et le ratio entre plasmalogènes à éthanolamine (pPE) estérifiés avec un oméga-6 et PlsPE estérifiés 

avec un oméga-3 (pPE n-6/PlsPE n-3) (p = 0.029), y compris du ratio pPE-AA/PlsPE-DHA (p = 0.011). 

Considérant les propriétés respectivement pro-inflammatoires de l’AA et anti-inflammatoires du 

DHA, ces données confirment l’hypothèse d’un profil inflammatoire généralisé chez les prématurés 

développant la ROP, caractérisé par un profil polypathologique (Kelly, 2006; Pravia and Benny, 2020). 

Plusieurs questions subsistent néanmoins : l’altération du profil phospholipidique est-elle causale ou 

consécutive d’autres altérations ? Quels mécanismes sous-tendent ces altérations ? Par ailleurs, 

plusieurs études suggèrent que le profil érythrocytaire pourrait être un bon indicateur de la 

composition phospholipidique rétinienne (Carlson et al., 1986; Makrides et al., 1994; Sarkadi-Nagy et 

al., 2004), ce qui tendrait à conforter l’idée d’un profil pro-inflammatoire rétinien favorable à la 

pathogenèse de la ROP. Il serait ainsi intéressant de valider ces données sur de plus vastes 

populations de prématurés afin de proposer aux praticiens un paramètre pronostic facilement 

mesurable. Le profil phospholipidique pourrait alors s’ajouter à l’éventail des marqueurs déjà 

associées au développement de la ROP, comme l’IGF-1 (Hellstrom et al., 2003; Hellgren et al., 2018). 

Enfin, compte tenu de la suggestion d’anomalies du transfert materno-fœtal en AGPIs, les études 
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futures pourraient également révéler de nouveaux indicateurs et mécanismes gestationnels 

intervenant dans la pathogenèse de la ROP, ou au moins de facteurs de risques associés. Ces travaux 

sont prévus dans l’étude OmegaROP 2, qui en est actuellement en cours de démarrage. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 47 : Schéma général - rôle des plasmalogènes dans la physiologie des cellules gliales 

rétiniennes et implications pour le développement vasculaire rétinien. 
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En conclusion, les travaux menés au cours de cette thèse nous ont permis d’avancer dans la 

compréhension du rôle des plasmalogènes dans la physiologie des cellules de Müller en lien avec la 

régulation du développement vasculaire rétinien. Plus précisément, nous avons pu mettre en 

évidence un rôle des plasmalogènes dans certaines fonctions physiologiques clés des cellules de 

Müller comme la migration cellulaire et la GJIC, notamment via la régulation de la Cx43 et de la GFAP 

(Figure 47). Les études in vivo nous ont permis dans un deuxième temps de caractériser les acteurs 

moléculaires intervenant dans les anomalies du développement vasculaire rétinien de la souris 

DAPAT-/-, tout en apportant des pistes novatrices comme celle de l’implication potentielle du sEC. 

Enfin, l’analyse de la composition phospholipidique des globules rouges de prématurés nous a 

confirmé l’existence d’altérations du profil phospholipidique chez les prématurés développant la 

ROP. Ces altérations sont caractérisées par une augmentation des ratios AGPIs oméga-6/oméga-3 et 

impliquant notamment les plasmalogènes du groupe des phospholipides à éthanolamine (pPE), 

confirmant ainsi les données préalablement recueillies et les hypothèses initialement formulées. La 

poursuite de ces travaux permettra d’en identifier les acteurs et mécanismes sous-jacents, ce qui 

pourra mener à la découverte de nouveaux marqueurs, voir à de nouvelles approches 

thérapeutiques des rétinopathies à composante vasculaire comme la ROP. 
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Résumé - Abstract 
Résumé : 

La rétinopathie du prématuré (ROP) est une rétinopathie à composante vasculaire, et représente la 
première cause de cécité infantile. Elle est principalement associée à l’hyperoxygénation 
thérapeutique du nouveau-né, mais la persistance de la pathologie malgré l’évolution de sa prise en 
charge suggère l’existence d’autres mécanismes. Les acides gras polyinsaturés (AGPIs) oméga-6 et 
oméga-3 sont connus pour réguler les mécanismes de l’angiogenèse, et leur origine phospholipidique 
semble être un facteur de première importance. Dans la membrane cellulaire, les AGPIs sont en effet 
majoritairement estérifiés sur des plasmalogènes, un sous groupe de phospholipides appartenant 
aux éther-lipides. De manière intéressante, les modèles animaux de déficience en plasmalogènes 
(DAPAT-/-) présentent certaines anomalies semblables à celles observées au cours de la ROP. Au sein 
de la rétine, le métabolisme des plasmalogènes repose essentiellement sur les cellules de Müller, les 
cellules gliales rétiniennes majoritaires. A travers cette thèse, nous montrons dans un premier temps 
que les plasmalogènes régulent in vitro des fonctions essentielles des cellules de Müller comme la 
migration et la communication intercellulaire par jonction gap (GJIC), notamment par l’expression de 
la GFAP et de la Cx43. Dans un deuxième temps, nous caractérisons les anomalies moléculaires 
associées à la déficience en plasmalogènes in vivo (DAPAT-/-), notamment à travers l’expression de 
gènes régulant l’activation des cellules gliales, l’angiogenèse, le remodelage de la matrice 
extracellulaire, l’inflammation, et pour la première fois le système endocannabinoïde. La 
supplémentation maternelle en précurseurs de plasmalogènes (alkylglycérols) semble présenter un 
intérêt modéré dans l’atténuation de ces anomalies. Enfin, les données obtenues chez l’Homme 
montrent une altération du profil érythrocytaire en AGPIs chez les prématurés développant la ROP, 
en identifiant notamment certains plasmalogènes comme contributeurs de ces anomalies. 

Mots clés : Plasmalogènes, Cellules gliales, Développement vasculaire, Rétine, Rétinopathie du 
prématuré, Nutrition. 

Abstract: 

Retinopathy of prematurity (ROP) is the leading cause of childhood blindness and has been 
associated with therapeutic exposure to oxygen as a major risk factor. However, despite 
improvements in clinical care of newborns, its remaining prevalence suggests that other mechanisms 
could be involved. Polyunsaturated fatty acids (PUFAs) regulate several key features of human 
physiology, including angiogenesis. In retinal cell membranes, PUFAs are mainly esterified to the 
ether-lipids plasmalogens, which are regarded as PUFAs reservoirs. Interestingly, plasmalogen 
deficiency has been associated with several eye defects, such as vascular development abnormalities 
resembling to those observed in ROP. In the retina, plasmalogen metabolism mainly relies on Müller 
cells, the major retinal glial cells. In a first series of experiments, we show that plasmalogens are 
involved in the regulation of key features of Müller cells physiology such as cell migration or gap 
junction intercellular communication (GJIC) in vitro through the expression of GFAP and Cx43. In a 
second series of experiments, we characterized the in vivo molecular abnormalities associated with 
plasmalogen-deficiency (DAPAT-/- mice), revealing the implication of several genes involved in gliosis, 
angiogenesis, inflammation, extracellular matrice remodeling, as well as in the endocannabinoid 
system. Dietary supplementation with plasmalogen-precursors (alkylglycerols) was associated with a 
moderate prevention of the abnormalities aforementioned. Finally, we show in preterm newborns 
that ROP is associated with alterations in red blood cells PUFAs levels, and that plasmalogens 
contribute to these changes. 

Keywords: Plasmalogens, Glial cells, Vascular development, Retina, Retinopathy of prematurity, Diet. 


