
 

 

UNIVERSITE LILLE NORD DE FRANCE 

UNIVERSITE LILLE 1 

 

 

ECOLE DOCTORALE BIOLOGIE-SANTE 

Biologie des organismes 

 

 

THESE 
 

 

Pour obtenir le grade de : 

 

 

DOCTEUR DE L’UNIVERSITE LILLE 1 

EN SCIENCES DE LA VIE ET DE LA SANTE 
 

 

Présentée et soutenue publiquement 

 

Par 

 

Muriel TAHTOUH 
 

Le 6 septembre 2010 

 

 

 

Rôle des facteurs du complément dans l’immunité innée 

du système nerveux de la sangsue : HmC1q, un facteur chimiotactique 

contribuant à l’activation microgliale. 
 

 

 

JURY 

 

Rapporteurs :  Jean–Yves CESBRON,  Professeur. 

Christine COUSTAU, Chargée de Recherche CNRS. 

Examinateurs : Mohamed, R. DAHA, Professeur. 

Lionel PRIN, Professeur. 

Christophe LEFEBVRE, Maître de Conférences (Co-encadrant de Thèse). 

Joël PESTEL, Directeur de recherche CNRS (Directeur de Thèse). 

 





Remerciements 
 

 

Les travaux présentés dans ce mémoire ont été conduits au Laboratoire de 

Neuroimmunologie  et Neurochimie Evolutives (FRE CNRS 3249) de l’Université de 

LILLE1. 

 

C’est avec un grand plaisir que j’adresse mes remerciements à tous ceux qui ont 

contribué à la réalisation de ce travail de Doctorat. 

 

Tout d’abord, je tiens à exprimer ma profonde gratitude à Monsieur le Professeur  

Michel SALZET qui m’a accueillie et permis de réaliser ce travail dans son Unité. Pour 

m’avoir accordée sa confiance, pour ses conseils et ses encouragements, je le remercie 

chaleureusement et je suis très honorée qu’il ait accepté de participer à ma soutenance de 

Thèse en tant que membre invité.  

 

Je ne saurais trop remercier  Monsieur le Directeur de Recherche Joël PESTEL et 

Monsieur le Docteur Christophe LEFEBVRE, pour m’avoir encadrée, guidée et encouragée  

depuis mon arrivée au laboratoire, et qui me font le plaisir de juger ce mémoire. Pour leurs 

qualités scientifiques, leur attention soutenue portée à ce travail, leur confiance, leur patience 

et leur soutien, je leurs exprime ma très sincère reconnaissance. 

 

Je tiens aussi à remercier les Docteurs Françoise CROQ,  Jacopo VIZIOLI et Pierre-

Eric SAUTIERE, pour leur précieuse aide scientifique et leur disponibilité. 

 

Je remercie également Madame Christine COUSTAU chargée de Recherches au 

CNRS, Messieurs Les Professeurs Jean-Yves CESBRON et Lionel PRIN, qui m’ont fait 

l’honneur d’accepter de faire partie du Jury de Thèse, en dépit de leurs nombreuses 

obligations, et de bien vouloir examiner ce manuscrit et d’en faire la critique. Veuillez 

accepter ma profonde gratitude. 

 

I also thank Professor Mohamed DAHA, who did me the honor to accept to be part of 

the Jury Thesis, despite his many obligations, and to kindly consider and criticize this 

manuscript. Please accept my deepest gratitude. 

 



Je tiens également à remercier Annie DESMONS, Céline WICHLACZ, et Nathalie 

ZIENTAL-GELIUS, pour leur assistance technique, leur aide précieuse, leur savoir-faire et 

leur gentillesse, mais également Brigitte MACQUART notre gestionnaire et Lucie 

MYLONDO, qui lui a succédé. Je remercie plus particulièrement Christelle VAN CAMP. 

Grâce à elle, je garderai de mon long passage en France, un agréable souvenir. Je tiens à la 

remercier pour la sympathie et la confiance qu'elle m'a témoignée.  

 

Je souhaite associer à ces remerciements, l’ensemble des Professeurs, Enseignants 

Chercheurs et Chargé de Recherches du Laboratoire : le Professeur Isabelle FOURNIER, les 

Docteurs Aurélie TASIEMSKI, Virginie CUVILLIER, Frank RODET, Emmanuel ROGER,  

Maxence WISZTORSKY et Madame Dominique CROIX, pour leur aide et conseils. 

 

Merci également à toutes les personnes extérieures qui ont contribué de près ou de loin 

à la réalisation de ce travail, le Docteur Patricia NAGNAN-LE MEILLOUR  pour sa 

précieuse collaboration, le Directeur de Recherches Christian SLOMIANNY, Gilles 

COURTAND et Loïc BRUNET,  le Docteur Christophe TASTET et Dave TRINEL. 

 

Je ne saurais oublier mes collègues étudiants avec lesquels j’ai eu des discussions 

animées, et qui ont sans conteste enrichi ce mémoire, merci à tous. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 A mes Parents 

Je ne dirai jamais assez … 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A mon Robin…tu étais 

toujours là… 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A mes amis, à mes profs et 

à toute ma famille ! 

Un grand merci pour votre 

soutien 



Abréviations 
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- LPS  :  Lipopolysaccharide 

- MBL  :  Mannose Binding Lectin 

- MASP :  MBL- Associated Serine Protease 

- DAF  :  Decay Accelerating Factor 

- CRD  :  Carbohydrate- Recognizing Domain 

- CRTP :  C1q TNF Related Protein 

- TEP  :  Thioester containing protein 

- MACP :  Membrane Attack Complex/ Perforin 

- SNP  :  Système Nerveux Périphérique 

- BHE   :   Barrière Hémato-Encéphalique 

- CVOs :  Organes Circumventriculaires 

- EAE  :  Encéphalomyélite Auto-immune Expérimentale 

- THD   :  TNF Homology Domain 

- CRDs :  Cysteine- Rich Domains 

- Cbln  :  Cerebellin 

- CMH I ou II :  Complexe Majeur d’Histocompatibilité de classe I ou II 

- TCR  :  T Cell Receptor 

- Hm  :  Hirudo medicinalis 

- EST  :  Expressed Sequence Tags 

- NO  :  Monoxyde d’azote 

- iNOS  :  NO-Synthase induite 

- nNOS :  NO-Synthase neuronale 
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Mon travail de thèse a porté sur l’étude du rôle des facteurs du complément dans le 

Système Nerveux Central (SNC) de la sangsue médicinale. Cet invertébré présente la 

particularité de pouvoir réparer efficacement son SNC après lésion. La mobilisation des 

cellules microgliales et leur recrutement sur le site lésé sont essentiels à ce processus de 

réparation. Au cours de l’identification des molécules chimiotactiques impliquées, il nous 

a été possible de caractériser et de préciser l’activité fonctionnelle d’un facteur 

homologue au C1q.  

 

 Au début de ce manuscrit, un bilan actuel des connaissances du système du 

complément et de ses principales fonctions au sein du Système Nerveux Central (SNC) 

des vertébrés et des invertébrés est réalisé. De plus dans cette introduction, les données 

actuelles concernant les cellules microgliales et leur implication dans la réponse neuro-

inflammatoire seront présentées.  

 

A la suite de cette introduction, les résultats acquis durant la thèse seront rapportés 

par ordre de réalisation sous forme de publications, acceptées ou en cours de soumission. 

Pour chaque publication, un résumé du contexte expérimental précédera la publication 

elle-même et sera suivi par une discussion abordant  les champs d’investigations ouverts 

par  cette approche expérimentale.  

 

Finalement une discussion finale et critique de l’ensemble des résultats acquis sera 

accompagnée de la présentation de perspectives qui devraient affiner les interprétations 

des résultats obtenus au cours de cette thèse.  
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I. Système du complément chez les vertébrés et les invertébrés 

 

I.1. Le complément chez les vertébrés 

 

I.1.a. Caractéristiques des trois voies d’activation du complément 

 

Le système du complément correspond à un groupe de 35 protéines présentes au 

niveau plasmatique. Ces protéines sont circulantes ou membranaires et principalement 

sécrétées par le foie [Gasque et al., 2000]. Leur rôle, comme initialement reconnu, est en 

particulier de compléter l'action des anticorps. Les différentes protéines du complément 

se présentent sous la forme de pro-enzymes inactives qui peuvent être activées en cascade 

par clivage enzymatique. Le clivage libère une fraction ayant une activité protéasique, et 

un petit fragment qui possède souvent une activité sur les cellules inflammatoires. 

L’activation en cascade de ces différents composés est à l’origine de mécanismes essentiels à 

la réaction immunitaire : (1) la cytolyse d'une cellule ou d'un agent pathogène, (2) 

l'activation de la réponse cellulaire par les petits fragments de clivage proinflammatoires, 

(3) l'opsonisation de certains agents pathogènes permettant ainsi leur phagocytose, et (4) 

le métabolisme des complexes immuns circulants grâce aux récepteurs des fragments du 

complément. On distingue 3 voies biochimiques d’activation illustrées dans la figure 1: 

classique, alterne et voie des lectines. Les différentes voies activant le complément 

aboutissent toutes à la formation d'une C3-convertase et d’une C5-convertase, points de 

départ de la voie effectrice commune qui aboutit à la destruction de la cible après 

formation d’un canal transmembranaire, permettant la lyse de la cellule. Les principales 

protéines du complément sont notées de C1 à C9 [Fujita, 2002; Fujita et al., 2004; 

Matsushita and Fujita, 1996]. Les protéines de C5 à C9 s'assemblent pour former le 

"complexe d'attaque membranaire" (CAM), responsable de la destruction des cellules 

pathogènes [Gasque et al., 2000; Jauneau et al., 2003; Ramaglia et al., 2008; Rus et al., 

2006].  

 

 

 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Prot%C3%A9ine


Introduction 

 4 

a) Voie Classique : 

Chez les vertébrés, la voie classique est activée par les complexes antigène-anticorps. 

Chez l’homme, seules les IgG1, IgG3, les IgM, et faiblement les IgG2 sont capables 

d'entraîner la cascade des évènements. La fixation de deux ou plusieurs anticorps 

d'isotype IgG ou d’anticorps d’isotype IgM pentamérique, à la surface d'un micro-

organisme, permet à leur région Fc de fixer le premier composant de la voie classique : 

C1. C1 est un gros complexe, composé de trois sous-composants : C1q, C1r et C1s. Le 

C1q est composé de 18 chaînes polypeptidiques dont chacune est composée d’une région 

N-terminale suivie d’un domaine collagénique et se terminant par une tête globulaire 

(gC1q) qui fixe l'anticorps. Ces têtes globulaires interagissent avec les fragments 

constants (Fc) des immunoglobulines ayant lié l'antigène [Kishore et al., 2004]. Quand le 

C1q lie le complexe antigène-anticorps, il active C1r, qui devient protéolytique, et clive 

C1s pour désamorcer la cascade de protéolyse. Le C1 activé clive alors le C4 puis le C4 

clive le C2, pour former un complexe C2bC4b encore appelé C3-convertase, classique, 

dans ce cas. Le C3b, qui est le plus grand fragment de la lyse de C3 par la C3-convertase, 

peut se lier de façon covalente à la surface d’une cellule porteuse de récepteurs 

spécifiques. Cette convertase forme le C4b2b3b ou C5-convertase. Ainsi une fois, fixée 

sur la membrane de façon covalente, elle peut cliver le facteur C5 en C5a et C5b. C5b 

reste faiblement lié à C3b et s'assemble rapidement à C6 et C7 pour former le complexe 

C567 qui va s'ancrer à la membrane via C7. Ce complexe lie ensuite C8, pour former le 

complexe C5678. La liaison du facteur C9, qui expose une région hydrophobe après 

changement de conformation, entraîne son insertion dans la membrane plasmique de la 

cellule. Il s'ensuit alors une réaction en chaîne où les C9 de nouvelle conformation vont 

lier des C9 de l'ancienne, entraînant le changement conformationnel qui leur permet de 

s'insérer dans la double couche lipidique. C'est ainsi que se forme un « pore » au travers 

de la membrane cellulaire, élément décisif pour la lyse cellulaire. Au cours de cette 

cascade d’activation sont libérés des produits à activité biologique considérée comme 

défavorable à l’organisme. Ainsi les fragments C3a et C5a, appelées anaphylatoxines, 

peuvent favoriser la libération d’histamine par les cellules immunitaires [Ali, 2010], mais 

aussi comme le C5a a montré une activité chimiotactique importante [Klos et al., 2009].  
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b) Voie Alterne : 

Il existe en permanence dans le plasma un clivage « de base » de C3 en C3b. C3b se fixe 

sur un site accepteur, ce qui induit l’activation de la voie alterne. En l'absence de ce site 

accepteur, le C3b devient du C3b soluble. Lors de l’activation de la voie alterne, le 

processus de clivage en C3b est amplifié par un support activateur représenté généralement 

par la surface cellulaire des bactéries à gram positif ou à gram négatif, ou celles de 

cellules infectées par un virus ou encore de levures et parasites. Les polysaccharides 

comme le zymosan ou l'inuline, les LPS (lipopolysaccharides) bactériens, diverses 

substances comme les fibres d'amiante, le gluten et l'hémoglobine, certains produits de 

contraste fortement iodés, et quelques cellules tumorales peuvent aussi avoir cette 

fonction. Le C3b fixé à une surface peut alors lier le facteur B, qui est clivé en présence 

d'ions Mg2+,  par le facteur D en Bb et Ba, formant la C3-convertase alterne, ou C3bBb. 

La properdine (ou facteur P), elle-même activée par des polysaccharides bactériens 

permet la stabilisation du complexe C3bBb. La C3-convertase alterne clive des molécules 

de C3 pour former un complexe C3bBbC3b, ou C5-convertase alterne. Cette dernière va 

à son tour cliver le C5 qui pourra agir comme dans la séquence finale de la voie classique 

pour permettre la formation du MAC [Ferreira et al., 2010; Francis et al., 2003]. 

 

c) Voie des lectines: 

Cette voie fait intervenir certains carbohydrates (glucides) microbiens dans l’initiation de 

la cascade d’activation. En effet, la voie des lectines est activée par la fixation de la 

protéine globulaire, la Mannose Binding Protein (MBL) de la famille des collectines au 

niveau de résidus mannose ou N-acétylglucosamine (GlcNac) présents à la surface de 

l’agent infectieux. Sa fixation sur ces résidus active 2 sérine-protéases, MASP (MBL-

Associated Serine Protease) 1 et MASP2 ou MASP3 qui clivent et activent C4 et C2, 

rejoignant ainsi la voie classique. La MBL possède une structure tridimensionnelle 

semblable à C1q ; elle est composée de 6 sous-unités formées chacune par l'enroulement 

de 3 chaînes protéiques dont chacune est formée d’une partie N-terminale (21 acides 

aminés) suivie d’une région collagénique (59 acides aminés) caractérisée par des 

répétitions G-X-Y se terminant par une extrémité globulaire CRD (Carbohydrate- 

Recognizing Domain) en C-terminal [Bohlson et al., 2007; Jensenius et al., 2009]. Mais 
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la MBL, appartient à une autre famille que C1q, celle des collectines (collagène + lectine). 

Les extrémités globulaires de la MBL sont en effet douées de fonction « lectine », c'est-à-

dire capables de se lier à des groupes sucrés. C’est la principale différence avec le C1q dont 

la partie globulaire n’interagit pas avec les sucres. Malgré la ressemblance structurale, 

chacune des molécules C1q et MBL appartient à une famille distincte et active apparemment 

deux voies différentes du complément. La structure détaillée de ces deux molécules est 

illustrée dans la figure 2.  

 

I.1.b. Régulation des trois voies d’activation du complément 

 

1- Régulation de la voie classique: 

- L’activation de la voie classique est soumise à différents mécanismes régulateurs 

faisant appel à différentes molécules : 

C1-INH : inhibiteur du C1, il inhibe l’activité de C1r et C1s en formant un 

complexe avec ces enzymes et en les dissociant de C1q. 

C4bp : (C4 binding protein) se lie à C4b, et interfère avec la formation de la C3C5 

convertase et permet au facteur I (inactivateur de C3b) d’inactiver C4b en le 

clivant en C4c et C4d. 

C1q-INH : inhibiteur de C1q, il inhibe l’activation de la voie classique par 

interaction avec le C1q. 

Protéines de surfaces : elles sont présentes à la surface de la plupart des cellules et 

contrôlent la formation de la C3 convertase : 

O DAF (decay accelerating factor) : cette protéine membranaire est présente sur 

toutes les cellules sanguines, endothéliales et épithéliales et assure la dissociation 

des C3 convertases de manière très efficace. 

O La protéine cofacteur de membrane (MCP) (membrane cofactor protein CD46) : 

Elle est présente sur les membranes des cellules autres que les hématies, et en 

fixant C3b et C4b favorise leur inactivation. C’est aussi un cofacteur de I dont le 

rôle s’ajoute à celui de DAF. 

O Le CR1(CD35) : Ce récepteur de type I lie les fragments C3b et C4b. En plus de sa 

fonction de récepteur, il est capable de dissocier les convertases et joue le rôle de 
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cofacteur de I pour le clivage de C3b et C4b. Il est exprimé à la surface des 

globules rouges (GR), des monocytes, des polynucléaires neutrophiles (PNNs), 

des éosinophiles, des cellules NK, des lymphocytes B et T et des podocytes 

glomérulaires. 

 

2- Régulation de la voie alterne : 

La boucle d’amplification de C3b est contrôlée par 2 protéines : H et I. Le facteur 

H se lie à C3b de façon compétitive avec B, ce qui entraîne une dissociation 

accélérée de la C3 convertase alterne C3Bb qui perd son activité. La liaison avec  

C3b permet au facteur I de cliver C3b en C3bi, molécule incapable de se lier au 

facteur B pour former la C3 convertase alterne. Donc le facteur H est un cofacteur 

du facteur I. 

On trouve aussi les protéines membranaires DAF et CR1 qui contrôlent la C3 

convertase alterne (C3bBb). 

Le facteur néphrétique C3 NEF est un auto-anticorps dirigé contre la C3 

convertase, il stabilise ce complexe et le rend résistant à l’action du facteur H.  

 

3- Régulation du CAM : 

Le site de liaison à la membrane dans C5b67 est labile. Si le complexe ne 

rencontre pas une membrane dans la fraction de seconde après qu’il se soit détaché de 

la convertase, le site est inactivé par hydrolyse ou à cause de la liaison à un des 

régulateurs du complexe d’attaque membranaire. La protéine S (ou vitronectine), la 

clusterine qui sont toutes les deux des protéines plasmatiques, ou le CD59, qui est une 

protéine membranaire, peuvent réguler l’activité des protéines du complément. C8 

peut aussi jouer le rôle de régulateur de la formation du CAM. En effet, si C8 se lie à 

C5b-7 en phase liquide, il bloque le site de fixation a la membrane et prévient ainsi la 

formation du CAM [Zipfel and Skerka, 2009]. 

 

L’ensemble des actions régulatrices est indiqué de manière schématique à la 

figure 1 qui montre les connexions possibles entre les trois voies du système du 

complément.  
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C1INH 
C1qINH 

(-) 

(-) 

C4Bp 

C4
b 

f H 

f I 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1: Activation et régulation du système du complément (modifiée d’après [Francis 

et al., 2003; Gasque et al., 2000]). Le système du complément est activé par 3 voies 

principales: (1) La voie classique activée par les complexes immuns. (2) La voie alterne 

non-dépendante des complexes immuns, fait intervenir le fB pour la construction de la C3 

convertase (3) la voie des lectines activée par les résidus de sucres présents à la surface de 

l’agent pathogène. L’activation des 3 voies du complément aboutit à la formation du CAM : 

C5b-9. Ce système est régulé par des protéines comme  C1-INH, C4bp, fI, fH, DAF, CR1, 

MCP, HRF (CD59), la protéine S et la clusterine. Certains inhibiteurs sont solubles (Gras, 

italique) et d’autres sont associés à la membrane (Gras, encadré).  
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Partie 

collagène 
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A 
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Figure 2: Structures comparées du C1q et de MBL. (A) Structure de la molécule C1q 

(d’après [Kishore et al., 2004]). Elle est composée de 6 sous-unités dont chacune est 

formée de 3 chaînes polypeptidiques (A, B et C). A droite, on a la représentation de 

chacune de ces chaînes constituées d’une partie N- terminale suivie du domaine collagène 

et se terminant par la tête globulaire gC1q. (B) Structure de la molécule MBL (d’après 

[Jensenius et al., 2009]). Elle est composée de 6 sous-unités dont chacune est formée de 3 

chaînes polypeptidiques identiques. A droite, on a la représentation de cette chaîne 

constituée d’une partie N- terminale suivie du domaine collagène et se terminant par la 

tête globulaire CRD servant de liaison aux sucres. 
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I.2. Le complément chez les invertébrés 

 

Les invertébrés ne présentent pas de réponse immunitaire acquise faisant intervenir 

sélection et multiplication clonale de cellules spécialisées et production d’anticorps, mais 

ils sont néanmoins capables de reconnaître et d’éliminer efficacement et rapidement tout 

type de corps étranger faisant intrusion dans leur milieu interne. Le système du 

complément, une composante essentielle de la réponse immunitaire chez les vertébrés, a 

été aussi recherché chez les invertébrés dans divers embranchements. Plusieurs molécules 

apparentées aux protéines du complément ont été donc caractérisées chez des modèles 

invertébrés. La figure 3 représente les principaux groupes de métazoaires incluant les 

vertébrés et d’autres membres regroupés sous le terme invertébrés. 

 

Le dogme de l’absence de spécificité de l’immunité innée chez les invertébrés, est 

récemment remis en question par une série de résultats originaux [Schulenburg et al., 

2007]. En effet, le copépode Macrocyclops albidus amplifie sa réponse immunitaire 

contre une souche du parasite Schistocephalus solidus après avoir été préalablement 

infecté par cette même souche [Kurtz and Franz, 2003]. De même, chez le cladocère 

Daphnia magna exposé à diverses souches de parasites, une résistance plus forte a été 

détectée contre la souche Pasteuria ramosa comparativement à l’autre souche utilisée 

[Little et al., 2003]. Ces résultats mettent ainsi en relief l’existence d’une possible 

spécificité de la réponse immunitaire chez les invertébrés, cependant les mécanismes qui 

en sont responsables sont encore en cours d’étude [Schulenburg et al., 2007]. Les facteurs 

du complément pourraient contribuer à la mise en place de cette sélectivité dans la qualité 

et le niveau de réponse induite. 

 

I. 2. a. Mise en évidence de molécules apparentées au C1q : 

 

C1q est connue pour être la composante essentielle de la voie classique du 

complément chez les vertébrés. Des séquences apparentées à cette molécule ont été 

répertoriées chez des modèles invertébrés. En effet, des séquences homologues à C1q ont 

été mises en évidence dans le génome de l’oursin [Hibino et al., 2006]. Cependant, basé 
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sur la structure primaire du domaine C1q il est difficile d’étudier l’implication de ces 

molécules dans la voie classique du complément.  

 

Des études récentes du génome de l’amphioxus Branchiostoma floridae ont 

également mis en évidence 75 séquences apparentées au C1q. Une molécule 

complètement caractérisée, nommée AmphiC1q1 présente des homologies avec la 

CTRP1 appartenant aussi à la famille C1q. AmphiC1q1 est capable de se lier au LPS des 

bactéries à Gram négatif et possède également une activité spécifique au C1q. En effet, 

AmphiC1q1 peut induire une activation et une agrégation plaquettaire comme celle 

observée avec C1q et CTRP1. Cette molécule est ainsi capable de reconnaître les 

structures bactériennes et d’induire une agrégation cellulaire [Huang et al., 2008; Yu et 

al., 2008].  

 

Chez les mollusques on retrouve aussi des molécules apparentées aux protéines du 

complément. En effet, chez la moule, une protéine MgC1q a été caractérisée dans les 

banques d’ADNc constituées à partir des transcrits de la moule Mytilus galloprovincialis 

après stimulation avec des bactéries du genre Vibrio ou l’immunostimulant poly I:C. 

Cette protéine a été détectée tout au long de son ontogénèse et est modulée par les 

bactéries à Gram positif et à Gram négatif et présente une homologie élevée avec une 

lectine liant l’acide sialique. Ces données suggèrent donc que, chez les invertébrés, le 

C1q pourrait plus faire partie d’une voie d’activation similaire à celle des lectines qu’à la 

voie classique qui repose sur la présence des complexes immuns anticorps-antigène. Chez 

les vertébrés, des études sont en cours pour tester la validité de cette hypothèse [Gestal et 

al., 2010]. 

 

Plusieurs molécules apparentées à la MBL ont été aussi mises en évidence chez les 

invertébrés. Chez l’urocordé Ciona intestinalis, qui a le plus petit génome (donc très 

pratique à manipuler), des molécules apparentées aux protéines de la voie lectinique des 

vertébrés ont été mises en évidence. En effet, une protéine CiMBL a été caractérisée au 

niveau de l’ADNc constituées à partir des transcrits totaux de Ciona suite à une 

stimulation avec du LPS. Sa séquence contient, comme celle de son homologue vertébré, 
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une partie N-terminale riche en cystéines suivie du domaine collagène caractérisé par les 

répétitions G-X-Y et se terminant par le domaine globulaire (CRD) ou encore appelé le 

domaine lectine-C. Ce dernier a été démontré capable de lier à la fois les résidus mannose 

et les résidus glucose. Ceci suggère que cette molécule, exprimée en réponse au LPS 

puisse activer une voie lectine-like. Son CRD capable de lier des sucres et la 

caractérisation des MASPs viennent conforter l’idée que l’activation de cette voie 

apparentée à la voie lectine des vertébrés puisse démarrer avec la reconnaissance des 

résidus sucrés [Bonura et al., 2009].  

 

I. 2. b. Mise en évidence de molécules apparentées au C3: 

 

La molécule C3 constitue une molécule centrale du système du complément chez les 

vertébrés. Elle intervient dans les trois voies d’activation du complément. Cette protéine a 

été retrouvée aussi chez les invertébrés.  

 

Dans le génome de Ciona intestinalis on retrouve 2 séquences apparentées à C3, 

notées C3-1 et C3-2. L’analyse structurale de  C3-1 laisse supposer une fonction 

identique au C3 des vertébrés comparativement à C3-2 dont la structure s’éloigne des 

fonctions de C3 connues.  La présence du facteur B- like chez Ciona, qui représente chez 

les vertébrés la molécule catalytique de la C3 convertase alterne, suggère l’existence chez 

Ciona intestinalis d’une voie apparentée à la voie alterne du système du complément.  

 

Dans le génome de l’amphioxus Branchiostoma floridae des molécules homologues à 

C3 et à Bf ont été mises en évidence. Il est intéressant de noter que ces dernières ont été 

aussi détectées au sein du cytosol des œufs fécondées et ont montré une activité 

bactériostatique sur les bactéries à Gram négatif Vibrio anguillarum et à Gram positif 

Staphylococcus aureus [Holland et al., 2008; Liang et al., 2009].  

 

Des molécules apparentées à C3 et au facteur B ont été aussi retrouvées chez les 

mollusques, comme la palourde Ruditapes decussatus [Prado-Alvarez et al., 2009] et le 

calmar Euprymna scolopes [Castillo et al., 2009]. 
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La recherche de telles protéines a été également entreprise chez les ecdyzozoaires, 

notamment chez les arthropodes. Des études ont été effectuées sur deux espèces 

différentes de limule. La première, Carcinoscorpius rotundicauda (Cr) où on a identifié 

la protéine CrC3 pouvant se lier à Staphylococcus aureus et à d’autres bactéries et la 

molécule apparentée au facteur B, le CrBf [Zhu et al., 2005]. La deuxième étant 

Tachypleus tridentatus qui possède aussi un homologue à C3, la TtC3. Le facteur C agit 

chez cette espèce comme une C3 convertase dépendante du LPS. En effet, en réponse à la 

stimulation par le lipopolysaccharide (LPS) des bactéries à gram négatif, le facteur C 

contenu dans les  hémocytes, enclenche une coagulation de l’hémolymphe et active la 

conversion de TtC3 en TtC3b [Ariki et al., 2008; Conrad et al., 2006]. 

 

De plus, des molécules C3-like ont été mises en évidence chez des cnidaires comme 

l’anémone de mer Nematostella vectensis [Kimura et al., 2009] et  le corail Swiftia 

exserta [Dishaw et al., 2005]. 

 

D’autres molécules présentent aussi des homologies avec les alpha2-macroglobulines 

et possèdent le motif thioester, caractéristique fonctionnelle de la molécule C3. En effet, 

des TEPs (ou thioester containing proteins) ont été identifiées chez la drosophile, 

Drosophila Melanogaster qui ne présente pas de cascade du complément, peut être à 

cause de sa durée de vie assez courte [Nonaka and Kimura, 2006].  Cependant, ces 

animaux ont trouvé un autre moyen de défense qui repose sur des peptides antimicrobiens 

(PAMs) et la phagocytose facilitée par des molécules thioester (TEPs) [Lazzaro, 2008]. 

Les TEP sont plus proches des alpha2-macroglobulines que des molécules C3, C4 et C5 

du complément, mais la présence de telles molécules chez des invertébrés suggère 

l’existence de voies homologues aux voies alternative et lectinique du complément 

[Lagueux et al., 2000; Levashina et al., 2001].  

 

I. 2. c.  Mise en évidence de molécules apparentées au CAM: 

 

Le complexe d’attaque membranaire est constitué par les composants terminaux du 

système du complément. Sa formation permet la lyse et l’élimination de l’élément 
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pathogène en question. Ces protéines partagent plusieurs domaines conservés et 

notamment le domaine MACP (Membrane Attack Complex/Perforin). Des molécules 

apparentées aux protéines du CAM ont été caractérisées chez les invertébrés. En effet, 

une séquence apparentée au C6 a été détectée dans le génome de Ciona intestinalis. La 

protéine correspondante contient le domaine MACP et se caractérise par une fonction de 

cytolyse [Azumi et al., 2003; Nonaka and Yoshizaki, 2004]. De même, chez l’amphioxus 

Branchiostoma belcheri une protéine AmphiC6 a été mise en évidence à partir d’une  

banque EST établie a partir de la notochorde de l’amphioxus. Cette protéine contient le 

domaine conservé MACP mais sa fonction reste encore à clarifier [Suzuki et al., 2002]. 

 

 

 

Prises dans leur ensemble, ces données montrent clairement la présence de protéines 

apparentées aux facteurs du complément chez les invertébrés. Ces molécules peuvent 

appartenir à des voies, alterne ou lectin-like. Leurs fonctions ont été très partiellement 

étudiées et certains cas d’effets d’opsonisation ont été détectés. Néanmoins, aucune 

démonstration de cascade complète d’activation n’a été effectuée. Les analyses 

fonctionnelles chez les invertébrés s’avèrent limitées, notamment chez les acœlomates. 

Cependant, toutes ces données plaident en faveur de l’existence de facteurs du 

complément au fil de l’évolution. L’ensemble des données obtenues dans les diverses 

espèces prises en compte dans la classification phylogénétique des métazoaires  (Figure 

3), conforte l’idée que le système du complément puisse avoir une origine bien plus 

ancienne que celle jusque maintenant prévue.  
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Figure 3: La classification phylogénétique des métazoaires basée sur les ARN ribosomaux 

et le gène HOX [Adoutte et al., 2000]). 
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II.   Complément et système nerveux central (SNC) 

 

Chez les vertébrés on distingue le Système Nerveux Central (SNC) constitué du 

cerveau, du tronc cérébral, du cervelet et de la moelle épinière, du système nerveux 

périphérique (SNP) constitué des nerfs sensitifs et moteurs issus de la moelle et du tronc 

cérébral. Les mécanismes menant à une atteinte du système nerveux et faisant intervenir 

les molécules du complément sont fort nombreux. Dans la mesure où le SNC représente 

un site immunoprivilégié, la suite des données présentées concernera préférentiellement 

le SNC.  

 

II. 1. La barrière hémato-encéphalique (BHE)  

 

La BHE est une barrière physique essentielle pour l’équilibre homéostatique du SNC 

et pour sa protection contre une éventuelle invasion bactérienne systémique. Elle isole 

ainsi le SNC du reste de l'organisme. En effet, le cerveau est un organe fragile et les 

neurones nécessitent un environnement extracellulaire stable pour assurer leurs fonctions. 

Le SNC est composé d'un nombre restreint de cellules, les neurones et les cellules gliales. 

Les corps cellulaires neuronaux sont regroupés dans une zone macroscopiquement 

distincte, la substance grise. Par opposition, la substance blanche comprend les axones. 

Les cellules gliales sont représentées par trois types cellulaires majeurs: les 

oligodendrocytes, les astrocytes et les cellules microgliales. 

 

Il existe donc des mécanismes de régulation contrôlant les échanges entre le sang, le 

liquide céphalo-rachidien et le tissu cérébral [Poirier, 1976] et la BHE joue un rôle 

essentiel dans ce contrôle. La BHE est constituée  par une assise de  cellules endothéliales 

maintenue par des jonctions serrées qui empêchent l'entrée des constituants sanguins 

solubles ou cellulaires à l'intérieur du SNC. L’endothélium de la BHE entoure la quasi-

totalité du SNC [Pachter et al., 2003] et s’interrompt cependant au niveau de certaines 

régions du cerveau comme les organes circumventriculaires (CVOs), les plexus choroïdes 

et les leptoméninges. Dans ces régions, l’endothélium vasculaire est fenestré, ce qui 

permet la diffusion de macromolécules et le passage de cellules immunitaires 
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Noyau 

périphériques. Cet endothélium est entouré de cellules épithéliales produisant le liquide 

céphalorachidien [Levine, 1987]. Il est à noter que les prolongements cytoplasmiques de 

cellules gliales du SNC et les astrocytes, sont associés aux cellules endothéliales et donc 

participent à la formation de la BHE. Les différents constituants de la BHE sont illustrés 

dans la figure 4. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4: Aperçu schématique de la barrière hémato-encéphalique. La barrière 

hémato-encéphalique est formée par une assise de cellules endothéliales des capillaires 

sanguins séparées par de jonctions serrées. Les prolongements astrocytaires associés aux 

cellules endothéliales participent à la formation de la barrière hémato-encéphalique. 
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II. 1. a. Invasion bactérienne du SNC :  

 

La BHE contribue au maintien de l'intégrité du SNC. Cependant, un grand nombre de 

pathogènes peuvent l’atteindre et s’y propager et y développer éventuellement une 

réponse inflammatoire de type neuro-immunologique. Pour parvenir au niveau du SNC 

les microorganismes empruntent 2 voies principales : 

 

1. La voie paracellulaire: 

Une infiltration du SNC par les micro-organismes s’amorce dans les  régions non 

protégées par la BHE et s’étend progressivement à l’ensemble du cerveau lors d’une 

infection systémique. La réponse immunitaire innée peut alors s’enclencher au niveau du 

SNC et entraîner une inflammation du parenchyme nerveux passant par une importante 

production de cytokines proinflammatoires (l’IL-6, le TNFα, l’IL-1α, l’IL-1β et l’IFNγ) 

[de Vries et al., 1996; Deli et al., 1995; Gloor et al., 1997; Huynh and Dorovini-Zis, 

1993]. Sous l’influence de ces facteurs, une ouverture des jonctions serrées peut survenir 

et la perméabilité de la BHE augmentant, le passage des éléments pathogènes sera alors 

favorisé [Banks et al., 1993]. 

 

2. La voie transcellulaire: 

Cependant, certaines bactéries pathogènes peuvent pénétrer le SNC en passant au travers 

de la BHE saine, suite à une transcytose des cellules endothéliales cérébrovasculaires 

[Stins et al., 2001]. Des bactéries, telles que Escherichia coli ou Streptococcus 

pneumoniae sont capables de passer de la circulation sanguine au SNC tout en respectant 

l’intégrité de la BHE [Ring et al., 1998; Stins et al., 2001]. Néanmoins, ce passage 

transcellulaire peut être limité, d’une part par l’activité des cathepsines qui détruisent les 

bactéries pathogènes au niveau des phagolysosomes et d’autre part, grâce à l’action des 

astrocytes et des cellules cérébrovasculaires qui empêchent l’infiltration des 

microorganismes [Bergman et al., 2005; Hao et al., 2001]. 
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II. 1. b. Infection virale du SNC :  

 

Les virus peuvent pénétrer dans le SNC par deux grandes voies principales (1) Par le 

sang en traversant la BHE ou (2) Par transport axonal rétrograde [Griffin, 1990]. L'entrée 

par la voie sanguine est la plus répandue. 

 

En ce qui concerne la première modalité de passage, les virus entrent dans le SNC en 

infectant directement les cellules endothéliales des capillaires sanguins du cerveau. Ainsi, 

après inoculation intrapéritonéale, le virus Semliki passe du sang au SNC par les cellules 

endothéliales des capillaires cérébraux [Soilu-Hanninen et al., 1994]. Pour d'autres virus, 

on note une infection des cellules épithéliales des plexus choroïdes, puis un passage dans 

le liquide céphalorachidien, comme par exemple le virus Visna [Brahic et al., 1981; 

Harris et al., 1981].  

 

Le second moyen d'entrée dans le SNC est le transport par voie axonale rétrograde 

depuis la périphérie, comme par exemple pour l’Herpes Simplex Virus (HSV) [Baringer, 

1975a; Baringer, 1975b] et le virus de la rage [Murphy, 1977]. Lors de l'infection 

naturelle par le virus de la rage (morsure), les premiers sites de réplication du virus sont 

les myocytes. La réplication active du virus lui permet d'envahir les jonctions 

neuromusculaires et d'être finalement transporté par voie axonale [Schlitt, 1991], 

cependant chez la souris, un passage directement dans les terminaisons nerveuses sans 

multiplication dans le muscle a été rapporté [Coulon et al., 1989]. 

 

 

Ainsi le SNC, isolé par la BHE est un organe qui ne reste pas à l’abri des infections. 

La lutte contre les pathogènes  responsables nécessite, en particulier, la mise en place 

d’une réponse immunitaire innée efficace et contrôlée. Le système du complément joue 

un rôle primordial dans cette réponse immunitaire innée contre les pathogènes et dans 

l’initiation du processus de l’inflammation. 
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II.2. Complément au niveau du système nerveux des vertébrés (Voir 

publication 1) 

 

II. 2. a. Système du complément dans la neuroinflammation:  

 

Les travaux de Levi-Strauss et Mallat ont clairement démontré la production des 

protéines du complément par les astrocytes suite à une stimulation par le LPS [Levi-

Strauss and Mallat, 1987]. Depuis, il a été montré que, non seulement les astrocytes, mais 

aussi les cellules microgliales, les oligodendrocytes et les neurones, correctement 

stimulées,  peuvent exprimer la plupart des protéines du complément pour reconnaître et 

éliminer les pathogènes tout en préservant les cellules saines au niveau du tissu nerveux 

[Gasque et al., 2000]. Ceci suggère un rôle neuroprotecteur des protéines du complément 

qui peuvent néanmoins participer à l’aggravation de différentes maladies 

neurodégénératives. En effet, le système du complément peut ainsi jouer un double rôle 

au niveau du tissu nerveux.  

 

II. 2. b. Rôle bénéfique du complément dans le SNC : 

 

Le système nerveux central étant un tissu isolé par la BHE [Coggeshall and Fawcett, 

1964; Ehrlich, 1885], la production locale des protéines du complément permet de réagir 

aux invasions des pathogènes [Alexander et al., 2008; van Beek et al., 2003]. Ces 

protéines et notamment C1q, une fois secrétées, peuvent parfaitement lier les corps 

apoptotiques résultant de l’agression des cellules du système nerveux et engager leur 

élimination par les phagocytes [Francis et al., 2003].  

 

Dans les maladies neurodégénératives l’intervention du système du complément est 

également notable. En effet, dans la maladie d’Alzheimer, les protéines du complément 

sont impliquées dans le processus de clairance des neurones dégénérés et des dépôts Aβ 

[Gasque, 2004] comme le montre l’augmentation de leur expression dans les régions 

riches en dépôts Aβ [Rogers et al., 2002]. Les cellules microgliales expriment des 
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récepteurs pour le C1q, ceci leur permet d’interagir avec cette protéine et d’assurer la 

phagocytose des dépôts Aβ [Webster et al., 2001; Webster et al., 2000].  

Par ailleurs, du C1q peut être aussi produit d’une façon transitoire au niveau des 

neurones postnatals et permettre ainsi l’élimination des mauvaises synapses en cours de 

développement. Plusieurs études ont clairement illustré le rôle crucial des molécules C1q 

et C3 dans ce processus épuratif qui s’avère réactivé au cours des maladies 

neurodégénératives [Stevens et al., 2007; Yuzaki, 2008]. En effet, les souris déficientes 

en ces protéines du complément, montrent une nette défaillance dans l’élimination des 

synapses. 

 

 Les anaphylatoxines C3a et C5a sont aussi impliquées dans le processus 

neuroinflammatoire. L’expression de récepteurs pour ces protéines sur les cellules 

souches neuronales et les neuroblastes permet à ces molécules de moduler l’expression de 

certaines chimiokines et ainsi de contrôler la réponse immunitaire d’abord pour ’éliminer 

les pathogènes et ensuite pour assurer la survie neuronale en préservant l’intégrité du 

système nerveux [Jauneau et al., 2003; Rus et al., 2006; van Beek et al., 2003].  

 

Les protéines de la famille du complément interviennent aussi dans la protection du 

SNC contre les invasions bactériennes. Ainsi, le complément participe à la défense contre 

S. pneumoniæ au cours d’une infection du système nerveux. Le cerveau s’auto-protège et 

se met à l’abri des effets délétères que peuvent avoir les excès de production de ces 

protéines par l’expression de régulateurs spécifiques [Rupprecht et al., 2007].   

 

En résumé, les données rapportées ci-dessus soulignent que les facteurs du 

complément jouent un rôle bénéfique dans le système nerveux central et veillent à sa 

protection [Rambach et al., 2008]. 

 

II. 2. c. Rôle néfaste du système du complément dans le SNC : 

 

Plusieurs études démontrent  des interventions néfastes du complément au niveau du 

tissu nerveux et en particulier au cours de plusieurs maladies neurodégénératives. En 
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effet, l’activation du système du complément peut engendrer une réaction inflammatoire 

chronique [Ramaglia et al., 2008].  

Les protéines du complément et notamment les anaphylatoxines secrétées, sont 

capables de guider les cellules immunitaires dotées de récepteurs spécifiques pour ces 

protéines vers le site de lésion, et enclencher tout le processus progressif de 

l’inflammation. Un tel mécanisme est observé pour les cellules dendritiques 

plasmacytoïdes qui sont recrutées au site de l’inflammation par les anaphylatoxines C3a 

et C5a [Gutzmer et al., 2006]. Ces anaphylatoxines jouent un rôle primordial dans la 

neuroinflammation car elles modulent aussi l’expression de plusieurs cytokines 

proinflammatoires. Il est à noter qu’une production de ces cytokines survient dans la 

plupart des cas d’atteinte du système nerveux central [Lucas et al., 2006; Rock and 

Peterson, 2006; Takabayashi et al., 2004].  

 

La protéine C1q du complément peut aussi avoir un rôle néfaste au sein du système 

nerveux. Dans la maladie d’Alzheimer, une augmentation de l’expression des ARN 

messagers de C1q a été notée [Loeffler et al., 2008; Speth et al., 2002]. Les cellules 

microgliales sont activées par des cytokines proinflammatoires et par la présence des 

dépôts Aβ [Veerhuis et al., 1999; Veerhuis et al., 2003]. Activées, les cellules 

microgliales produisent du C1q qui interagit avec Aβ et les autres composantes des 

plaques amyloïdes. En effet, le C1q complexé avec C1r et C1s est capable d’induire une 

activation du complément et une phagocytose de ces dépôts par la microglie. Cependant, 

le C1q libre, entraîne l’accumulation des peptides dans les plaques, et ainsi en bloquant 

l’accès des cellules microgliales aux dépôts Aβ entraîne la mise en route d’un processus 

létal [Rogers et al., 2002; Webster et al., 2001].  

 

Dans d’autres atteintes du système nerveux, observées au cours de l’ischémie 

cérébrale ou l'encéphalomyélite auto-immune expérimentale (EAE), on remarque 

également une augmentation de l’expression des facteurs du complément qui aboutit à 

l’exacerbation la maladie [Pekny et al., 2007]. En ce qui concerne l’EAE, on observe une 

destruction sélective des neurones et des oligodendrocytes [Minagar et al., 2007; 

Ramaglia et al., 2008].  
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Le complément a été également associé à la douleur comme le révèle l’analyse de 

l’expression des gènes effectuée chez des rats sur lesquels on a provoqué  une  ligature du 

nerf spinal. Il a été constaté que plusieurs composants de la famille du complément 

étaient surexprimés dans les cellules microgliales de la corne dorsale, alors que leurs 

inhibiteurs comme DAF étaient significativement réduits [Levin et al., 2008; Li et al., 

2007]. 

 

 

En résumé, le système du complément semble jouer un double rôle au niveau du SNC 

des vertébrés comme nous l’avons schématisé dans la figure 5. Son activation est 

indispensable pour le processus de réparation efficace lors des lésions. Cependant, sa 

surexpression engendre une inflammation chronique qui peut être délétère. La régulation 

pourrait conserver le rôle positif du complément au niveau du système nerveux tout en 

évitant un processus inflammatoire excessif.  
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Figure 5: Diagramme illustrant le double rôle du complément dans le système 

nerveux central tel qu’il peut être mis à contribution dans les maladies 

neurodégénératives (comme la maladie d’Alzheimer) (modifié d’après [Tahtouh et al., 

2009a]).  

L’activation du complément peut être neuroprotectrice (Neuronal survival) 

assurant une survie des neurones en régulant la sécrétion des chimiokines qui vont 

recruter les cellules immunitaires chargées d’éliminer les pathogènes menaçant l’intégrité 

du SNC. Les protéines du complément peuvent aussi activer les cellules microgliales qui 

participent à la réduction des plaques amyloïdes dans la maladie d’Alzheimer.  

 

Cependant, l’activation du complément peut être délétère (Neuronal Loss). En 

effet, le processus inflammatoire crucial à la survie neuronale et mis en place grâce au 

système du complément, s’il n’est pas contrôlé, peut lui-même induire la perte neuronale.  
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II.3. Molécules apparentées au C1q : Famille C1qTNF 

 

C1q, la composante essentielle de la voie classique du complément chez les vertébrés, 

est caractérisée par un domaine gC1q globulaire conservé en C-terminal. Ce domaine 

globulaire possède une structure trimérique et assure la liaison avec les fragments 

constants (Fc) des immunoglobulines (IgG1, IgG3, les IgM, et faiblement les IgG2) 

[Kishore and Reid, 2000]. La structure détaillée de cette molécule est illustrée dans la 

figure 2. 

Le domaine gC1q s’avère être aussi partagé par de nombreuses protéines 

n’appartenant pas au système du complément [Yuzaki, 2008]. Cette observation a abouti 

à la naissance d’une famille C1q regroupant toutes ces protéines conservant le domaine 

globulaire en C-terminal. Ces protéines sont représentées dans la figure 6. 

 

Certaines protéines de la famille C1q possèdent un domaine gC1q ayant une structure 

similaire au domaine C-terminal de TNF (THD : TNF Homology Domain), d’où 

l’apparition de la famille C1qTNF, dont les membres possèdent une certaine homologie 

structurale avec TNF malgré la divergence dans d’autres aspects fondamentaux. En effet, 

les séquences des molécules de la famille C1q et celles de la famille TNF sont très peu 

conservées. De plus,  les deux domaines,  gC1q et THD de la famille TNF, ne se lient pas 

aux mêmes récepteurs. Le domaine globulaire gC1q peut lier le récepteur gC1qR. Le 

domaine C-terminal des protéines de la famille TNF, quant à lui, il sert de liaison aux 

domaines riches en cystéines CRDs (Cysteine- Rich domains) des récepteurs TNFs 

[Kishore and Reid, 2000].   

 

Parmi les protéines appartenant à la famille hétérogène C1qTNF, l’adiponectine. 

Cette dernière est secrétée par le tissu adipeux et partage d’une part, son domaine gC1q et 

les répétitions Gly-X-Y au niveau du domaine collagène avec la famille C1q et d’une 

autre part, la ressemblance structurale de son domaine C-terminal avec la famille TNF 

[Schaffler et al., 2007]. Des protéines ayant les mêmes caractéristiques que l’adiponectine 

avec peu d’homologies structurales, ont été intitulés les C1qTNF related proteins 

(CTRPs) ou paralogues de l’adiponectine [Lasser et al., 2006; Lee et al., 2010].  
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Protein 

 

Tissues of origin and presentation 

 

References 

ACRP30 (adiponectin) Serum protein produced by adipocytes: 5–10 μg/ml in 

normal plasma. 

[Berg et al., 2002; 

Scherer et al., 1995; 

Yamauchi et al., 

2001; Yokota et al., 

2000] 

C1q Serum protein produced by the liver: 70 μg/ml. See part II.2 

EMILIN-1 

(Elastin microfibril interface-located 

protein) 

Connective tissue, blood vessels, skin, heart, lung, 

kidney, cornea, small intestine, aorta, uterus and 

appendix; fetal heart and lungs. 

[Doliana et al., 1999] 

EMILIN-2 Fetal heart and adult lung; intermediate levels in 

peripheral leukocytes, placenta and spinal cord; major 

component of the cochlear basilar membrane in the 

mouse. 

[Doliana et al., 2001] 

EMILIN-3 (multimerin 2) Blood vessel endothelial cell surface including 

capillaries, veins, arterioles and muscular arteries. 

[Christian et al., 

2001] 

EMILIN-4 (multimerin 1) Platelet α-granules, endothelial cell Weibel–Palade 

bodies, megakaryocytes, platelets, endothelium and 

subendothelium of blood vessels; placenta, lung and 

liver. 

[Hayward et al., 

1995] 

HP-20, -25, -27 

(hibernation protein of Siberian 

chipmunk) 

Plasma protein produced by the liver. [Kondo and Kondo, 

1992; Takamatsu et 

al., 1993] 

Precerebellin Expressed in the cerebellum associated with postsynaptic 

structures of the Purkinje cell membrane and the dorsal 

cochlear nucleus; brain. 

[Pang et al., 2000; 

Urade et al., 1991] 

Saccular collagen Produced by specialized secretory-supporting cells at the 

outer perimeter of the saccular macula; also found in 

saccular otolithic membrane. 

[Davis et al., 1997; 

Davis et al., 1995] 

Collagen VIII Produced by endothelial cells; major constituent of 

Descemet's membrane (specialized basement membrane 

of corneal endothelial cells); optic nerve, aorta, umbilical 

cord and tissues undergoing remodeling; calvarium, eye 

and skin. 

[Greenhill et al., 

2000; Yamaguchi et 

al., 1989] 

Collagen X Produced by hypertrophic chondrocytes in the epiphyseal 

growth plate of long bones, ribs and vertebrae during 

endochondral bone formation, bone fracture callus and 

osteoarthritic cartilage. 

[Bogin et al., 2002; 

Dublet et al., 1999; 

Zhang and Chen, 

1999] 

CORS26 (CTRP3) 

(collagenous repeat containing 

sequence) 

Prechondrocytes in developing cartilage; colon, small 

intestine, placenta, fibroblasts, white adipose tissue, 

blood and kidney; osteosarcoma, chondroblastoma and 

giant cell tumors. 

[Maeda et al., 2001; 

Schaffler et al., 2003] 

CTRP1 A vascular wall protein preadipocytes and upregulated 

dramatically in rat adipose tissue. 

[Schaffler et al., 

2007] 

CTRP5 Retinal epithelium, lung, placenta, cerebrum and liver. [Hayward et al., 

2003] 

CTRP6 Skeletal muscle cells, monocytes. [Schaffler et al., 

2007] 

 

Figure 6: Tableau regroupant les principales protéines possédant le domaine gC1q, leur tissu 

d’origine et leur présentation (modifié d’après [Kishore et al., 2004]). 



Introduction 

 27 

Au final, toutes ces protéines appartiennent à une seule grande famille encore plus 

large que la famille TNF (19 membres), qui est la famille C1q (32 membres chez les 

humains et 29 chez la souris) et possèdent toutes le domaine gC1q. Celles-ci sont 

schématisées ci-dessous dans la figure 7.  

 

Plus récemment, il a été observé chez les vertébrés (en particulier homme et souris) 

que certaines molécules de la famille C1q sont sélectivement exprimées au niveau du 

système nerveux central et il a été proposé de les rassembler dans la famille des 

« cérebellines » [Yuzaki, 2008]. En ce qui concerne le cas de la sous-famille (Cbln), cette 

dernière est formée de 4 membres (Cbln1Cbln4). Ces quatre molécules contiennent le 

domaine globulaire C1q mais sont dépourvues du domaine collagène (Figure 6). Cbln1 

est exprimée au sein des cellules granulaires du cervelet. Chez les souris Cbln1
-/-

, on 

remarque une réduction significative des synapses entre les axones des cellules 

granulaires et les cellules de Purkinje. De plus, on observe une altération de la longueur 

des zones postsynaptiques où se trouvent les récepteurs au glutamate. Ces dernières 

deviennent plus longues que les zones présynaptiques actives libérant le glutamate ; ceci 

comparativement aux souris de type sauvage où les deux zones sont de la même longueur. 

Ainsi Cbln1 semble assurer deux fonctions majeures : (1) La formation et la stabilisation 

du contact synaptique entre les cellules granulaires du cervelet (les axones des cellules 

granulaires) et les cellules de Purkinje. (2) La régulation de l’endocytose postsynaptique 

en veillant ainsi à la plasticité synaptique. Cbln1 et les autres membres de la sous-famille 

peuvent former des hétéromères et agir ensemble au niveau du SNC mais l’homomère 

Cbln1 reste le plus secrété (Figure 7) [Bao et al., 2005; Yuzaki, 2008]. Cbln1 s’avère 

donc jouer un rôle primordial dans le SNC. Cependant, plusieurs questions restent encore 

à élucider surtout concernant la sécrétion des molécules Cblns, leur élimination des 

synapses et aussi la nature de leurs récepteurs. 

 

En conclusion de ces observations récentes, ces protéines appartenant à la même 

famille C1qTNF peuvent représenter de nouvelles cytokines capables de réguler certaines 

fonctions au sein du SNC.  
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Figure 7: La vaste famille des molécules apparentées au C1q. (A) Structure des 

principales protéines de la famille C1q (modifié d’après [Yuzaki, 2008]). C1q et Cbln 

forment des hétéromères alors que d’autres protéines de la même famille se présentent 

sous forme d’ homomères (Emilin, Collagen VIII, Adiponectin…). Le domaine collagène 

et les résidus de cystéines en N-terminal contribuent à la formation des complexes. (B) 

Modèle de l'interaction entre Cbln1 et Cbln3 (modifié d’après [Yuzaki, 2008]). Les 

homomères Cbln1 sont sécrétés de manière efficace et atteignent les cellules de Purkinje, 

alors que les homomères Cbln3 sont conservés dans le réticulum endoplasmique (ER) et 

se dégradent rapidement dans les cellules granulaires. Cbln1 forme aussi un hétéromère 

avec Cbln3, mais cela peut prendre plus longtemps que la formation d’un homomère et l’ 

hétéromère résultant peut ne pas être sécrété de manière efficace. 
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II.4. Complément au niveau du système nerveux des invertébrés (voir 

publication 2) 

 

Chez les invertébrés, les éléments du système du complément ont été surtout mis en 

évidence au niveau des tissus périphériques des invertébrés, comme cela a été mentionné 

dans la partie I.2. Cependant, jusqu’à maintenant, aucune démonstration directe de 

l’existence d’une cascade d’activation du complément n’a été réalisée et décrite. De plus, 

pratiquement aucune information n’a été délivrée sur un rôle précis de facteurs du 

complément au niveau du système nerveux des invertébrés.  

 

Cependant quelques études de neurobiologie ont été entreprises chez certains modèles 

d’invertébrés, comme D. melanogaster et C. elegans et la recherche de molécules de 

l’immunité au sein du système nerveux a quelquefois abouti. Par exemple, chez la 

drosophile, une éventuelle relation entre système nerveux et système immunitaire a été 

rapporté. Ainsi, la molécule archétype Toll de la drosophile semble ne pas servir 

seulement à l’établissement d’une polarité dorsoventrale mais intervient aussi dans la 

formation de synapses [Larsen et al., 2007]. De plus, dans ce modèle de la drosophile, il a 

été clairement montré que les mécanismes régulant l’activité de la gamma-sécrétase, qui 

participe à la formation des complexes de haut poids moléculaire de presénilines, sont 

conservés chez la drosophile et les mammifères. Ceci est important pour les études 

concernant la maladie d’Alzheimer, étant donné  que les mutations au niveau des gènes 

de la préséniline contribuent aux premières phases de cette pathologie neurodégénérative 

[Takasugi et al., 2002]. 

 

Le nématode C. elegans a permis aussi récemment d’obtenir des données 

intéressantes sur le système nerveux et son éventuelle altération chez l’Homme [Aschner 

et al., 2010]. En effet C. elegans a un génome  qui présente beaucoup d’homologie avec 

celui des mammifères. Des nématodes transgéniques exprimant, soit la forme native, soit 

la forme mutée de l’alpha-synucléine humaine au niveau de leurs neurones 

dopaminergiques ont permis de constater que les vers exprimant la molécule mutée 

présentaient des perturbations neurologiques similaires à celles observées dans la maladie 
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de Parkinson [Kuwahara et al., 2006]. En ce qui concerne, le syndrome de Down relié à 

la trisomie 21, des expériences menées avec des vers nématodes surexprimant la kinase 

DYRK1A ont démontrées que cette protéine avait un rôle dans les mécanismes de 

chimiotactisme lié à l’olfaction et par conséquent altérer de manière irréversible les 

fonctions des neurones concernés [Raich et al., 2003]. 

 

Parmi les autres modèles possibles, il faut encore signaler certains mollusques et 

notamment l’aplysie qui avait été largement utilisée pour élucider les mécanismes de 

transmission nerveuse. Plus récemment dans la mesure où l’aplysie présente des  

neurones plus larges que ceux de D. melanogaster et C. elegans et que son SNC est 

relativement plus simple, ce mollusque a été l’objet de nouvelles études sur les 

mécanismes de réparation nerveuse. Les homologies de séquences entre les gènes 

d’aplysie  et  ceux des mammifères étant plus élevées que celles de D. melanogaster et C. 

elegans, des approches expérimentales visant à surexprimer des molécules humaines ont 

permis récemment d’envisager la caractérisation de molécules spécifiquement impliquées 

dans les maladies neurodégénératives [Walters and Moroz, 2009].  

Ces données montrent que le système nerveux des modèles invertébrés peut être un 

outil intéressant pour essayer de mieux comprendre certains mécanismes 

immunologiques de base qui participent à sa protection. Récemment, dans le modèle C. 

elegans, il a été rapporté que la production de peptides anti-microbiens était sous le 

contrôle d’éléments du système nerveux. En effet, après infection cutanée par un 

champignon, C. elegans produit des peptides anti-microbiens au niveau de son épiderme. 

L’analyse des mécanismes conduisant à cette réaction a clairement montré l’implication 

de deux voies distinctes, l’une faisant intervenir la cascade cellulaire p38, l’autre 

nécessitant la participation d’une molécule apparentée au TGF-β présent au niveau du 

système nerveux [Zugasti and Ewbank, 2009]. 

Par contre, alors que l’on sait que les facteurs du complément ont un rôle déterminant 

dans l’évolution des maladies neurodégénératives, aucune étude n’a évoqué  le rôle du 

complément au niveau du système nerveux des invertébrés. 
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III.   Cellules microgliales et mécanismes de protection du système nerveux 

 

III. 1. Système nerveux et cellules microgliales chez les vertébrés 

 

Dans le SNC, les cellules microgliales représentent la principale population 

phagocytaire mononucléaire résidente du SNC [Lawson et al., 1992; Streit et al., 1999]. 

Elles jouent un rôle primordial dans le maintien de l’intégrité et de l’homéostasie du SNC 

et représentent la voie effectrice de l’immunité innée dans le parenchyme cérébral [Aloisi, 

2001; Hanisch, 2002]. Des cellules microgliales ont été décrites par plusieurs auteurs 

incluant Nissl [Nissl, 1899], Robertson [Robertson, 1900] et Alzheimer [Alzheimer, 

1904]; elles ont été appelées « microgliales» pour la première fois dans le système 

nerveux central de la sangsue par del Rio- Hortega [del Rio-Hortega, 1932].  

 

En conditions normales physiologiques, ces cellules sont sous forme quiescentes ou 

« ramifiées » et deviennent « activées » en cas de lésion ou d’infection par des 

microorganismes, ce qui fait de ces cellules des « censeurs » du cerveau [Kreutzberg, 

1996]. Elles possèdent des caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles communes 

avec les macrophages [Streit and Kreutzberg, 1987]. Pour ces raisons, elles ont été 

proposées comme la première ligne de défense du SNC en cas d’invasion par des 

microorganismes pathogènes [Kielian, 2004; Kreutzberg, 1996]. Les cellules microgliales 

adoptent donc différentes morphologies selon leur état fonctionnel et leur phase de 

développement. 

 

III. 1. a.  Morphologie des cellules microgliales : 

 

Les cellules microgliales sont caractérisées par une hétérogénéité morphologique. En 

effet, on peut observer des cellules microgliales amiboïdes foetales, les cellules adultes 

ramifiées, les cellules microgliales activées et des cellules microgliales sénescentes. 
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Les cellules microgliales amiboïdes : 

Au cours du développement du système nerveux (neurogénèse), les cellules 

progénitrices migrent vers le SNC et se différencient en cellules microgliales 

« amiboïdes », du fait de leur morphologie aplatie présentant quelques pseudopodes. 

Cette population passagère est présente du stade prénatal jusqu’au début du stade post-

natal. Leur apparition avant les vaisseaux sanguins et leur association étroite à ceux-ci 

dans une greffe neurale suggèrent qu’elles pourraient aussi intervenir dans la 

vascularisation du système nerveux central [Pennell and Streit, 1997]. En fait, les cellules 

microgliales amiboïdes semblent jouer un rôle important dans le développement du 

cerveau en participant activement à l'élimination des neurones dégénérés. Il est à noter 

que l'activité de phagocytose des cellules microgliales amiboïdes est supérieure à celle 

des cellules microgliales ramifiées. En effet, l'expression des récepteurs spécifiques de la 

phagocytose, comme le CR3 ou le CD 64, est régulée négativement lors du passage des 

cellules microgliales de l’état amiboïde à ramifié [Ling et al., 1990; Rezaie and Male, 

1997].  

 

Les cellules microgliales ramifiées: 

Au stade adulte, une grande majorité de ces cellules subit un changement 

morphologique en donnant des cellules « ramifiées primitives » évoluant ensuite en 

cellules microgliales « ramifiées ». Contrairement aux cellules microgliales amiboïdes 

qui sont mobiles, les cellules microgliales « ramifiées » semblent immobiles et quasi-

quiescentes [Hanisch and Kettenmann, 2007]. En réalité, des travaux récents de 

[Nimmerjahn et al., 2005], utilisant une technologie d’imagerie en temps réel, montrent 

très clairement que, contrairement à leur corps cellulaire plus ou moins statique, leurs 

prolongements cytoplasmiques sont en perpétuel mouvement et sondent en permanence 

leur microenvironnement. D’un point de vue phénotypique, les cellules microgliales « 

quiescentes » se caractérisent par une expression faible du CD11b, du marqueur 

leucocytaire CD45, et n’ont pratiquement de molécules du complexe majeur 

d’histocompatibilité de classe II. Assurant ainsi une fonction d’immunosurveillance du 

parenchyme nerveux, elles pourront très rapidement être activées à la moindre 
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perturbation de celui-ci et participer à l’initiation de la réponse inflammatoire [Hanisch 

and Kettenmann, 2007; Ladeby et al., 2005].  

 

Les cellules microgliales activées: 

Une fois activées, les cellules microgliales perdent progressivement leurs 

prolongements cytoplasmiques et présentent une hypertrophie de leur corps cellulaire. 

Elles expriment plus fortement les molécules CD11b et CD45 ainsi que des molécules 

nécessaires à une présentation antigénique efficace dont les molécules du CMH II. Par 

ailleurs, elles peuvent secréter un éventail de facteurs susceptibles de réguler la réponse 

immunitaire (cytokines pro- ou anti-inflammatoires, facteurs cytotoxiques ou 

neurotrophiques) [Aloisi, 2001; Hanisch and Kettenmann, 2007]. Il est intéressant de 

noter que cette activation peut être transitoire et des cellules microgliales activées 

peuvent retourner à l’état quiescent lorsque le stimulus cesse. 

 

Les cellules microgliales sénescentes: 

Dans leur ultime stade de suractivation, qui peut être atteint en particulier dans le cas 

de neurodégénérescence intense, les cellules microgliales présentent une morphologie 

hypertrophiée avec éventuellement de rares prolongements épais. Conservant les 

caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles du stade précédent, elles ont une activité 

phagocytaire intense. Cependant, elles seront éliminées par un mécanisme d’apoptose 

induit par leur sur-activation [Jung et al., 2005]. La microglie évolue également en dehors 

de toute pathologie avec l’âge de l’individu [Streit, 2006], et ainsi peut présenter un 

phénotype et une morphologie altérée. Les conséquences d’une telle transformation ne 

sont pas connues mais il est possible que cette sénescence microgliale favorise 

l’apparition des maladies neurodégénératives liées à l’âge, étant donné le lien très étroit 

existant entre cellules microgliales et neurones. Les différents stades d’activité des 

cellules microgliales sont résumés dans la figure 8. 

 

III. 1. b. Mobilisation et activation des cellules microgliales : 

Quelle que soit la perturbation touchant le système nerveux central, l’une des 

principales caractéristiques est la réponse rapide des cellules microgliales, qui possèdent 
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de très nombreux récepteurs à diverses molécules activatrices. Il existe deux types 

principaux de signaux pour activer les cellules microgliales: 1. Des molécules qui ne sont 

pas habituellement présentes ou le sont à de faibles concentrations critiques, 2. La 

détection d’un dysfonctionnement neuronal, comme cela est observé pour les récepteurs 

aux neurotransmetteurs ou au CD200R [Hanisch and Kettenmann, 2007]. Ainsi les 

cellules microgliales activées se dirigeront alors vers le site de la lésion, pourront 

proliférer et participer à la réparation des tissus tout en induisant une réaction 

immunitaire protectrice, en participant à la phagocytose des éléments étrangers et des 

cellules neuronales apoptotiques ou endommagées [Aloisi, 2001; Hanisch, 2002]. De plus, 

comme elles sont capables d’éliminer les neurones endommagés elles favorisent la 

régénération nerveuse [Hanisch and Kettenmann, 2007]. En résumé, les cellules 

microgliales s’accumulent au niveau du site de lésion en sécrètant différentes substances 

bioactives soit proinflammatoires [Deininger et al., 2002; Sarchielli et al., 1997], 

cytotoxiques soit neuroprotectrices [Elkabes et al., 1996; Zietlow et al., 1999], elles 

contribuent en fonction de la nature du stimulus, à assurer l’intégrité du système nerveux. 

 

Récepteurs impliqués dans l’activation des cellules microgliales : 

La reconnaissance et l’élimination des corps étrangers par les cellules microgliales 

fait intervenir diverses structures réceptrices. Les principales structures sont détaillées ci-

dessous et présentées schématiquement dans la figure 9. 

 

Les récepteurs d’épuration (« scavenger receptors », SR)  

Ils permettent la reconnaissance et l’élimination des lipoprotéines modifiées mais 

également de cellules apoptotiques, de bactéries ou encore de substances telles que le 

peptide Aβ, généré lors de la maladie d’Alzheimer [Mukhopadhyay and Gordon, 2004; 

Peiser et al., 2002]. Les cellules microgliales expriment la plupart des récepteurs 

suivants : (SR-A ; SR-BI ; CD36, RAGE pour « receptor for advanced glycation end 

products » ; LRP pour « low density lipoprotein receptor-related protein » ; MARCO 

pour « macrophage receptor containing a collagenous domain ») [Alarcon et al., 2005]. 

Cependant, même si la plupart sont constitutivement exprimés par la microglie néonatale, 

d’autres comme SR-A et SR-BI sont moins exprimés à l’âge adulte et ne sont ré-induits 
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qu’en cas d’inflammation. Les conséquences de l’engagement des récepteurs d’épuration 

sur les cellules microgliales restent encore mal caractérisées néanmoins le peptide Aβ à 

l’origine des plaques amyloïdes caractéristiques de la maladie d’Alzheimer est reconnu et 

internalisé par la microglie par l’intermédiaire de récepteurs d’épuration [Husemann et al., 

2002]. Le récepteur MARCO quant à lui, en plus de fonctions d’internalisation, 

interviendrait également dans le changement de morphologie des cellules microgliales 

après leur activation [Granucci et al., 2003]. 

 

Les récepteurs de la famille Toll (« Toll like receptors » TLRs) 

Dans les cellules microgliales, les TLR 1 à 9 semblent être exprimés constitutivement 

[Jack et al., 2005], même si leur niveau d’expression est fort variable. Les agonistes des 

TLR sont des activateurs efficaces des cellules microgliales, en particulier le poly I:C 

(agoniste du TLR3), le LPS (lipopolysaccharide, agoniste du TLR4) et le CpG (agoniste 

du TLR9) qui vont induire la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires telles que le 

tumor necrosis factor- (TNF-ou l’interleukine-1 (IL-1, mais également du 

monoxyde d’azote (NO) ou encore favoriser la fonction de présentation antigénique de la 

microglie[Dalpke et al., 2002; Olson and Miller, 2004].  

 

Les récepteurs du complément 

Les cellules microgliales peuvent être activées par les voies de signalisation médiées 

par ces récepteurs. En effet, les cellules microgliales expriment constitutivement les 

récepteurs pour certains facteurs du complément (CR) 1, 3 et 4, et leur niveau 

d’expression augmente après activation [Rotshenker, 2003]. Le CR3 (CD11b/CD18), 

souvent utilisé pour marquer les cellules microgliales in situ chez la souris, permettrait 

par ailleurs une reconnaissance directe de certains motifs bactériens tels que le LPS 

[Ehlers, 2000] et par conséquent une activation rapide des cellules l’exprimant. Le 

récepteur de C1q (C1qRp) et des récepteurs pour des fragments constants des 

immunoglobulines comme Fcɤ RI, RII, RIII est également exprime à la surface des 

cellules microgliales [Aloisi, 2001]. 
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Activation des cellules microgliales par les cytokines : 

L’activation des cellules microgliales est finement régulée par les cytokines présentes 

dans leur environnement. Ces cellules expriment un éventail large de récepteurs pour les 

cytokines; des récepteurs pour des cytokines proinflammatoires (INF-ɤ R, TNFRI, 

TNFRII, IL-1RI), et pour des cytokines anti-inflammatoires (IL-4R, IL-10R, IL- 13R, 

TGF-βRI, TGF-βRII) sont ainsi présents et assurent ainsi une balance des fonctions de la 

microglie [Aloisi, 2001]. Parmi les différentes cytokines (Figure 10), capables d’activer 

la microglie, l’IFN-a été particulièrement étudié. Il permet d’augmenter l’expression 

des molécules du CMH I et II, des costimulateurs CD80 et CD86, des récepteurs du 

complément, de molécules d’adhérence comme ICAM-1 à la surface de la microglie et 

potentialise donc leurs fonctions de présentation d’antigènes et de phagocytose. L’IFN- 

entraîne également la synthèse d’autres cytokines par la microglie comme le TNF-ou 

l’IL-6 et contribue donc à créer une cascade inflammatoire lors d’une infection. Les 

cellules microgliales sont également sensibles à certains facteurs de croissance 

hématopoïétiques comme le M-CSF, le GM-CSF ou l’IL-3 qui leur permettent soit de 

proliférer, soit d’acquérir plus facilement des fractions de cellules présentatrices 

d’antigène [Aloisi et al., 2000; Fischer et al., 1993; Re et al., 2002] comme cela a été 

observé pour les cellules dendritiques myéloïdes [Ponomarev et al., 2005]. 

 

III. 1. c. Fonctions des cellules microgliales : 

 

Les cellules microgliales, cellules présentatrices des antigènes (CPAs) : 

Les cellules microgliales sont considérées comme les principales cellules 

immunocompétentes résidentes du système nerveux central. Elles sont capables de 

présenter l’antigène aux lymphocytes T naïfs. Le contact initial entre le complexe CMH 

classe II/peptide et le TCR (T cell receptor) ainsi qu’entre les molécules costimulatrices 

B7 et CD28 serait de faible affinité, les molécules à la surface de la microglie quiescente 

ou sentinelle n’étant que faiblement représentées. Cette interaction entraîner la sécrétion 

autocrine de TNF-par la microglie puis d’IL-12 permettant alors la différentiation du 

lymphocyte T en Th1. Une activation optimale de la microglie par l’intermédiaire de 

l’interaction entre les molécules CD40 et CD40-L exprimés par les cellules microgliales, 
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permettant la prolifération du lymphocyte T a été décrite [Becher et al., 2000; Ponomarev 

et al., 2006]. De plus, il a été suggéré l’existence de sous-population de cellules 

microgliales capables de présenter l’antigène soit aux lymphocytes T CD4+ soit aux 

lymphocytes T CD8+  [Walker et al., 2000]. 

 

Les cellules microgliales impliquées dans la phagocytose : 

La phagocytose est un mécanisme important et nécessaire pour l’élimination des 

micro-organismes et/ou des déchets issus de la réaction inflammatoire ainsi qu’en 

conditions physiologiques pour l’élimination des cellules mortes avant leur nécrose.  

Chez l’adulte, les cellules microgliales, comme les macrophages, sont capables de 

phagocytose, même si cette fonction est atténuée chez la microglie quiescente. En cas 

d’inflammation, en revanche, cette capacité est amplifiée suite à l’expression plus forte 

les récepteurs d’épuration de type SR-A et le récepteur au complément CR3 [Reichert 

and Rotshenker, 2003]. Cependant, cette fonction peut s’avérer néfaste comme lors de la 

phagocytose de myéline qui abouti à la présentation antigénique de la myéline dans la 

sclérose en plaques [Smith, 2001].  

 

Les cellules microgliales dans la sécrétion des cytokines : 

Pour communiquer entre elles et réguler les réponses inflammatoires, les cellules 

immunitaires utilisent des facteurs solubles que sont les cytokines. Les cellules 

microgliales sont ainsi capables de sécréter tout un éventail de cytokines aussi bien pro- 

que anti-inflammatoires, ou encore des facteurs cytotoxiques ou neurotrophiques. La 

microglie est aussi capable de répondre aux effets de certaines cytokines grâce à 

l’expression des récepteurs spécifiques comme précédemment détaillé dans l’activation 

des cellules microgliales par les cytokines au niveau de la partie III. 1. b. 

 

Rôle des cellules microgliales dans la lésion et les maladies neurodégénératives : 

L’activité des cellules microgliales a longtemps été considérée comme néfaste vis-à 

vis des neurones. Cependant, une idée de plus en plus répandue est que finalement, les 

cellules microgliales seraient fondamentalement neuroprotectrices et que seule leur 

suractivation ou leur dysfonctionnement pourrait entraîner des dommages neuronaux 
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[Polazzi and Contestabile, 2002]. En effet, les relations entre cellules microgliales et 

neurones, longtemps ignorées, ont pourtant un rôle crucial dans la physiologie de ces 

deux types cellulaires qui sont en relation étroite et communiquent par des jonctions gap 

[Dobrenis et al., 2005]. Plusieurs études ont mis en relief l’interaction entre la microglie 

et les neurones. En effet, dans un modèle de culture d’agrégats cellulaires, le milieu 

conditionné de cellules microgliales activées par le LPS favorise la migration et la 

différenciation des précurseurs neuronaux [Aarum et al., 2003]. De plus, après ischémie 

cérébrale ou lésion de la moelle épinière, les neurones sont protégés ou repoussent mieux 

après greffe de cellules microgliales [Kitamura et al., 2004; Rabchevsky and Streit, 1997]. 

Ces fonctions bénéfiques pourraient s’expliquer par la sécrétion microgliale de facteurs 

neurotrophiques lors d’une inflammation [Heese et al., 1998]. bNGF (« nerve growth 

factor »), NT-3, NT-4/5 (neurotrophines 3, 4, 5), BDNF (« brain derived neurotrophic 

factor »), GDNF (« glial cell derived neurotrophic factor ») ont ainsi été décrits dans les 

cellules microgliales [Batchelor et al., 1999; Nakajima et al., 2001].  

 

Les cellules microgliales sous le contrôle des neurones restent dans leur état quiescent. 

La rupture de l’interaction entre le récepteur neuronal CD200 et son ligand microglial 

entraînerait l’activation de la microglie. Une fois activées, les cellules microgliales 

tentent de protéger les neurones lésés en formant une barrière autour d’eux et de favoriser 

leur réparation en secrétant des facteurs neurotrophiques, aidées en cela par les astrocytes. 

 

 En cas d’échec ou d’environnement très inflammatoire, elles atteignent un stade 

d’activation plus important susceptible de causer des dommages collatéraux. En effet, 

elles peuvent contribuer à endommager le SNC. Une activation excessive ou chronique 

des cellules microgliales est impliquée dans un certain nombre de maladies 

neurodégénératives. En effet, dans la maladie d’Alzheimer, la suractivation des cellules 

microgliales aboutissant à une inflammation chronique s’avère délétère [Webster et al., 

2001; Webster et al., 2000]. C1q, le premier élément de voie classique du complément, 

peut servir de marqueur fiable de l'activation microgliale allant de niveaux indétectables 

de la biosynthèse de C1q dans la microglie résidente à une forte expression de C1q dans 

les microglies activées, non ramifiées. C1q synthétisé et libéré par la microglie activée 
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joue un rôle clé autocrine / paracrine de manière à maintenir l'équilibre dans le SNC 

endommagé [Farber et al., 2009]. Le C1q se retrouve ainsi indissociable de la microglie 

au niveau du système nerveux central où il contribue à son activation et à son 

accumulation au sein du site de lésion.  

 

Figure 8: Etats d'activation de la microglie (d’après [Hanisch and Kettenmann, 2007]) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1. Dans une situation de tissu sain : 

Les cellules microgliales dans les tissus normaux surveillent en permanence leur 

environnement (1). La « microglie au repos » est en réalité une « microglie en 

surveillance ». Equipées de récepteurs pour une multitude de molécules, elles peuvent 

immédiatement recevoir des signaux consécutifs à une perturbation de l'intégrité 

structurale et fonctionnelle. Les neurones délivrent également des signaux qui 

maintiennent la microglie dans ce mode de surveillance, indiquant un état de 

fonctionnement normal (2). Outre les microglies du parenchyme, il ya aussi des 

macrophages périvasculaires dans une association plus étroite avec les vaisseaux 

sanguins (3). Les monocytes peuvent servir de « pool » de précurseurs des cellules 

microgliales du parenchyme.  
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2. Dans une situation de légers dommages : 

Suite à la détection de perturbations instantanées de l'homéostasie, par exemple, des 

dommages minuscules des tissus vasculaires, la microglie peut répondre rapidement par 

une réorganisation de son profil d'activité (4). La réponse est probablement prise en 

charge par les astrocytes voisins libérant, par exemple, des ligands purinorecepteurs (5). 

Les cellules microgliales peuvent aussi produire des facteurs neurotrophiques pour 

maintenir les neurones en voie de disparition (6). La perturbation de la communication 

par les signaux de « non activation » permettrait au neurone en voie de disparition de 

demander l'aide des cellules microgliales (7). Ces neurones peuvent également émettre 

des signaux d’alerte en produisant des molécules ou présentes à de faibles concentrations 

(8). 
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3. Dans une situation de graves altérations: 

Lors de perturbations plus « graves » du CNS et lors des lésions tissulaires importantes 

peuvent survenir des changements plus drastiques dans le phénotype fonctionnel de la 

microglie. Selon la nature des stimuli et de leur contexte, les cellules microgliales adaptent 

leur comportement réactif. Une réponse inadaptée de la microglie peut conduire à une 

dégradation importante des neurones et des cellules gliales en cas de réponse prolongée 

causée par une inflammation chronique (9). 
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Fc receptors 

Fcɤ RI, RII, RIII 

Death receptors/ ligands 

Fas (CD95)/ FasL (CD95L) 

Complement receptors 

CR1, CR3, CR4, C1qRp 

Pattern recognition receptors 

CR3, Mannose R, CD14/TLR4 

Prostaglandin receptors 

EP2, PPAR-ɤ 

Other receptors 

CD49, 

OX2R/CD200R 

Chemokines receptors 

CCR2, CCR3, CCR5, 

CXCR4, CX3CR1 

Cytokine receptors 

INF-ɤ R, TNFRI, TNFRII, IL-12R, IL-15R, IL-18R, 

IL-4R, IL-10R, IL- 13R, TGF-βRI, TGF-βRII  
 

 

Scavenger receptors 

SR-A ; SR-BI ; CD36, RAGE, 

LRP , MARCO  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 9: Récepteurs impliqués dans la signalisation des cellules microgliales (d’après 

[Aloisi, 2001]). Lors d’une neuroinflammation, des récepteurs constitutivement exprimés 

ou inductibles peuvent induire la migration et stimuler ou inhiber les fonctions des 

cellules microgliales.  
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Figure 10: Médiateurs inflammatoires et immunorégulateurs produits par les 

cellules microgliales activées (d’après [Aloisi, 2001]).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Pro-inflammatory cytokines 

IL-1, TNF-α, IL-6, IL-12, IL-15, IL-18 

Chemokines 

IL-8, IP-10, MIP-1α, 

MIP-1β, MCP-1, 

RANTES, MDC, MIP-3β 

Cytotoxic molecules 

iNOS, nitric and oxygen radicals 

Prostanoids 

PGD2, PGE2, 

Thromboxane B2 

Anti-inflammatory cytokines 

IL-10, TGF-β, IL-1ra 
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III.2. Système nerveux et cellules microgliales chez les invertébrés 

 

III. 2.a. Cellules microgliales chez les invertébrés : 

 

La présence de cellules microgliales au sein du système nerveux d’animaux n’est pas 

seulement une spécificité des vertébrés. En effet, elles ont été découvertes et appelées 

« microgliales» pour la première fois, suite aux observations faites par del Rio- Hortega 

dans le système nerveux central de la sangsue [del Rio-Hortega, 1932]. Des études plus 

récentes  ont permis de retrouver des cellules microgliales chez d’autres modèles 

invertébrés, notamment chez deux espèces de mollusques Planorbarius corneus et 

Mytilus edulis, et une espèce d'insectes (Leucophaea maderae) décrites par [Sonetti et al., 

1994]. En règle générale, ces cellules microgliales d’invertébrés partagent plusieurs 

caractéristiques avec la microglie des vertébrés, notamment leur plasticité morphologique. 

Elles passent d’un état stellaire à un état actif amiboïde [Sonetti et al., 1994]. Cependant 

ces travaux pionniers ont principalement abouti à la description des caractéristiques 

morphologiques des cellules microgliales mais sont restés longtemps incomplets en ce 

qui concerne l’analyse de leurs fonctions biologiques.  

 

III. 2.b. Cellules microgliales et repousse axonale : 

 

Des études menées sur un nombre limité de modèles ont néanmoins mis en relief la 

mobilisation exceptionnelle des cellules microgliales au niveau des neurones, en 

particulier à la suite d’une lésion du système nerveux. Ces observations ont été 

principalement faites dans deux modèles originaux (l’escargot Helix aspersa et la 

sangsue médicinale Hirudo medicinalis) qui présentent la particularité de pouvoir  réparer 

leur système nerveux à la suite d'une blessure. Les analyses ont majoritairement été 

réalisées in vitro et ont fait appel à des cultures en milieu liquide ou solide (gel de 

collagène). Les résultats originaux  de ces deux modèles sont rapportés ci dessous. 

 

 

 



Introduction 

 45 

Modèle Escargot : Helix aspersa : 

Des expériences menées in vitro avec des ganglions buccaux maintenus en culture 

dans un gel ont permis de montrer le lien qui existait entre la mobilisation des cellules 

microgliales et la mise en place d’un processus de réparation neuronale. En effet si une 

coupure est réalisée sur des neurones de ganglions d’escargot, les images obtenues en 

contraste de phase (Figure 11 A-C) montrent d’abord une migration des cellules 

microgliales au niveau des extrémités coupées (Figure 11A) et ensuite une croissance des 

axones (Figure 11B). De manière intéressante, si le tissu externe entourant le ganglion 

n’est pas supprimé (cas Figure 11C), le nombre de cellules microgliales en migration est 

largement supérieur à celui observé en absence de ce tissu externe (cas Figure 11A et 

11B). Les cellules migrantes semblent donc pouvoir provenir de la capsule extérieure 

entourant le ganglion [Babington et al., 2005].  
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Figure 11: Mise en évidence de la mobilisation de cellules microgliales des ganglions 

de l’escargot (Helix aspersa) en culture de gel de collagène (d’après [Babington et al., 

2005]). (A) Sur cette paire de ganglions buccaux maintenus 13 jours en culture on 

remarque une forte excroissance au niveau des extrémités coupées et les ganglions sont 

entourés par des cellules microgliales qui ont migré dans le gel. (B) Sur ces ganglions 

sub-oesophagiens  maintenus 12 jours de culture, et dépourvus de leur capsule extérieure 

on constate que des neurites de deux racines nerveuses adjacentes ont réalisé une boucle 

de connexion. (C) Sur ces qanglions supra-oesophagiens cultivées pendant 14 jours et 

non dépourvus de leur capsule, on constate un fort afflux de cellules microgliales 

comparativement aux situations précédentes.   
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Modèle sangsue : Hirudo medicinalis : 

Comme cela a été observé in vitro avec des cultures en gel, les cellules microgliales 

de sangsue migrent rapidement et de manière précoce en réponse à des lésions tissulaires  

et montrent un changement de morphologie similaire. Selon ces paramètres les cellules 

microgliales de sangsue se comportent comme celles des vertébrés [Babington et al., 

2005; Morgese et al., 1983]. Ainsi chez la sangsue médicinale, après coupure (ou lésion) 

des extrémités des racines nerveuses et de connectifs mais également après rupture de la 

capsule du ganglion, les cellules microgliales sont mobilisées. En 2 jours de culture, le 

ganglion isolé est entouré d'un halo de cellules microgliales (Figure 12 B) et la migration 

des cellules microgliales est suivie d’une nouvelle croissance des axones visibles dans le 

gel [Babington et al., 2005]. L’importance des cellules microgliales de sangsue dans la 

réparation des axones lésés a été également souligné par les travaux de Ngu et ses 

collaborateurs [Ngu et al., 2007]. En effet,  l’inhibition de l’accumulation de la microglie 

au site lésion avait empêché la repousse axonale des extrémités lestées.  
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Figure 12: Mobilisation des cellules microgliales de ganglion de sangsue en culture. 

(A) Aperçu du ganglion de la sangsue (Hirudo medicinalis) avant la culture. (B) Image 

en contraste de phase  d'un ganglion de sangsue après 5 jours de culture en gel  de 

collagène. Le ganglion est entouré par des cellules microgliales ayant migré dans le gel et, 

à partir des extrémités coupées, des axones sont en train de régénérer (D’après 

[Babington et al., 2005]). 
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Au sein de notre laboratoire, compte tenu des pistes préalablement envisagées (par 

exemple l’analyse protéomique du système nerveux lésé ou non [Vergote et al., 2006] 

pour comprendre certains mécanismes immunitaires pouvant protéger le système nerveux 

de la sangsue médicinale, nous avons tenté de préciser la nature des facteurs qui 

interviennent dans le recrutement des cellules microgliales dans ce modèle invertébré 

intéressant pour élucider certains paramètres  d’une réponse neuro-inflammatoire.  

 

III. 2.c. Description du modèle Hirudo medicinalis : 

 

Classification 

La sangsue médicinale: Hirudo medicinalis est un annélide d’eau douce. Elle 

appartient à l’embranchement des Annélides, à la classe des Achètes ou Hirudinées (ni 

parapode, ni soie, à l’ordre des Gnathobdellés (présence de mâchoires mais pas de trompe, 

à la famille des Hirudinée et au genre Hirudo. 

 

Système nerveux 

Dès la première moitié du XIXème siècle, de nombreuses études ont été menées sur 

le système nerveux de la sangsue médicinale et ceci en a fait un des premiers modèles en 

neurobiologie [Sawyer, 2000].Ces études ont abouti à une connaissance très précise de la 

structure du système nerveux schématisée sur la figure 13.  

Anatomie  

Le système nerveux de la sangsue médicinale est composé d’une chaîne de ganglions 

reliés entre eux par deux connectifs inter-ganglionnaires formés de fibres nerveuses. 

Chaque métamère est ainsi innervé par un ganglion. La chaîne nerveuse est ventrale et 

enfermée dans un sinus sanguin. Tout d’abord, quatre ganglions innervent la partie 

antérieure de l’animal. Ces ganglions sont fusionnés en deux masses. Les ganglions 

supra-œsophagiens ont un rôle limité excepté dans la neurosécrétion tandis que les 

ganglions sous-œsophagiens jouent un rôle sensoriel important par l’innervation de la 

ventouse antérieure et des trois mâchoires. Ces deux masses sont reliées entre elles et 

forment un collier nerveux péri-œsophagien. Ensuite, un ganglion segmentaire innerve 
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chaque métamère du corps de l’animal. Enfin, sept ganglions fusionnés forment un 

ganglion caudal volumineux innervant principalement la ventouse postérieure de la 

sangsue. L’ensemble de la chaîne nerveuse est couvert par une capsule fibreuse contenant, 

au niveau des connectifs, des fibres musculaires contractiles. 

 

 Structure des ganglions 

L’architecture neuronale des ganglions segmentaires est très bien caractérisée et 

extrêmement conservée d’un ganglion à l’autre. Les ganglions contiennent environ 400 

corps cellulaires, excepté les ganglions 5 et 6 associés aux systèmes reproducteurs qui en 

contiennent environ 700. Au sein des ganglions, les corps cellulaires sont séparés en 6 

follicules enveloppés chacun par une cellule gliale (cellule gliale des paquets) et de 

nombreuses cellules microgliales disséminées au sein du neuropile et du neuvrilème. 

Deux autres cellules gliales sont présentes dans le neuropile (cellules gliales géantes ou 

neuropile glia). Une cellule gliale supplémentaire est associée à chaque connectif 

(cellules gliales des connectifs). En plus des connectifs inter-ganglionnaires, partent de 

chaque ganglion quatre nerfs segmentaires (deux antérieurs et deux postérieurs) 

constituant le système nerveux périphérique de l’animal. Une cartographie précise du rôle 

de la plupart des neurones a été établie par Nicholls et Baylor [Nicholls and Baylor, 

1968]. Les corps cellulaires les plus volumineux sont associes aux activités sensorielles 

(neurones T pour toucher, P pour pression et N pour nociception). D’autres neurones sont 

associés à d’autres fonctions telles que la nage, la circulation sanguine ou encore 

l’activité sexuelle. Le système nerveux de la sangsue Hirudo medicinalis est détaillé dans 

la figure 13. 
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(C) 

 

 

Figure 13: Schématisation du système nerveux de la sangsue médicinale. (A) 

Structure générale de la sangsue médicinale avec une vue ventrale de sa chaine nerveuse. 

(B) Anatomie de la chaîne nerveuse de la sangsue médicinale. (C) Schéma d’un ganglion 

du SNC de la sangsue (d’après [Tahtouh et al., 2009b]). La vue dorsale du ganglion 

montre quatre des six cellules gliales du paquet enveloppant les corps cellulaires des 

neurones. Les axones passent par le neuropile et se prolongent dans les connectifs. Le 

neuropile possède deux cellules macrogliales. Les cellules microgliales sont distribuées 

dans les ganglions et connectifs. Le système nerveux est enfermé dans une capsule 

externe couverte à l'extérieur par le feuillet viscéral de l'endothélium (paroi ventrale du 

sinus sanguin). 
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Intérêt scientifique 

La chaîne nerveuse, par sa simplicité structurale, représente un tissu très accessible 

pour des études in vivo et in vitro. Le système nerveux de la sangsue a, pour 

caractéristique intéressante, la faculté de régénérer à la suite d’une lésion ou blessure. 

Lors de la section d’un connectif, les mouvements de natation de l’animal sont perturbés. 

Après quatre semaines, la nage de l’animal redevient normale, prouvant que la 

régénération n’est pas uniquement structurale mais également fonctionnelle [Elliot and 

Muller, 1981; Muller and Scott, 1981]. De nombreuses expériences réalisées in vivo et in 

vitro ont démontré qu’à l’inverse des neurones mammaliens, les neurones de sangsue 

possèdent la faculté, suite à une lésion, de régénérer des synapses et surtout de restaurer 

leurs fonctions [von Bernhardi and Muller, 1995]. Cette lésion est directement 

accompagnée d’une accumulation des cellules microgliales au site lésé.  

 

Ces différentes observations témoignent du rôle important des cellules microgliales 

de sangsue dans la réponse neuro-inflammatoire au sein du SNC de la sangsue 

médicinale. L’activation de la microglie est contrôlée par un large éventail de facteurs 

immunitaires. Nous présenterons dans la suite de ce manuscrit mes travaux qui ont visé à 

comprendre l’implication des facteurs du complément dans cette accumulation cellulaire 

et donc dans la neuroinflammation. Les résultats seront rapportés sous forme d’articles 

qui tiennent compte de l’évolution chronologique de notre recherche. 
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Abstract 

Complement is vital for protecting individuals against pathogens and any disturbance 

of homeostasis associated with appearance of foreign substances. Its involvement in the 

various steps of the inflammatory responses and its capacity to interact with the majority 

of cells of innate immunity is now well recognized. Several authors have already 

underlined the ancient origin of the complement factors. However recent data obtained in 

various invertebrates confirm their presence in many species from the phylogenetic 

classification. In this review some details are given about the characterization and the 

potential biologic functions of these new molecules homologues to vertebrate key-

complement factors. Unexpectedly, the complement system of invertebrates shows a 

certain degree of complexity as that of vertebrates, although it shows separate 

development unique to each animal lineage.  Finally the identification of complement 

protein homologs in the central nervous system of invertebrates has opened new 

questions about their role in the dialog between both immune system and nervous system. 

Thus in this review, we will try to bring the biology of the invertebrates complement 

system from behind the scenes into the spotlight. 

 

Keywords: Complement, evolution, immunity, invertebrates. 
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Introduction 

The complement system is a highly sophisticated biological system that was first 

described as a “complement” to innate immunity, emerged as an essential link between 

the innate and adaptive immune systems in vertebrates (1-4). The complement system is 

composed, in a classical pathway (CP), of about 30 distinct humoral and cell surface 

proteins playing a key role in the host defense. From the structural viewpoint, its 

evolution is generally divided into two stages: primitive (all animals except for jawed 

vertebrates) and modern (jawed vertebrates). At the primitive stage, most complement-

specific domain combinations had been evidenced, suggesting that basic function of 

individual complement components had been established at this stage (5, 6). Later, it was 

proposed that complement could be activated by bacterial surfaces through an antibody-

independent pathway, the alternative pathway (AP) that was not easily acceptable at that 

time. Recently, the third pathway, the lectin pathway (LP), was described (2, 7, 8). All 

the three pathways merge at a common proteolytic activation step of C3 the central 

component of complement. The activation of the complement system promotes the three 

main biological activities: (1) opsonization of pathogens, (2) chemotaxis and activation of 

leukocytes, and (3) direct killing of pathogens through a terminal pathway that leads to 

the formation of a membrane attack complex (MAC). Recently, accumulating evidences 

show that the complement system acts as an adjuvant, enhancing and directing the 

adaptive immune response (9, 10). It also participates in the cleaning of apoptotic bodies, 

and many activities remain to be elucidated. Recent studies on vertebrate evolution 

indicate that the major development of the complement system was completed by the 

emergence of jawed vertebrates. In the past, scientists poorly developed the research of 

complement-like molecules in all the other animal taxa that hold anyway a dominant 

position in Metazoa. The term Invertebrates is a general and not well defined name 

indicating all the Metazoa missing a backbone. The invertebrate group is the product of 

hundreds of millions of years of evolution and is comprehensive of a huge number of 

species that today inhabit every environment on earth. The Figure 1 represents the main 

groups of Metazoa including vertebrates and others members which are regrouped under 

the name of invertebrates. In the last several years, the development of researches on 

animal phylogeny and comparative immunology evidenced the presence of complement 
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genes in many Metazoa species, modifying our belief that the complement cascade was 

strictly a vertebrate system (1, 3). It is now evident that the complement system has a 

more ancient origin in evolution than expected. Also, recent studies revealed that the 

primitive complement is one of the most highly organized innate immune systems in 

Invertebrates (2, 5) and that it cannot be regarded anymore „as a sort of simple, 

nonspecific weapon at any and every invader‟ (11). Most of the recently characterized 

complement components show conserved elements along Metazoa, enabling to trace the 

evolutionary history of complement based on these structures (5). The analysis of the 

activation mechanisms and function of Invertebrates complement might explain the 

evolutionary origin of this ancient defense system in Metazoa and also help to improve 

our knowledge of the “modern” complement, as found in mammals. In this review, we 

will discuss the architecture of the invertebrate complement system, as studied to date. 
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Figure 1: The phylogenetic classification of Metazoa based on ribosomal RNA and Hox gene 

family (12). 
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Invertebrate complement system 

Animal immunity was generated under intense evolutionary pressure, and
 

the 

mechanisms that carry out recognition and elimination of
 
pathogens are among the most 

rapidly evolving genetic systems.
 
It is now clear that this pressure led to the emergence

 
of 

novel molecular mechanisms not only among vertebrates, where
 
immunity is by far best 

characterized, but also across invertebrate
 
phyla. For many years, phylogenetic studies of 

the complement were performed mainly at the protein level leading to identification of its 

components from most classes of vertebrates. At that time, it was generally believed that 

the complement was a unique property of vertebrates because all attempts to identify 

similar components from invertebrates had failed. Over the past 10 years, DNA-level 

studies, including genome and EST analyses, caused a drastic change in our knowledge 

about the ancient origin of the complement system. The initial phase of genome analysis 

revealed the presence of the complement genes in several invertebrate species. Since then, 

a higher attention was focused on to those animals, but the experimental investigation in 

this fundamental research field remained limited and little data are still available until 

now. This review will report some recent findings concerning the complement system in 

non-vertebrate metazoans (1) and will try to underline some new unexpected role played 

by complement components in non-immune system . 

 

Complement system in Deuterostomes 

Deuterostomes are one of the two groups of bilaterian metazoa. They present two 

major developmental steps: the formation of the cœlomic cavity by enterocœly and the 

transformation of the first embryonic opening, the blastopore, in anus. Deuterostomes can 

be divided in two major taxa, echinoderms and chordates, characterized by the presence 

of an epithelial, diffused or a central, well-organized nervous system, respectively.  

 

Chordates 

This phylum comprises cephalochordates (amphioxus), urochordates (ascidians), and 

vertebrates. Recent molecular phylogenetic studies led to settle cephalochordates as the 

basal group within this phylum and to consider that vertebrates and urochordates had 

diverged later (13, 14). These three groups share several typical features, including a 
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notochord, dorsal hollow neural tube, gill slits, and endostyle and are thought to have 

derived from a common ancestor during or prior to the Cambrian explosion. In this 

paragraph we will limit our discussion to non-vertebrate chordate complement. 

 

The cephalochordates, commonly called amphioxus or lancelets, comprise a little 

number of marine species separated from vertebrates by a wide phylogenetic distance. 

However these organisms share many conserved DNA sequences like several 

transcriptional enhancers and have been in the focus of many evolutionary studies to 

understand the biology and evolution of complement system in either non-chordate or 

chordate deuterostomes. In an important comprehensive genomic survey of the immune 

gene repertoire of the amphioxus Branchiostoma floridae, significant features of 

expansion were clearly reported (15). Thus, in the list of various innate immunity gene 

models, the amphioxus genome exhibited those related to C-type lectin, ficolin or C1q, 

but also hundreds of models containing complement-related domains as C3, B factor, 

MBL-associated serine protease (MASP) and C6-like (15). Interestingly a novel C1q 

family member, named AmphiC1q1, was cloned and identified in cephalochordate 

amphioxus. By in situ hybridization, high transcriptional levels of the gene were detected 

during all stages of embryonic development and in mature individuals; AmphiC1q1 was 

mainly expressed in the ovary, intestine and nerve system. Functional analysis indicated 

that AmphiC1q1 could not act as its lamprey homologue. Moreover by using a 

recombinant AmphiC1q1 protein truncated of its globular C1q domain, the crucial role of 

the collagen region for the protein activity was shown (16). In addition, as amphioxus 

was shown to have a sophisticated TNF system and a complicated complement system 

not previously seen in other invertebrates, such studies underlined that the amphioxus, a 

species without vertebrate-type adaptive immunity, holds extraordinary innate 

complexity and diversity (17). In another amphioxus species, B. belcheri, a functional 

role of complement system in the embryogenesis of invertebrate species was originally 

reported. Indeed the C3 and B factor complement components can be maternally 

transferred to offspring. Using three blocking antibodies of the complement activation 

pathways, the AP was shown to be primarily responsible for the bacteriostatic activity of 
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the egg cytosol and the potential involvement of the CP and LP key-elements was shown 

to have little contribution (18).  

 

Urochordates or tunicates include around 1300 species of marine chordates. The 

Ascidiacea is the largest group of tunicates. Studies on the ascidian complement system 

have been mainly performed on two species, Halocynthia roretzi and Ciona intestinalis.    

H. roretzi is suitable for biochemical analysis because of its large body size. C3 (19), 

glucose binding lectin (GBL) (20), and ficolin (21) proteins have been isolated from its 

body fluid. In addition, cDNA clones for C3 (19), GBL (20), ficolin (21), B factor, 

MASPs (22), CR3 alpha (23) and CR3 beta (24) chains have been identified. The H. 

roretzi complement system was shown to exhibit opsonic activity using GBL and ficolins 

as recognition molecules.  

C. intestinalis has the smallest genome of any experimentally manipulable chordates 

and  provide a foundation for genome-scale analysis of regulatory networks through 

development (25). The genome-wide search for the ascidian complement undertook in 

the C. intestinalis model led to demonstrate that most complement gene families are 

present in urochordates and many of them have multiple members. Its genetic 

relationship to other invertebrates and vertebrates prompted many researchers to study 

complement factors in this animal as a mean of better understanding the evolution of C3, 

C4 and C5. Two C3-like genes (CiC3-1 and CiC3-2) have been characterized from blood 

cell total RNA of C. intestinalis (25). In mammals, the C3 gene is mainly expressed in 

the liver by hepatocytes, macrophages and other cell types. Unlike H. roretzi where the 

hepatopancreas and blood cells have been identified as the main sites of C3 gene 

expression, C. intestinalis does not possess this digestive gland. However, like all 

urochordates, it does have a well-developed hemocœlic blood vascular system, which 

allows the blood cells to penetrate directly into the surrounding tissues. Interestingly the 

presence of a conserved thioester site (absent from C5), anaphylatoxin (ANA) and 

C345C domains in the CiC3-1 and CiC3-2 related genes confirmed that the two isolated 

genes are C3-like genes (6, 26-28). Furthermore, B factor, C6-like molecules with 

MAC/Perforin (MACP) domain and MASP-type serine proteases were also found. 

Recently, a C. intestinalis Mannose Binding Lectin (MBL) related molecule (CiMBL) 
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was isolated and its antimicrobial activity was demonstrated to be dependent on a 

collagenous domain (26). Thus, such fundamental studies have suggested the presence of 

three different units in the complement system of C. intestinalis. The first unit behaves as 

an opsonic unit that contains C3 and B factor acting as a vertebrate AP. The second one, 

composed of lectin-like domains, looks like a LP containing the potential molecules 

involved in recognition of foreign molecular motifs. CiMBL and MASPs are supposed to 

be associated with these recognition molecules. The third unit contains C6-like molecules 

with the MACP domain showing cytolytic functions, however, this latter unit may be 

independent from the other two ones because of the lack of the critical domains required 

for interaction with C5 as observed in mammals. In addition, five transcripts, each with 

complete coding sequence, homologous to known rhamnose-binding lectins (RBLs) were 

identified in a full-length cDNA library from the compound ascidian Botryllus schlosseri 

(29, 30). Thus, the ascidian complement system was the best studied in invertebrates and 

based on the data obtained until now a hypothetical functional mechanism of invertebrate 

complement might be proposed (Figure 2).  

 

Echinoderms 

Echinoderms along with hemichordates and xenoturbellida (31) constitute
 
a distinct 

group to the chordates. Updated reports on echinoderm genome have offered a more 

complete view of immunity across bilaterian phyla. For example, the recent focus onto 

immune components in the purple
 
sea urchin Strongylocentrotus purpuratus has outlined 

the changing perspective on the evolution
 
of deuterostome immunity. The purple sea

 

urchin is a long-lived animal and its genome is non-reduced. Aside from its critical 

phylogenetic position, S. purpuratus has morphology, life history and immune features 

unlike those of any
 
of the animal models from which our understanding of invertebrate

 

immunity is derived. By taking into account all these criteria and by considering some 

new recent information about alternative ways to create immune diversity, the immune 

complexity of this invertebrate has been underlined. Indeed C3- and B factor-related 

molecules (SpC3 and SpBf, respectively) were cloned and sequenced from a 

lipopolysaccharide (LPS)-activated cœlomocyte cDNA library of S. purpuratus. Western 

blot and gene expression analyses revealed the presence of two phagocyte subpopulations 
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expressing SpC3 and the SpC3 gene upregulation following LPS challenge (3). SpC3 has 

been shown to function as an opsonin in the cœlomic fluid and opsonizes yeast 

(Saccharomyces cerevisiae) to be phagocytosed by polygonal cœlomocytes. To date, the 

sea urchin complement system seemed to be in term of functionality similar to the AP in 

vertebrates. However, homologs of factor D and properdin have not been identified in the 

cœlomic fluid. This alternative complement pathway is usually activated by a microbe 

surface in a well-studied activation sequence (3, 18, 32, 33) The SpC3b fragment forms a 

covalent bond with an amino group or hydroxyl group on the microbe surface. The 

complex between SpC3b and SpBf alters the conformation of SpBf that is cleaved by a 

putative factor D homologue; the serine protease domain of SpBb is activated and the 

complex functions as a C3 convertase. It cleaves additional SpC3 then, SpC3b molecules 

are covalently bound to the surface of the microbe leading to an efficient microbe coating 

recognized by the phagocytes for uptake and destruction. Thus understanding the sea 

urchin immune system might led to better elucidate how these defense systems function 

in the absence (echinoderms) or in the presence (vertebrates) of an adaptive system, and 

consequently how to draw an evolutionary line between invertebrate and vertebrate 

complement system.  

 

Complement system in Protostomes 

The second group of bilateria, the protostomes, includes several different taxa, 

characterized by the developmental destiny of blastopore, that becomes the animal mouth, 

and by the schizocœlic formation of the cœlomic cavity. Belong to this group the 

ecdysozoans, which is the richest phyla in term of number of species (e.g. Nematodes or 

Arthropods), and the lophotrochozoans represented by annelids, mollusks and many other 

phyla. Some recent reports on complement-like molecules evidenced in protostomes are 

here discussed.  

 

Arthropods 

In this group of animals, the lack of the potential complement activation cascade was 

explained by the absence of some key complement molecules in the related genome as 

observed in the fruitfly Drosophila  melanogaster  It was suggested that because of their 
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very short generation time, these animals surely rely on other immune systems effectors 

against harmful pathogens (1). In D. melanogaster, antimicrobial immunity is based on 

both humoral and cellular innate immune responses. The first one is exerted by 

antimicrobial peptides (AMPs), while the second one is accomplished through a 

defensive phagocytosis done by hæmocytes and facilitated by some secreted opsonin 

such as insect thioester containing proteins (TEPs) (34). D. melanogaster genome 

encodes four TEPs, three of which are upregulated after an immune challenge and these 

fly TEPs proteins were reported to potentially distinguish different pathogens for 

subsequent phagocytosis (35). Thus TepII was described for efficient phagocytosis of E. 

coli (but not C. albicans or Staphylococcus aureus) and TepIII was demonstrated to be 

required for the efficient phagocytosis of S. aureus (but not C. albicans or E. coli). At the 

difference of the gram-negative binding proteins (GNBPs) that are highly conserved, 

some TEP genes (i.e TepI and TepII) were reported to evolve rapidly under positive 

selection. Theses "bait-like regions" (also known as variable regions) were suggested to 

be a target of host-parasite coevolution (36). Interestingly, though D. melanogaster and 

the malaria vector mosquito, Anopheles gambiae, followed independent evolution 

scenarios as a result of specific adaptation to distinct ecological environments (37). 

Drosophila and Anopheles TEPs show a closer similarity to mammalian alpha2-

macroglobulin than to C3, C4 and C5. Indeed, a novel hemocyte glycoprotein, now 

identified as TEP1, was characterized from the Anopheles gambiae and shown to serve as 

a complement-like opsonin as well as to promote phagocytosis of some Gram-negative 

bacteria in a mosquito hemocyte-like cell line (38). Additive experiments led to the 

demonstration that this TEP1 from the malarial vector Anopheles gambiae can mediate 

recognition and killing of ookinetes from the malarial parasite Plasmodium berghei. 

Moreover combined genome-wide mapping and reciprocal allele-specific RNA 

interference have underlined the key-role of TEP1 for resistance to malaria (39). Thus the 

presence in Drosophila of several proteins similar to complement C3 makes suggests that 

an ancient equivalent of the alternative pathway and/or the lectin pathway exists in this 

species (40). Such thioester proteins were present in ticks. Indeed the primary structure of 

alpha(2)-macroglobulin from the hard tick Ixodes ricinus (IrAM) by sequencing of 

overlapping PCR products was determined and specific analysis within its 'bait region' 
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has demonstrated that IrAM is closely related to the alpha(2)-macroglobulin from the soft 

tick Ornithodoros moubata. The IrAM message is expressed in all tick developmental 

stages and tissues, except for the gut, and the protein was mainly detected in the 

hemolymph. Interestingly by using dsRNA interference some functional activities of 

IrAM were evidenced. Thus specific IrAM knock-down markedly reduced the 

phagocytosis of a potential pathogen, Chryseobacterium indologenes, by tick hemocytes 

both in vitro and in vivo. In contrast, phagocytosis of the Lyme disease spirochete 

Borrelia burgdorferi or a commensal bacteria Staphylococcus xylosus was not affected 

(41). 

 

The complement system in two species of horseshoe crab, Carcinoscorpius 

rotundicauda and Tachypleus tridentatus was analyzed. C3- and B factor-like cDNAs 

were isolated from C. rotundicauda (42). The predicted primary structure of CrC3 and 

CrBf retained most functionally important residues and basic domain structure. CrC3 

showed hydroxylamine-sensitive binding to Staphylococcus aureus and other bacteria, 

suggesting the involvement of the CrC3 thioester bond. A C3 homologue was also 

identified from Tachypleus tridentatus (43). In response to LPS stimulation, factor C 

stored in hæmocytes initiates hæmolymph coagulation, activates the conversion of TtC3 

to TtC3b and thus behaves as a C3 convertase on the surface of invading Gram-negative 

bacteria. However, the complement-dependent clearance system of invading pathogens in 

horseshoe crabs remains to be elucidated (44). More recently, in haemocytes of tiger 

shrimp Penaeus monodon, an alpha 2-macroglobulin (alpha2-M) sequence was 

characterized and was shown to contain putative functional domains including a 

GCGEQNM thioester region, a bait region, and a receptor-binding domain which are 

present in other invertebrate and vertebrate alpha2-Ms. Alignment of the deduced amino 

acid sequence to other species alpha2-M showed that the overall structure is 

evolutionarily conserved and phylogenetic analysis revealed that P. monodon alpha2-M 

is closely related to other arthropod alpha2-M such as kuruma shrimp Marsupenaeus 

japonicus, American horseshoe crab Limulus polyphemus and mud crab Scylla serrata. P. 

monodon alpha2-M mRNA transcripts were significantly increased in haemocytes 
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following peptidoglycan injection, but returned to their basal level after bacteria derived 

compound exposure (45). 

 

Nematodes 

At difference of other invertebrates, various studies carried out in nematodes failed up 

to now to clearly identify C1q related or TEP homolog molecules (46). Indeed the C1q 

domain which represents a common structural motif the C-terminal domains of the A, B, 

C chains of C1q subcomponent was not identified in the well studied C. elegans 

nematode. As a strict orthology has been retained throughout vertebrate evolution, it was 

recently suggested that the retention or loss of this gene related family throughout 

evolution has been sporadic. Other phylogenetic experiments failed to identify homolog 

elements of the vertebrate classical pathway in C. elegans. Only a putative complement 

component showing a homology to human factor H instead of the α-chain of the C4b 

binding protein (C4bpα) was clearly characterized. Thus, the ancient evolutionary 

position of factor H is in agreement with the idea that the alternative pathway of the 

complement system is older than the classical pathway.  

 

Molluscs 

Several studies carried out in the scallop Chlamys farreri led to the identification of 

different molecules related to complement components (47-49). Thus a novel member of 

C1q-domain-containing protein family, CfC1qDC, was characterized as a potential 

polypeptide of 178 amino acids, including a signal peptide, a C1q-domain of 158 amino 

acid sequence and the predicted molecular weight of 17.2 kDa. mRNA transcripts of 

CfC1qDC were detected in kidney, mantle, adductor muscle and gill and in hemocytes. A 

significant up-regulation in the expression level of CfC1qDC mRNA was observed after 

bacterial challenge with Listonella anguillarum. Interestingly by using recombinant E. 

coli BL21 expressing the mature peptide of CfC1qDC a binding activity was evidenced 

for LPS from E. coli but no obvious antibacterial or agglutinating activity was detected 

toward Gram-negative bacteria E. coli JM109, L. anguillarum and Gram-positive bacteria 

Micrococcus luteus. Thus CfC1qDC was supposed to be involved in the recognition of 

invading microorganisms probably as a pattern recognition molecule in mollusc and 
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might be an important pattern recognition receptor in innate immunity of these 

invertebrates. Another protein, Cflec-3, belonging to the C-type lectin superfamily was 

studied. The Cflec-3 mRNA was mainly detected in hepatopancreas, adductor, mantle, 

and marginally in gill, gonad and hemocytes of healthy scallops. After challenge with by 

Listonella anguillarum, the mRNA level of Cflec-3 in hemocytes was up-regulated. The 

agglutinating activity of Cflec-3 towards Gram-negative bacteria Pseudomonas was 

shown to be calcium-dependent and inhibited by D-mannose. Finally CfTEP, a new 

member of thioester-containing protein (TEP) family, was found in scallop Chlamys 

farreri and was demonstrated to be probably involved in innate immunity against 

invading microbes. The proportion of CfTEP variant transcripts examined in the gonad of 

scallops after bacterial challenge was shown to be dependent on the nature of the bacteria 

but also variable according the sex of invertebrate. Thus in this mollusk, the genomic 

organization of CfTEP appears to be more similar to human and mouse C3 rather than 

Ciona C3-1 and Drosophila dTEP2. 

 

Recently, the C3 gene has been identified from two other molluscan species. The 

analyses of an EST database of the light organ of the Hawaiian bobtail squid, Euprymna 

scolopes, revealed the presence of a molecule with similarity to complement C3. 

Interestingly, this molecule possesses residues and domains known to be essential for C3 

function (50). Furthermore, the characterization of C3 and factor B-like proteins was 

reported in the clam Ruditapes decussatus and these proteins are inhibited after bacteria 

inoculation. This phenomenon may be due to the impact of bacterial products that might 

block the activities of these complement-like serum proteins as well as their related gene 

expression as described in humans (51). All these experimental data constitute the first 

evidence of complement-like molecules in Mollusks. 

 

Annelids 

The study of the complement system in Annelids was mainly based on their role in 

the nervous system. The involvement of some complement components, in vertebrate 

nervous system protection has been recently suggested (52-54). Experiments were 

undertaken to identify immune factors that contribute to the microglial cell recruitment 
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required to efficient nerve cord repair. Unlike vertebrates, some lophotrochozoan can 

fully repair their CNS following injury.  

 

The medicinal leech Hirudo medicinalis constitutes an interesting model in 

neuroscience because of its tightly defined CNS structure and its ability to functionally 

regenerate the injured nerve cells. Leech CNS is included in a blood sinus and is 

constituted by 32 metameric ganglia connected by connectives. Every ganglion contains 

around 400 neuron cell bodies and 10000-14000 microglial cells. The recruitment of 

microglial cells at the lesion site is essential for sprouting of injured axons and nerve 

repair process. From a specific leech nervous system EST library, several molecules 

having homology with vertebrate complement factors have been identified. One of them, 

a molecule homologous to vertebrate C1q (HmC1q) was characterized and evidenced in 

neurons and glial cells by in situ hybridization and immunochemistry experiments (55). 

The HmC1q was demonstrated to have a chemotactic activity on microglial cells as the 

purified human C1q. The cell recruitment was reduced when microglia was preincubated 

with signaling pathway inhibitors such as pertussis toxin or wortmannin or anti-gC1qR 

antibody suggesting the implication of gC1qR in C1q-mediated migration in this model. 

Using specific anti-HmC1q antibodies, the microglial cell accumulation was highly 

reduced in in vitro and ex vivo experiments. For the first time, a molecule homologous to 

mammalian C1q was characterized in the leech CNS. The results obtained in the leech 

nerve CNS indicate that complement-like factors are involved in the efficient nerve cord 

repair following a nervous system injury. In this animal, complement factors seem to 

preserve its bright side of protection preventing a harmful inflammation caused by the 

long last complement activation. These findings confirm the interest on using an 

invertebrate model to explore the origin of the complement system and to evaluate the 

crucial role that it plays in immune response. MBL and ficolin related molecules were 

also found in the EST library derived from leech CNS and their possible functional 

connections with HmC1q are still to be clarified. 
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Complement system in Cnidarians 

Complement components have also been isolated from Cnidarians, a group of 

diploblastic organisms that are neither protostome nor deuterostome. Two species were 

relatively well studied for the presence of complement genes. In the sea anemone 

Nematostella vectensis genome, were identified two C3, two B factor and one MASP 

putative genes. All these genes are expressed in tentacle, pharynx and mesentery 

endoderm. These results suggest that the sea anemone complement system is simple, 

composed of only three central components and functions in the body defense in 

cœlenteron. However, the possibility that other complement genes may be present in sea 

anemone is suggested (56). The molecular analysis of a gorgonian coral, Swiftia exserta 

allowed characterization of a C3-like gene, SeC3. Further studies will address its role and 

determine whether the coral C3-like protein serves a function analogous to its vertebrate 

counterpart (57). 

 

Conclusion 

In conclusion, the complement system has been one of major players of innate 

immunity for long time, and upon emergence of adaptive immunity in common ancestor 

of jawed vertebrates, the complement system established linkage with it. All the data 

presented above clearly showed that this biological system has a more ancient origin, and 

almost all major invertebrate groups so far studied possess the complement system. 

Complement components were so far isolated in cephalochordates, urochordates, 

echinoderms, annelids, arthropods and in cnidarians as well. The old simplistic idea 

concerning the evolution of the complement system expanded since its original discovery. 

We speculate that within time this system is now tightly defined and highly complex. The 

activation pathways were not that clear in ancient invertebrates as they are now for 

vertebrates and most of functional mechanisms of the discovered molecules are still 

unclear. Recent data clearly showed that complement factors are not only present in 

invertebrates but they also exert vital activities homologous to that of vertebrate‟s 

components. As described above and for the first time in invertebrates, a novel HmC1q 

was identified in the leech nervous system (55) and exhibited a potent chemotactic 

activity just like the vertebrate‟s C1q (58). However, we cannot rule out the possibility 
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that other complement genes are present in invertebrates, that is why further studies must 

be done in order to draw a clear overview for the whole complement system evolution. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2: Hypothetical invertebrates complement system deduced from the draft genome 

sequences. Based on structural comparison with the vertebrate counterparts, these possible 

complement components might act through this putative functional pathway. C activation leads to 

C3 cleavage so C3b can covalently bind to the microbe which is efficiently destroyed by the 

phagocyte. The question marks shown above illustrate the points that need further investigations.  
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Caractérisation de HmC1q :  

un nouveau facteur chimiotactique contenant le domaine C1q 

dans le système nerveux de la sangsue Hirudo medicinalis 

 
1. La réponse microgliale. 

 
Afin d’assurer sa protection contre d’éventuels agents microbiens, le SNC des 

vertébrés est capable de mettre en place une réponse immunitaire innée très élaborée. Les 

cellules microgliales constituent l'une des populations cellulaires les plus importantes 

impliquées dans la protection immunitaire du SNC. Suite à une lésion de ce dernier, ces 

cellules sentinelles seront activées par de nombreux stimuli inflammatoires [Nakamura et 

al., 1999; Piehl and Lidman, 2001]. Après être devenues amiboïdes, elles seront recrutées 

vers les sites de lésion où elles participent à l'élimination des débris cellulaires et des 

corps apoptotiques [Aloisi, 2001; Hanisch, 2002]. Les cellules microgliales activées sont 

impliquées dans les mécanismes de neuroinflammation en synthétisant un large panel de 

molécules pro-inflammatoires [Nakamura, 2002; Qin et al., 2006] et de nombreux 

facteurs qui contrôlent la réponse immunitaire innée [Kielian, 2004].  

 

Vu la complexité du SNC des vertébrés et son incapacité à régénérer efficacement 

suite à une lésion, le recours à des modèles invertébrés plus simples et capables de 

réparer efficacement leur tissu nerveux endommagé, semble constituer une alternative 

intéressante. Ceci pourrait apporter des informations essentielles à la compréhension de 

l’implication des cellules microgliales dans l’initiation et le contrôle de la 

neuroinflammation, phénomène nécessaire pour la réparation nerveuse.  

 

Au sein de notre équipe au Laboratoire de Neuroimmunologie des Annélides, nous 

avons choisi de travailler sur un modèle invertébré bien connu en neurobiologie et 

capable de réparer efficacement son système nerveux suite à une lésion [Baylor and 

Nicholls, 1971; Jansen and Nicholls, 1972], la sangsue Hirudo medicinalis. L’approche 

expérimentale choisie a consisté à prélever une partie de la chaîne nerveuse afin de 

n’observer au cours de la réponse à une lésion expérimentale que le recrutement des 
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cellules microgliales. En effet, l’étude de ce système nerveux in vitro permet d’évaluer la 

cinétique ainsi que l’intensité du recrutement microglial en faisant abstraction de 

l’infiltration possible des cellules sanguines à l’intérieur de la chaîne nerveuse. Cette 

particularité représente un avantage significatif comparé à la complexité structurale mais 

aussi cellulaire de la réponse inflammatoire chez les mammifères. Comme chez les 

vertébrés, les cellules microgliales de la sangsue s’accumulent rapidement au niveau du 

site de lésion [Babington et al., 2005; Morgese et al., 1983]. De plus, une étude récente 

montre que leur accumulation au site de la blessure est essentielle à la repousse axonale 

[Ngu et al., 2007]. En effet, une accumulation des cellules microgliales (Figure 14) est 

observée par un marquage nucléaire 3 heures après la lésion des connectifs (A). En 

parallèle, une reconnexion synaptique est mise en évidence (B). L’ATP, libéré suite à la 

lésion de la chaine nerveuse, est un activateur des cellules microgliales à des basses 

concentrations. A l’inverse, des concentrations plus élevées d’ATP causent la réduction 

de la migration de la microglie au site de lésion [Duan et al., 2003]. En effet, 

l’administration de 3 mM d’ATP a significativement réduit le taux d’accumulation des 

cellules microgliales au niveau du site de lésion (C). De manière intéressante, ceci a 

nettement retardé la reconnexion synaptique (D). Par ailleurs, l’action de l’ATP se limite, 

dans ces expériences, à l’inhibition du recrutement microglial et non à un effet indirect 

sur les axones lésés. En effet, une injection tardive d’ATP quand les cellules microgliales 

sont déjà accumulées au site de lésion ne perturbe pas la cinétique de reconnexion 

synaptique. Ce résultat met donc en évidence le rôle primordial de l’accumulation des 

cellules microgliales dans le phénomène de la réparation axonale chez la sangsue 

médicinale [Ngu et al., 2007].  

 

Afin de déterminer l’identité des facteurs neuronaux responsables de l’accumulation 

des cellules microgliales chez la sangsue, une recherche dans les banques d’EST de 

système nerveux de Hirudo medicinalis a été entreprise. En effet, chez les vertébrés, les 

cellules microgliales activées participent à la mise en place d’une réponse immunitaire 

innée au niveau du SNC, notamment par leur capacité à produire et à réagir à de 

nombreuses cytokines pro-inflammatoires [Hanisch, 2002; Hanisch and Kettenmann, 

2007]. C’est pourquoi, notre attention s’est portée sur la présence dans les banques EST 
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de molécules pouvant être apparentées à des facteurs chimiotactiques. Nous avons dans 

un premier temps privilégié l’étude d’une molécule contenant le domaine C1q. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 14: L’accumulation des cellules microgliales au site de lésion est indispensable 

à la repousse neuronale [Ngu et al., 2007]. Le déplacement des cellules microgliales est 

observé à l’aide d’un marquage nucléaire (A,C,E). La repousse axonale est mesurée dans 

le cadre représenté (B,D,F). Dans le contrôle, la blessure est effectuée seule (A-B). Le 

traitement ATP normal est réalisé 30 minutes avant la blessure et se poursuit encore 

durant 3 heures post-lésion (C-D). Le traitement ATP tardif dure également 3 heures et 

30 minutes mais ne commence que 3 heures après la blessure (E-F). Les images 

correspondent à la zone de blessure. 

 

2. La molécule C1q chez les mammifères.  

Parmi les facteurs exprimés par les cellules microgliales et les neurones, la sous-unité 

C1q semble jouer un rôle clef dans certaines maladies neurodégénératives comme la 

maladie d'Alzheimer [Bergamaschini et al., 2001; Tacnet-Delorme et al., 2001] et dans 

des maladies autoimmunes comme le lupus systémique érythémateux [Flierman and 

Daha, 2007; Trendelenburg, 2005]. En effet, C1q participe à l’élimination des cellules 

apoptotiques par les phagocytes [Fishelson et al., 2001; Nauta et al., 2002; Trouw et al., 

2008]. En absence d’opsonisation, les cellules apoptotiques peuvent rester plus longtemps 

dans l'organisme et stimuler la production d'auto-anticorps conduisant à une réaction 

inflammatoire exacerbant la maladie en question [Botto, 1998; Botto, 2001; Botto and 

Walport, 2002]. C1q participe également au recrutement des cellules immunitaires 

effectrices dotées de récepteurs spécifiques au C1q (C1q binding proteins ou C1qBP) 
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[Vegh et al., 2006]. Pris ensemble, ces données indiquent que les cellules microgliales, en 

présence des cytokines et des molécules du complément dont le C1q, contrôlent la 

neuroinflammation au niveau du SNC. 

 

3. La molécule apparentée au C1q chez la sangsue. 

Afin d’étudier au sein du SNC de la sangsue médicinale, la molécule contenant le 

domaine C1q et d’évaluer son implication dans l’accumulation des cellules microgliales, 

un ensemble de questions s’est posé et a permis de dresser un schéma clair des objectifs à 

atteindre ainsi qu’une stratégie expérimentale  pour y parvenir. 

 

a) Quelle similitude présente le C1q de sangsue avec les C1q connus. Peut-on effectuer 

une analyse phylogénétique en mettant en relief les domaines conservés et les 

homologies avec les autres espèces.  

 

Objectif : Caractérisation de la séquence complète de la molécule contenant le domaine 

globulaire C1q (gC1q) retrouvée dans les banques EST de la sangsue Hirudo medicinalis 

par des techniques de biologie moléculaire telles que la RACE RT-PCR, clonage et 

séquençage des séquences nucléotidiques amplifiées.  

 

b) Une molécule C1q peut-elle exercer une activité de recrutement des cellules 

microgliales chez la sangsue? 

 

Objectif : Mesurer les effets dose-dépendants du C1q sur l’accumulation cellulaire. Pour 

cela, utilisation de la forme recombinante du C1q humain comme facteur 

chimioattractant dans des tests de chimiotactisme sur les cellules microgliales de 

sangsue.  

   

c) Le facteur apparenté au C1q chez la sangsue (nommé par la suite HmC1q) est-il libéré 

à la suite de la lésion pour exercer un rôle de chimiokine sur les cellules microgliales? 
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Objectif : Rechercher HmC1q dans le milieu de culture ayant incubé la chaîne nerveuse 

lésée. Mesurer les effets de ce milieu conditionné sur l’accumulation microgliale et les 

conséquences d’une neutralisation de HmC1q sur la migration cellulaire. Pour cela, 

l’activité chimiotactique du  milieu conditionné sur la microglie de sangsue sera évaluée. 

La même expérience sera réalisée sur des cellules incubées avec un anticorps spécifique 

anti-HmC1q.  

Afin de répondre en partie à ces questions, la production d’un anticorps spécifique s’est 

avèré indispensable et fut réalisée à façon par la société Agro-Bio. Cet anticorps 

polyclonal anti-HmC1q fait chez le lapin permettra, en partie, d’étudier l’activité de 

HmC1q.  

 

d) Quelles populations cellulaires sont responsables de l’activation microgliale par les 

facteurs chimioattractants? Les neurones endommagés sont-ils capables de déclencher 

un message d’alerte en produisant les facteurs chimiotactiques responsables de 

l’accumulation des cellules microgliales? 

 

Objectif : Localisation des ARNm et de la protéine dans le SNC afin de préciser les 

cellules impliquées dans l’accumulation microgliale suite à une lésion. Des ribosondes 

construites sur la base du gène HmC1q seront utilisées dans des expériences 

d’hybridation in situ pour localiser les ARNm. L’anticorps polyclonal anti-HmC1q 

assurera quant à lui un bon suivi de la protéine et des populations cellulaires intervenant 

dans l’accumulation microgliale. 

 

e) La protéine HmC1q est-elle inductible après la lésion? 

 

Objectif : Établir une comparaison des niveaux de transcrits sur des coupes de SNC lésés 

fixées après des délais croissants. Puisque les cellules exprimant le gène HmC1q sont 

disséminées dans le système nerveux, il est préférable de comparer qualitativement des 

tissus identiques au cours du temps de réponse à la lésion. L’analyse quantitative 

utilisant par exemple la PCR quantitative serait compromise par les ARNm issus de 

cellules ne répondant pas à la blessure mais possédant tout de même une expression 
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basale du dit-gène. C’est pourquoi, une stratégie reposant sur des expériences 

d’hybridation in situ nous permettra d’évaluer la présence d’une induction au cours de la 

réponse. 

 

f) Quelles sont les cellules sensibles au facteur HmC1q? Selon quels mécanismes 

HmC1q peut-il interagir avec ces cellules microgliales pour les recruter? Y a t- il une 

structure réceptrice apparentée au récepteur connu du C1q chez les mammifères 

(gC1qR)?  

 

Objectif : Définir s’il existe une sous-population microgliale sensible à la présence de 

HmC1q. Rechercher chez ce sous-type microglial la présence d’un récepteur particulier 

permettant à ce facteur  de conduire  au recrutement des cellules microgliales. Dans un 

premier temps, l’utilisation d’anticorps anti-gC1qR humain pourra venir compléter les 

outils moléculaires afin de neutraliser les voies de signalisation normalement utilisées 

par les cellules microgliales activées par HmC1q. Dans ces expériences, l’activation sera 

réalisée avec du  C1q humain. L’impact sur le recrutement sera alors mesuré. Ensuite, 

des analyses moléculaires réalisées à partir des banques EST de système nerveux de 

sangsue permettront de rechercher l’existence de transcrits apparentés à ceux de tels 

récepteurs connus chez les mammifères. 
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Evidence for a novel chemotactic C1q domain-containing 

factor in the leech nerve cord 

 

 

Acceptée pour publication dans Molecular Immunology et publiée en octobre 2008. 
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1. Caractérisation moléculaire de HmC1q. 

Cette molécule candidate a été entièrement caractérisée par des expériences de 

5’RACE-PCR basées sur l’ADNc issu de la banque EST et a été nommée HmC1q (pour 

H. medicinalis). La séquence nucléotidique de la molécule HmC1q code pour une 

protéine de 320 acides aminés et possède deux domaines conservés. Le domaine 

collagène caractérisé par des répétitions Gly-X-Y et le domaine globulaire C1q (gC1q). 

Chez les vertébrés et au sein de la première composante de la voie classique du 

complément, on retrouve ces mêmes domaines conservés. La molécule gC1q possède une 

structure trimérique et assure la liaison avec les fragments constants (Fc) des anticorps, 

alors que le domaine collagénique est réservé à la liaison avec les récepteurs et aussi avec 

d’autres molécules comme l’ADN et la protéine C-reactive (CRP) [Kishore and Reid, 

2000]. Il existe un panel de molécules qui possèdent le domaine gC1q à l’extrémité C-

terminale et qui forment la famille C1q.  

HmC1q, caractérisé chez la sangsue médicinale, est ainsi un nouveau membre de cette 

famille. En effet, comparée aux bases de données avec les programmes BLAST-X et 

BLAST-P, HmC1q présente des homologies avec des protéines de cette famille. Seules 

les homologies avec les molécules humaines ont été retenues. Cette molécule est 

homologue aux chaines A, B et C de la protéine du complément C1q mais aussi à des 

molécules de la famille C1qTNF. Cette dernière est un sous-groupe de la famille C1q, 

dont les membres possèdent un gC1q ayant une structure homologue au domaine C-

terminal de TNF (THD : TNF Homology Domain). Chez l’homme, Il est intéressant de 

noter que les C1qTNFs ont été montrées comme impliquées dans la prévention d’une 

agrégation plaquettaire (CTRP1) [Lasser et al., 2006] et dans des mécanismes neuro-

inflammatoires (CTRP5) [Shu et al., 2006]. De plus, certaines protéines appartenant à 

cette famille ont été sélectivement détectées au sein du système nerveux [Yuzaki, 2008]. 

Le résultat de la caractérisation de HmC1q a mis en évidence une nouvelle molécule 

de la famille C1q qui se rapprochera de certains C1qTNFs par l’homologie de séquence, 

les domaines conservés et la présence au sein du SNC. 
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2. Effet chimiotactique du C1q humain sur les cellules microgliales de sangsue. 

Afin d’évaluer l’implication de HmC1q dans le recrutement des cellules microgliales,  

des tests de chimiotactisme ont été développés tel que décrit par Köhidai [Köhidai, 1995]. 

Dans la boite de pétri (35 mm),  2 puits ont été creusés dans la gélose. Le premier a été 

rempli avec les cellules microgliales purifiées dans du milieu L-15 et le deuxième sera 

réservé au facteur chimioattractant (L-15 avec ou sans C1q humain).  

Dans ce premier test de chimiotactisme, le C1q humain, dont l’effet chimioattractant 

a été déjà démontré [Vegh et al., 2006], fut utilisé avec des cellules microgliales de 

sangsue. Ces dernières ont été recrutées par doses croissantes de C1q humain. Le 

recrutement optimal fut obtenu pour 25 nM de C1q humain. Cette expérience a permis de 

révéler que les cellules microgliales da sangsue sont sensibles au C1q en tant que facteur 

chimioattractant. Il est alors apparu intéressant de tester l’activité de HmC1q sur  les 

cellules  microgliales. 

 

3. Effet chimiotactique de HmC1q sur les cellules microgliales de sangsue. 

Dans ce test de chimiotactisme, des chaines nerveuses de sangsue ont été incubées 

dans du milieu L-15 pendant 24 heures, ce qui nous a permis d’obtenir un milieu 

conditionné par le SNC ayant libéré de nombreux facteurs actifs. L’utilisation de 

l’anticorps polyclonal anti-HmC1q nous a amené à détecter par western blot la forme 

sécrétée de HmC1q dans le milieu conditionné avec une taille qui correspond à la 

molécule caractérisée. Aucune bande n’a été détectée en western blot après une saturation 

avec le peptide de synthèse ou par l’utilisation du sérum pré-immun (SPI), utilisées toutes 

deux comme contrôles négatifs. Le milieu conditionné contenant HmC1q a donc été 

utilisé comme chimioattractant. Les cellules microgliales ont été recrutées par le milieu 

conditionné de façon dose-dépendante, tout comme pour le C1q humain. De plus, 

l’utilisation de l’anticorps anti-HmC1q avec des dilutions différentes (1:25 et 1:50 dans 

du milieu L-15) a inhibé cette activité avec une réduction optimale pour la dilution 1:25. 

Les tests de chimiotactisme avec le sérum pré-immun n’ont pas affecté la migration des 

cellules. Ainsi, ce résultat confirme l’implication de la molécule HmC1q dans le 

recrutement des cellules microgliales. Afin de mieux comprendre le phénomène de 

recrutement,  les cellules qui produisent HmC1q ont été recherchées.  
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4. Localisation des transcrits de HmC1q dans le SNC de la sangsue Hirudo medicinalis. 

Des expériences d’hybridation in situ sur des chaines nerveuses entières lésées ont 

permis de localiser les transcrits de HmC1q au cours du temps. Ces derniers ont été 

rapidement détectés dans les neurones à la périphérie du cytoplasme et au niveau des 

connectifs. La présence d’un signal spécifique au niveau neuronal suggère que ces 

cellules soient capables de produire le facteur chimioattractant. Six heures après la lésion, 

le signal a été uniquement observé dans les neurones et dans les cellules gliales du paquet.  

Les transcrits de HmC1q sont donc instantanément présents suite à la lésion de la 

chaines nerveuse, ceci au sein des neurones et des connectifs. Six heures après cette 

lésion, le signal a totalement disparu au niveau des connectifs lésés. Cette observation 

suggère que les transcrits localisés au niveau des connectifs, où s’accumule normalement  

la microglie, sont rapidement utilisés en réponse à la lésion nerveuse. Une série 

d’expériences d’immunohistochimie a été donc mise en place afin de localiser la protéine 

HmC1q. 

 

5. Localisation de la protéine HmC1q dans le SNC de la sangsue Hirudo medicinalis. 

 Des expériences d’immunohistochimie sur des chaines nerveuses entières lésées ont 

permis de localiser la protéine HmC1q au cours du temps. Ceci a été possible grâce à 

l’utilisation de l’anticorps polyclonal spécifique anti-HmC1q. HmC1q a été détectée dans 

les neurones et au niveau du tissu endothélial sur des chaînes nerveuses prélevées et 

immédiatement analysées mais aucun signal axonal n’a été observé. Ceci suggère que 

l’expression du gène codant la protéine HmC1q au sein des neurones et au niveau du tissu 

endothélial peut être constitutive et n’est pas seulement induite en cas de lésion. Six 

heures après la lésion, la protéine a été fortement observée au sein du tissu endothélial et 

au niveau du connectif lésé, bien que les transcrits aient été limités aux neurones.  

Les résultats de la localisation de la protéine HmC1q confirment ainsi l’hypothèse 

émise suite à l’hybridation in situ. Les ARNm de HmC1q, initialement observés dans les 

corps cellulaires neuronaux et la partie proximale des axones, semblent complètement 

utilisés au niveau des connectifs lésés afin probablement de libérer HmC1q aux 

extrémités axonales lésées. En effet, la protéine s’accumule directement au niveau de la 

lésion du connectif où une sous-population de cellules microgliales est simultanément 
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recrutée en réponse à la lésion. Ces résultats apportent un éclairage pertinent sur le rôle 

chimioattractant que peut jouer HmC1q dans le recrutement microglial déclenché en 

réponse à la blessure de la chaîne nerveuse.    

 

6. Mécanismes d’interaction utilisés par le C1q vers les sous-types microgliaux sensibles. 

L’activité chimiotactique d’un gradient croissant de C1q humain ou de milieu 

conditionné par le SNC de sangsue a été mesurée in vitro avec des cellules microgliales 

de sangsue. Afin de comprendre comment  certaines de ces cellules peuvent répondre au 

facteur et migrer vers lui, nous avons amorcé l’étude des voies de signalisation pouvant 

être utilisées par le C1q. Ne disposant pas encore de la molécule HmC1q, nous avons 

préféré utiliser le C1q humain. En effet, sachant que le milieu conditionné renferme 

plusieurs facteurs chimioattractants responsables de l’accumulation microgliale, son 

utilisation semblait également impossible. Ainsi, le C1q humain a été utilisé à la dose 

optimale préalablement observée. Dans des expériences distinctes, les cellules ont été 

pré-incubées avec des inhibiteurs de voies de signalisation (voir encadré consacré à ces 

inhibiteurs) ou encore avec un anticorps monoclonal anti-gC1qR humain (bloquant le 

récepteur au C1q humain). La Toxine pertussique qui inhibe les protéines G ou la 

wortmannine qui inactive la voie de signalisation Phosphatidylinositol 3, 4, 5-

trisphosphate ont réduit le recrutement des cellules microgliales assuré par le C1q humain. 

Cette réduction a été obtenue également lorsque les cellules cibles sont incubées avec 

l’anticorps monoclonal anti-gC1qR humain. Ceci suggère que l’effet chimiotactique des 

cellules microgliales de sangsue, médié par le C1q humain, passerait comme pour celui 

des cellules humaines par une molécule apparentée à gC1qR et une voie de signalisation 

associée aux protéines G [Leigh et al., 1998]. La reconnaissance de molécules de sangsue 

par cet anticorps monoclonal a été clairement illustrée en western blot sur les extractions 

protéiques effectuées à partir du SNC de la sangsue médicinale. Des produits dont la 

taille correspond à celle de la multimérisation du récepteur gC1qR chez les vertébrés ont 

été détectés [Jha et al., 2002; Lim et al., 1996]. L’ensemble de ces résultats suggère 

l’existence très probable d’un récepteur au C1q apparenté à celui du C1q chez les 

mammifères. La conservation à la fois fonctionnelle et évolutive d’un tel mécanisme pose 

de nombreuses questions portant entre autre sur l’activation microgliale dans la réponse 
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inflammatoire chez les mammifères et sur l’origine phylogénique du complément au sein 

du monde vivant.  

En outre, les tests utilisant des cellules pré-incubées avec le cPTIO, chélateur de 

monoxyde d’azote (NO), ont montré que le recrutement des cellules microgliales est 

également associé à la production de NO (voir encadré 2). Ce dernier résultat vient 

confirmer des observations précédentes montrant l’importance du NO dans la migration 

et dans l’accumulation des cellules microgliales [Chen et al., 2000; Kumar et al., 2001; 

Ngu et al., 2007]. Ce résultat montre que le NO intervient dans l’activation microgliale 

médiée par le C1q. La chronologie exacte des évènements reste toutefois à préciser.  

 

 

Par conséquent, l’ensemble de ces résultats a permis de mettre en évidence la 

première molécule contenant le domaine C1q dans le système nerveux de la sangsue 

Hirudo medicinalis. Celle-ci est exprimée au niveau des neurones et des cellules gliales 

du SNC de la sangsue mais aussi concentrée au sein du connectif lésé, endroit où 

s’accumulent les cellules microgliales suite à une lésion. Son pouvoir chimioattractant 

envers les cellules microgliales, a été démontré pour la première fois dans le SNC d’un 

invertébré. Elle serait donc probablement impliquée dans l’activation de ces cellules 

favorisant ainsi la repousse axonale suite à une lésion. A l’issue de ce travail, il semble 

pertinent de rechercher le récepteur impliqué dans la reconnaissance de HmC1q. Cela 

permettra également de pouvoir identifier la sous-population microgliale sensible à cette 

cytokine afin d’évaluer son importance dans la réponse neuro-inflammatoire. 
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Encadré 1. 

 
Inhibition de certaines voies de signalisation.

Quand un ligand (ex : un chimioattractant) active un récepteur couplé aux protéines G (1) et 

(2), il induit un changement conformationnel du récepteur (3) qui prend le rôle d’un facteur 

échangeur de Guanine (4). Il échangera donc le GDP (Guanosine diphosphate) en GTP 

(Guanosine triphosphate) au niveau de la sous-unité α de la protéine G qui sera donc active. 

Cette dernière activera à son tour les phospholipases C (PLCs) (β1 et β2) (6). L’activation des 

PLCs entraine l’hydrolyse de Phosphatidylinositol 4, 5-bisphosphate (ou PtdIns (4, 5) P2) en 

Phosphatidylinositol 3, 4, 5-triphosphate (ou PtdIns (3, 4, 5) P3) et en diacylglycerol (7). La 

Phosphatidylinositol 3-kinase (ou PtdInsP3) catalyse la réaction produisant le PtdIns (3, 4, 5) 

P3. Cette enzyme est composée de 2 sous-unités : p85, la sous-unité régulatrice et p110, la 

sous-unité catalytique. La wortmannine (inhibition illustrée en rouge) s’avère un inhibiteur 

spécifique de cette enzyme. Elle se lie à la sous- unité p110 de l’enzyme et inhibe la 

production du PtdIns (3, 4, 5) P3 empêchant ainsi le déroulement de la voie de signalisation et 

donc la réponse cellulaire (ex : un recrutement cellulaire) (8). La toxine pertussique ou PTX

(inhibition illustrée en vert) modifie la fixation du GTP sur la protéine G ce qui l’inactive et 

inhibe toute la voie de signalisation en question, d’où son nom d’inhibiteur de protéines G.

Réponse cellulaire (ex: Recrutement cellulaire)

Activation (PLC) β1 et (PLC) β2 

Activation (PLC) β2 

Hydrolyse de PtdIns (4,5) P2

PtdIns (3,4,5) P3 Diacylglycerol

PtdIns 3-kinase
P
85

P
110

Ligand 

(ex: chimioattractant) 

Wortmannine

Toxine 

pertussique

Modification 

de la fixation 

de GTP

6

7

8
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Quand un ligand (ex : un chimioattractant) active un récepteur couplé aux protéines G (1) et 

(2), il induit un changement conformationnel du récepteur (3) qui prend le rôle d’un facteur 

échangeur de Guanine (4). Il échangera donc le GDP (Guanosine diphosphate) en GTP 

(Guanosine triphosphate) au niveau de la sous-unité α de la protéine G qui sera donc active. 

Cette dernière activera à son tour les phospholipases C (PLCs) (β1 et β2) (6). L’activation des 

PLCs entraine l’hydrolyse de Phosphatidylinositol 4, 5-bisphosphate (ou PtdIns (4, 5) P2) en 

Phosphatidylinositol 3, 4, 5-triphosphate (ou PtdIns (3, 4, 5) P3) et en diacylglycerol (7). La 

Phosphatidylinositol 3-kinase (ou PtdInsP3) catalyse la réaction produisant le PtdIns (3, 4, 5) 

P3. Cette enzyme est composée de 2 sous-unités : p85, la sous-unité régulatrice et p110, la 

sous-unité catalytique. La wortmannine (inhibition illustrée en rouge) s’avère un inhibiteur 

spécifique de cette enzyme. Elle se lie à la sous- unité p110 de l’enzyme et inhibe la 

production du PtdIns (3, 4, 5) P3 empêchant ainsi le déroulement de la voie de signalisation et 

donc la réponse cellulaire (ex : un recrutement cellulaire) (8). La toxine pertussique ou PTX

(inhibition illustrée en vert) modifie la fixation du GTP sur la protéine G ce qui l’inactive et 

inhibe toute la voie de signalisation en question, d’où son nom d’inhibiteur de protéines G.

Réponse cellulaire (ex: Recrutement cellulaire)

Activation (PLC) β1 et (PLC) β2 
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Encadré 2. 
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Chez la sangsue médicinale:

Le monoxyde d’azote (NO) est un médiateur déterminant dans la réponse précoce déclenchée par 

une lésion du système nerveux. En effet, l’inhibition de la production du NO - production reposant 

sur la NO-synthase (NOS) - avec 1mM de L-NAME réduit significativement l’accumulation des 

cellules microgliales au niveau du site de lésion (B) comparativement au contrôle (A). Ceci montre 

que le NO est nécessaire pour l’accumulation de la microglie au site de lésion (pointillés) (Chen, 

2000). Par ailleurs, son rôle dans la migration des cellules microgliales s’avère double. A de fortes 

concentrations, le NO inhibe la migration de la microglie tandis que les faibles concentrations la 

favorisent (Chen, 2000). Une faible concentration de NO est donc indispensable à la migration et 

son blocage affecte directement le recrutement microglial.

Chez la sangsue médicinale:

Le monoxyde d’azote (NO) est un médiateur déterminant dans la réponse précoce déclenchée par 

une lésion du système nerveux. En effet, l’inhibition de la production du NO - production reposant 

sur la NO-synthase (NOS) - avec 1mM de L-NAME réduit significativement l’accumulation des 

cellules microgliales au niveau du site de lésion (B) comparativement au contrôle (A). Ceci montre 

que le NO est nécessaire pour l’accumulation de la microglie au site de lésion (pointillés) (Chen, 

2000). Par ailleurs, son rôle dans la migration des cellules microgliales s’avère double. A de fortes 

concentrations, le NO inhibe la migration de la microglie tandis que les faibles concentrations la 

favorisent (Chen, 2000). Une faible concentration de NO est donc indispensable à la migration et 

son blocage affecte directement le recrutement microglial.
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Niveau d’implication des cellules microgliales sensibles au C1q 

dans la réponse à la lésion.  

 

Comme les macrophages au sein du tissu périphérique chez les mammifères, les 

cellules microgliales constituent la première ligne de défense au niveau du système 

nerveux central des vertébrés [Aloisi, 2001]. Ces dernières sont activées par un panel 

étroit de signaux, notamment par la molécule C1q du complément. Le C1q a été 

démontré comme étant un marqueur fiable de l’activation des cellules microgliales 

[Hanisch and Kettenmann, 2007]. Le premier composant de la voie classique du 

complément est impliqué ainsi dans l’activation de la microglie qui s’accumule au niveau 

du site de lésion [Elliot and Muller, 1981; Hanisch and Kettenmann, 2007]. 

 

Au niveau du SNC de la sangsue Hirudo medicinalis, les cellules microgliales 

semblent partager plusieurs caractéristiques avec leurs homologues chez les vertébrés. 

Elles s’accumulent rapidement au niveau du site de lésion [Chen et al., 2000; Kumar et 

al., 2001; von Bernhardi and Muller, 1995] et présentent le même changement de 

morphologie au cours des différents stades d’activation [Elliot and Muller, 1981; 

Masuda-Nakagawa et al., 1990]. HmC1q contenant le domaine globulaire C1q a été 

entièrement caractérisée au sein du système nerveux de la sangsue médicinale 

(publication 3). 

 

Son étude a permis de montrer une homologie avec les protéines de la famille C1q. 

Par une homologie de séquences et/ou de domaines conservés et la présence au sein du 

SNC, elle se rapproche de certains membres de la famille C1qTNF. De plus, elle présente 

une analogie fonctionnelle avec le C1q humain.  

 

En effet, l’ensemble des travaux montre à présent que HmC1q est un facteur 

chimioattractant libéré très vite (détecté par western blot dans le milieu conditionné) par 

les neurones, les cellules gliales du paquet afin d’exercer une activité chimioattractante, 

dose-dépendante sur les cellules microgliales. L’incubation des cellules microgliales avec 

l’anticorps polyclonal spécifique anti-HmC1q permet de limiter ce recrutement.  
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L’activation microgliale étant déterminante dans la réparation du SNC, il convient 

alors de poser les questions essentielles pour comprendre l’importance de HmC1q dans la 

neuro-inflammation suite à une lésion.  

 

a) L’activité de HmC1q : caractéristique des chimiokines ? 

 

Objectif : Etablir une courbe en cloche également pour la protéine HmC1q afin de 

dresser  le profil caractéristique d’une chimiokine comme précédemment décrit avec le 

C1q humain. 

 

b) Quelle est l’importance des cellules microgliales sensibles au C1q dans la réponse 

neuro-inflammatoire ? 

 

Objectif 1: Reproduire les tests de chimiotactisme in vitro en utilisant cette fois-ci 

directement le HmC1q et non le milieu conditionné complet, et en neutralisant par 

l’anticorps polyclonal anti-HmC1q. Ceci aura pour but de préciser l’effet 

chimioattractant directement lié à HmC1q et non une inhibition partielle montrant 

indirectement son impact. En effet, le milieu conditionné complet contient un panel de 

molécules secrétées et pouvant avoir un effet chimioattractant (ex : la molécule 

apparentée à l’interleukine-16 ou encore la molécule apparentée à EMAP-II déjà 

caractérisées au laboratoire). Ces molécules sont aussi capables de recruter leurs 

propres sous-populations de cellules microgliales. Ainsi, il est nécessaire d’exclure les 

effets de ces facteurs pour pouvoir déterminer le niveau d’importance du recrutement 

médié par HmC1q. 

 

Objectif 2 : Préciser la rapidité de l’accumulation des cellules microgliales sensibles à 

HmC1q comparativement aux autres sous-types microgliaux recrutés par d’autres 

facteurs chimioattractants du SNC. Replacer par des marquages immunohistochimiques 

la chronologie de l’activation microgliale dépendante de HmC1q par rapport à chaque 

sous-population microgliale. 
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Objectif 3 : Comprendre les notions de dialogue microglie recrutée - neurones lésés. 

 

Pour répondre à ces questions, il est nécessaire de rechercher les interactants de HmC1q 

et plus particulièrement son récepteur. Cette information permettra de confirmer ou non 

les données préliminaires de la troisième publication sur la présence d’un analogue du 

gC1qR humain. Elle sera déterminante également pour définir les sous-populations 

microgliales exposant le récepteur du HmC1q. 

 

Un outil indispensable pour répondre à toutes ces questions développées ci-dessus 

serait la production de la protéine recombinante rHmC1q. La forme recombinante de la 

protéine HmC1q a été produite chez la levure Pichia pastoris. Cette dernière présente 

plusieurs avantages de production (elle peut être facilement manipulée et elle produit de 

grandes quantités de protéines très proches des molécules eucaryotes comparativement à 

d’autres vecteurs) [Cregg et al., 2000]. De plus, elle a été démontrée efficace dans la 

production des éléments appartenant au système du complément, notamment celle de 

l’inhibiteur de la molécule C1 (C1-inh) [Bos et al., 2003].  Les surnageants de culture de 

P. pastoris ont été testés en western blot avec l’anticorps spécifique anti-HmC1q et le 

clone révélé positif a été purifié en HPLC en phase inverse. Des tests de chimiotactisme 

ont été ainsi effectués sur le clone positif sélectionné ainsi que sur  la fraction positive 

éluée en HPLC. Dès lors, toutes les études ont été basées sur la fraction purifiée en HPLC 

qui sera désignée par rHmC1q. Afin de déterminer ses interactants, et notamment le 

récepteur de HmC1q au niveau du SNC, une recherche d’une séquence homologue à 

gC1qR a été entreprise dans la banque EST de la sangsue médicinale. Des expériences de 

cytométrie de flux nous ont permis d’étudier l’interaction de rHmC1q avec les cellules du 

SNC de la sangsue avec l’usage de l’anticorps monoclonal anti-gC1qR humain. De 

même, le milieu enrichi en protéines membranaires du SNC de la sangsue, a été incubé 

avec rHmC1q. Les tests d’immunoprécipitation suivis des analyses en spectrométrie de 

masse ont permis ensuite d’enclencher la caractérisation du récepteur.   
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HmC1q induces leech microglial cells chemotaxis 

 via a binding to gC1qR homolog in Hirudo medicinalis. 

 

 

Soumise pour publication dans Glia 
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1. Caractérisation biochimique de rHmC1q. 

La forme recombinante de HmC1q a été exprimée par la levure P. pastoris sous le 

contrôle du promoteur alcool oxydase inductible par le méthanol et sécrétée à l'aide de 

son peptide signal naturel. Des surnageants de levures transformées ont été testés en 

western blot avec l’anticorps spécifique anti-HmC1q. Un clone positif a été sélectionné. 

Ce dernier a donné trois produits de tailles très proches dans une gamme correspondant à 

celle de la protéine native. La levure P. pastoris est capable d’ajouter des N- et O- 

glycosylations [Cregg et al., 2000]. Ceci a probablement abouti à la production d’une 

protéine finale différemment glycosylée ce qui justifie les trois produits observés en 

western blot. Le clone positif sélectionné a été purifié par HPLC. La forme recombinante 

a été majoritairement éluée par un taux d’acétonitrile de 10%. Le western blot de cette 

fraction avec l’anticorps spécifique anti-HmC1q a révélé un signal dont la taille 

correspond à la forme native de la molécule HmC1q.  

 

2. Effets chimiotactiques de la forme recombinante de HmC1q sur les cellules 

microgliales de la sangsue médicinale. 

Les données de la publication n°3 ont montré la capacité de la forme secrétée de 

HmC1q à recruter les cellules microgliales de la sangsue de façon dose-dépendante. 

Possédant la forme recombinante, l'effet du surnageant du clone positif sélectionné a été 

testé sur la migration des cellules microgliales. Au final, 18.1 % des cellules microgliales 

ont été recrutées par le surnageant contenant rHmC1q également de façon dose-

dépendante. Le surnageant contrôle P. pastoris issu d’une culture de levures non 

transformées, a été utilisé comme contrôle négatif et n’a exercé aucun effet significatif 

sur la migration cellulaire. De manière intéressante, le recrutement initié par le rHmC1q a 

été inhibé par l'utilisation de l’anticorps polyclonal anti-HmC1q (2.8 % des cellules ont 

été seulement recrutées). Des résultats similaires d’accumulation ont été observés en 

utilisant la fraction positive de rHmC1q purifiée par HPLC en phase inverse. Ainsi, les 

résultats indiquent clairement que les cellules microgliales de sangsue répondent à la 

forme recombinante de la protéine HmC1q contenue dans le surnageant du clone purifié 

et dans la fraction purifiée en HPLC. Cette réponse est également dose-dépendante 
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comme cela avait été noté pour la forme humaine du C1q (publication 3). Cette donnée 

ne vient pas juste valider les effets obtenus avec la protéine native secrétée dans le milieu, 

mais elle apporte aussi la preuve que la molécule recombinante HmC1q exerce une 

activité de cytokine, capable d’agir toute seule et directement pour recruter une sous-

population spécifique de cellules microgliales du SNC de la sangsue. 

 

3. Caractérisation moléculaire partielle du récepteur HmC1qBP: 

 La fraction positive de la forme recombinante de HmC1q purifiée en HPLC sera 

utilisée dans la suite des expériences et sera nommée rHmC1q. Dans le but de caractériser 

la structure réceptrice de rHmC1q, nous avons consulté la banque d’EST du système 

nerveux de Hirudo medicinalis. Une séquence que nous avons, pour des raisons 

d’homologies de séquence, nommée HmC1qBP a été déduite et code pour une protéine 

de 258 acides aminés. Comparée aux bases de données avec le programme BLAST-P, 

HmC1qBP présente des homologies, variant de 47 à 55%, avec des molécules C1qBP 

(également connues sous les termes de gC1qR; GC1QBP ; gC1Q-R; p32; HABP1; 

SF2p32). De plus, elle possède le domaine conservé par les molécules appartenant à la 

famille C1qBP, le domaine MAM33. Ce domaine est conservé dans des protéines de la 

matrice mitochondriale se liant aux têtes globulaires de C1q [Seytter et al., 1998]. En 

effet, HmC1qBP est homologue à des protéines C1qBP mitochondriales (ex : C1qBP de 

la souris). Chez les vertébrés, les cellules microgliales expriment ce récepteur (C1qBP). 

Au sein du SNC de la sangsue, les transcrits de HmC1qBP ont été détectés au sein des 

cellules microgliales de la sangsue par hybridation in situ. Cette dernière observation est 

très prometteuse, surtout que les cellules microgliales ont été démontrées comme étant 

capables d’interagir avec la protéine HmC1q (publication 4) et aussi avec sa forme 

recombinante.  

 

 Des chaines nerveuses de la sangsue médicinale ont été isolées et les cellules 

nerveuses ont été dissociées et incubées avec rHmC1q. L’anticorps monoclonal anti-

gC1qR humain a été ensuite utilisé pour 30 minutes. Cet anticorps a été produit en 

utilisant un peptide synthétique correspondant à la région (acides aminés 74-282) de la 

séquence de C1qBP mature humaine et a été marqué à la fluorescéine (sc-23885 FITC).  
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Les cellules ont été ensuite analysées en cytométrie de flux. Les résultats viennent 

conforter l’idée de la présence d’un récepteur pour HmC1q exprimé par les cellules 

nerveuses de la sangsue médicinale. En effet, la pré-incubation des cellules nerveuses 

avec la molécule recombinante avait inhibé l’accès de l’anticorps monoclonal anti-gC1qR 

humain. Le pourcentage des cellules marquées est passé de 46.26 % en absence de 

rHmC1q à seulement 5.90% en présence de la protéine recombinante. La molécule 

rHmC1q semble donc interagir avec une structure réceptrice reconnue par l’anticorps 

anti-gC1qR humain. 

 

Prises ensemble, ces données mettent en évidence la présence d’une séquence 

HmC1qBP homologue à celle des vertébrés dans la banque EST du SNC de la sangsue 

médicinale. Ses transcrits ont été détectés au niveau des cellules microgliales par 

hybridation in situ. De plus, en cytométrie de flux, la forme recombinante de la molécule 

HmC1q semble interagir avec une structure réceptrice exprimée sur les cellules du SNC 

et peut correspondre à la séquence déduite dans la banque. Cette donnée vient confirmer 

le résultat obtenu dans la publication 3 portant sur l’utilisation de l’anticorps monoclonal 

anti-gC1qR humain qui avait reconnu en western blot des produits dont la taille 

correspond à celle de la multimérisation du récepteur gC1qR chez les vertébrés [Jha et 

al., 2002; Lim et al., 1996]. Dans le but d’identifier ce récepteur, le milieu enrichi en 

protéines membranaires du SNC de la sangsue, a été incubé avec rHmC1q. Les tests 

d’immunoprécipitations révélées en western blot avec l’anticorps monoclonal anti-gC1qR 

humain ont mis en évidence des molécules membranaires apparentées au gC1qR humain. 

Le western blot avec l’anticorps secondaire seul a été utilisé en contrôle négatif. Des 

analyses en spectrométrie de masse avec diverses stratégies « bottom-up » et « top 

down » font actuellement l’objet d’une grande attention pour caractériser définitivement 

le produit reconnu par l’anticorps monoclonal humain et confirmer qu’il s’agisse de la 

molécule nommée HmC1qBP. La participation d’autres structures réceptrices pour 

HmC1q n’est pas à exclure. En effet, la découverte dans les banques de données de 

système nerveux de sangsue de molécules apparentées au cC1qR (calréticuline), un 

partenaire de gC1qR contribuant à l’activité chimioattractante du C1q chez les vertébrés 

[Vegh et al., 2006],  nous incite à rechercher l’ensemble des interactants de HmC1q. 
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L’ensemble de ces résultats a permis de caractériser une forme recombinante de la 

protéine HmC1q. Sa capacité à recruter une sous-population de cellules microgliales au 

sein du SNC de la sangsue a confirmé sa fonction de cytokine. Ce travail a aussi mis en 

évidence une structure réceptrice HmC1qBP dans la banque EST du système nerveux de 

la sangsue médicinale qui nous permettra de suivre plus précisément l’activation 

microgliale médiée par HmC1q. Ainsi, son importance à la fois dans l’intensité et dans la 

rapidité du recrutement de la microglie sera étudiée afin de mieux comprendre cette étape 

déterminante menant à la réparation nerveuse chez la sangsue. 
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L’ensemble des travaux réalisés au cours de ma thèse met en évidence, pour la 

première fois dans le SNC d’un invertébré, l’existence de la molécule HmC1q, 

homologue à la protéine C1q des vertébrés. En vue d’étudier ses fonctions et son 

influence directe sur l’accumulation des cellules microgliales au site de lésion, sa forme 

recombinante a été produite chez la levure Pichia pastoris.  

 

Au niveau du SNC de la sangsue Hirudo medicinalis, les cellules microgliales 

s’accumulent rapidement au niveau du site de lésion [Babington et al., 2005; Morgese et 

al., 1983]. La protéine HmC1q, constitutivement exprimée au sein des neurones, est 

impliquée dans ce phénomène d’accumulation précoce de la microglie. En effet, cette 

molécule s’accumule directement au niveau de la lésion du connectif, et a été démontrée 

capable d’augmenter le recrutement d’une sous-population de cellules microgliales en 

réponse à la blessure. HmC1q joue donc le rôle d’une cytokine capable d’agir directement, 

pour recruter d’une façon dose-dépendante une sous-population cible de cellules 

microgliales.  

 

L’activité de la protéine HmC1q est dépendante d’une structure réceptrice homologue 

à gC1qR des vertébrés. Ceci a été observé (1) dans les tests de chimiotactisme où le 

recrutement des cellules microgliales de sangsue a été inhibé en présence de l’anticorps 

monoclonal anti-gC1qR humain, (2) dans les expériences de cytométrie de flux où 

HmC1q a interagi avec une structure réceptrice reconnue par l’anticorps humain et (3) 

dans les tests d’immunoprécipitation où l’anticorps monoclonal anti-gC1qR a reconnu 

une protéine membranaire interagissant avec la protéine HmC1q. L’ensemble de ces 

résultats apporte une forte présomption sur l’existence d’une structure réceptrice 

homologue à gC1qR dans le SNC de la sangsue.  

 

A cela, s’ajoute une séquence homologue à gC1qR déduite à partir de la banque EST 

du système nerveux de la sangsue médicinale. Cette séquence est exclusivement 

homologue aux protéines gC1qR des vertébrés et contient le domaine conservé MAM33    

qui est spécifique de cette famille de récepteurs [Seytter et al., 1998]. L’ensemble des 

résultats est illustré dans la figure 15. Suite à une lésion de la chaîne nerveuse de la 
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sangsue médicinale, les cellules microgliales s’accumulent au niveau du site de blessure. 

Cette accumulation est rapidement accompagnée d’une libération de la protéine HmC1q à 

l’extrémité des axones lésés. HmC1q augmente le recrutement d’une sous-population 

spécifique de cellules microgliales. Présentes au niveau du site de lésion, ces cellules 

contribuent à la réparation efficace du SNC de la sangsue bien que leur rôle n’ait été 

défini précisément à ce jour. L’activité de HmC1q passe par une structure réceptrice 

homologue à gC1qR des vertébrés. Ce récepteur serait porté par la sous-population des 

cellules cibles.  

 

Une étude récente a montré que l’accumulation de la microglie au site de la blessure 

est essentielle à la repousse axonale [Ngu et al., 2007]. Sachant que la molécule HmC1q 

est impliquée dans l’accumulation des cellules microgliales au sein de la lésion, elle 

pourrait donc jouer un rôle primordial dans la réponse neuro-inflammatoire et dans la 

repousse axonale chez la sangsue médicinale. 
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 Figure 15 : Récapitulatif de l’ensemble des résultats. 
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Existe t-il des molécules apparentées à C1q dans le système nerveux d’invertébrés autre 

que la sangsue médicinale? 

 

C1q est connue pour être la composante essentielle de la voie classique du 

complément chez les vertébrés. Des séquences apparentées à cette molécule ont été aussi 

retrouvées chez des modèles invertébrés. Des séquences homologues à C1q ont été mises 

en évidence dans le génome de l’oursin [Hibino et al., 2006]. Cependant, basé sur la 

structure primaire du domaine C1q, il est difficile d’étudier l’implication de ces 

molécules dans l’une des voies d’activation du complément connues chez les vertébrés.  

 

D’autres molécules apparentées au C1q ont été caractérisées à l’échelle moléculaire 

mais également à l’échelle fonctionnelle. En effet, une molécule complètement 

caractérisée chez l’amphioxus Branchiostoma floridae a été nommée AmphiC1q1. Elle 

présente des homologies avec la CTRP1 appartenant aussi à la famille C1q. De plus, elle 

est capable de se lier aux LPS des bactéries à Gram négatif, et d’induire une activation et 

une agrégation plaquettaire comme celle observée avec C1q et CTRP1 chez les 

mammifères. Cette molécule est ainsi capable de reconnaître les structures bactériennes et 

d’induire une agrégation cellulaire [Huang et al., 2008; Yu et al., 2008].  

 

De même, chez la moule Mytilus galloprovincialis, une protéine MgC1q a été 

caractérisée. Cette protéine a été détectée tout au long de l’ontogenèse du bivalve et est 

modulée par les bactéries à Gram positif et à Gram négatif. Elle présente une similitude 

élevée avec une lectine liant l’acide sialique. Cette molécule semble donc jouer le rôle 

d’une lectine qui peut reconnaître des motifs bactériens définis [Gestal et al., 2010].  

 

Ces données au niveau des tissus périphériques, suggèrent que le C1q chez les 

invertébrés pourrait faire partie d’une voie d’activation similaire à celle des lectines chez 

les vertébrés, plutôt qu’intervenir dans la voie classique qui repose sur la présence des 

complexes immuns anticorps-antigène [Gestal et al., 2010]. Dans ce contexte, la protéine 

HmC1q caractérisée dans le système nerveux de la sangsue médicinale est apparentée aux 

molécules de la famille C1q des vertébrés et à certaines molécules C1qTNF appartenant à 
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cette famille. Néanmoins, il n’y a pas de voie classique possible en absence des 

complexes immuns anticorps-antigènes chez les invertébrés. Deux hypothèses seraient 

donc envisageables (1) la protéine HmC1q participerait à une cascade du complément où 

elle jouerait le rôle d’une lectine reconnaissant des motifs portés par les microorganismes 

ou aussi en interagissant avec d’autres molécules du complément aussi présentes dans le 

SNC de la sangsue (Voir encadré numéro 3) ou (2) elle pourrait aussi jouer le rôle de 

certaines C1qTNFs sélectivement présents au sein du système nerveux comme il est 

observé pour la molécule Cbln1 [Yuzaki, 2008]. Des expériences analysant la structure/ 

fonction de HmC1q devraient permettre de trancher entre ces deux hypothèses.  

 

Bien que C1q semble jouer un rôle primordial dans la réponse neuro-inflammatoire 

chez les vertébrés en interagissant avec les cellules microgliales [Hanisch and 

Kettenmann, 2007],  aucune étude n’a été effectuée dans le SNC d’un invertébré 

permettant de caractériser des molécules apparentées à C1q et d’évaluer leur rôle dans 

cette réponse.  

 

Le recours à des modèles invertébrés plus simples et capables de réparer efficacement 

leur tissu nerveux endommagé peut donc constituer une approche intéressante pour tenter 

d’élucider le rôle du C1q au niveau du système nerveux central. Ainsi, les données 

préalablement présentées représentent la caractérisation de la première molécule 

apparentée à C1q dans le système nerveux d’un invertébré, la sangsue médicinale. Cette 

molécule joue le rôle d’une cytokine participant à l’accumulation des cellules 

microgliales au site de lésion. La poursuite de l’étude fonctionnelle pourrait éclaircir le 

rôle de notre molécule dans la réponse neuro-inflammatoire et préciser son intervention 

dans le dialogue neurones-microglie lors de la repousse axonale chez la sangsue.  
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anti-sense probe sense probe 

 

>gb|EDL41187.1|lectin, mannose-binding 2 [Mus musculus] Length=358 

Identities = 124/236 (52%), Positives = 165/236 (69%). 

>gb|EAW85014.1|lectin, mannose-binding 2 [Homo sapiens]Length=356 

Identities = 135/269 (50%), Positives = 179/269 (66%). 

 

>gb|EAT39604.1| tep3 [Aedes aegypti]Length=1451, Identities = 229/599 

(38%), Positives = 332/599 (55%).> 

>gb|AAN78483.1| activated T-cell marker CD109 [Homo 

sapiens]Length=1445, Identities = 222/596 (37%), Positives = 329/596 

(55%). 

Encadré 3: 

Dans la banque EST du SNC de la sangsue médicinale il existe plusieurs molécules 

apparentées au système du complément comme la MBL-like ou aussi la CD109-like. Ces 

protéines pourraient participer à une même cascade avec HmC1q dont l’étude a été privilégiée. 

Cependant, la caractérisation des autres molécules est en cours et quelques résultats ont été déjà 

obtenus. 

 

Une protéine MBL-like a été retrouvée dans la banque EST de la sangsue médicinale. Cette 

dernière contient le domaine conservé Lectin-Leg-Like. Le résultat de blast-P montre son 

homologie avec les protéines des vertébrés liant le mannose. Ses transcrits ont été retrouvés dans 

certains neurones par hybridation in situ sur des ganglions de sangsue médicinale.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

De même, une molécule apparentée aux alpha2-macroglobulines a été retrouvée dans la 

banque EST.  Elle contient les domaines conservés alpha2-macroglobulines et s’avère homologue 

aux TEPs et à la protéine CD109 humaine.  

 

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=148709241&dopt=GenPept
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=119605420&dopt=GenPept
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=108875379&dopt=GenPept
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=37359236&dopt=GenPept
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Quelles sont les caractéristiques des cellules microgliales de la sangsue ?  

 

Chez les vertébrés, les cellules microgliales assurent l’immuno-surveillance du 

système nerveux central et sont maintenues dans un état quiescent en absence de blessure. 

En revanche, en réponse à une perturbation de leur environnement, elles sont les 

premières cellules à être activées, migrent sur le site de l’agression, prolifèrent et 

organisent la réponse immune la mieux adaptée.  

 

Chez la sangsue médicinale, des études ont permis d’étudier la transformation 

morphologique des cellules microgliales, et donc le passage de l’état quiescent à l’état 

activé suite à la lésion du connectif. Dans des expériences d’immunohistochimie, un 

anticorps monoclonal anti-gliarine a été utilisé au laboratoire [Croq, 2010]. La gliarine 

fait partie des filaments protéiques exprimés spécifiquement au sein des cellules gliales 

du système nerveux de la sangsue médicinale [Xu et al., 1999]. En microscopie confocale, 

les cellules microgliales ramifiées, marquées avec l’anti-gliarine sont observées au sein 

du connectif (Figure 16A) et aussi au niveau des ganglions (Figure 16A’) En microscopie 

électronique à transmission sur des ganglions non-lésés, les cellules microgliales (m) 

localisées dans le paquet de neurones, apparaissent allongées avec de nombreux 

pseudopodes (Figure 16B). Leur noyau est allongé et large. Vingt quatre heures après la 

lésion, un changement morphologique est observé. Les cellules microgliales, devenues 

rondes et activées, migrent vers le site de lésion au sein du connectif (Figure 16C). En 

microscopie électronique à balayage, ces cellules microgliales activées ont été observées 

au niveau de l’extrémité lésée du connectif (Figure 16D).  
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Figure 16 : Changement morphologique des cellules microgliales (m). Passage 

de l’état quiescent, ramifié (A-A’et B) en absence d’une lésion, à un état activé, 

arrondi (C et D) suite à une lésion du connectif [Croq, 2010].  
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Ainsi, comme chez les vertébrés, les cellules microgliales de sangsue s’avèrent 

rapidement activées suite à une lésion. Elles changent de morphologie et migrent vers le 

site blessé. HmC1q est une molécule homologue au C1q des vertébrés et participe à ce 

recrutement microglial au site de lésion. Mais cette molécule ne constitue qu’une pièce 

d’un grand puzzle de molécules présentes au sein du SNC de la sangsue, participant 

également à l’accumulation des sous-populations de cellules microgliales, au contrôle de 

la réponse neuro-inflammatoire et donc à une repousse neuronale efficace.  

 

Quels sont les autres facteurs connus pour être impliqués dans le recrutement et 

l’accumulation des cellules microgliales de la sangsue médicinale au site de lésion? 

 

Un homologue de l’interleukine-16 humaine chez la sangsue : HmIL-16 (Voir 

publication 5). 

L’IL-16 humaine est une cytokine pro-inflammatoire, nommée à l’origine 

« lymphocyte chemoattractant factor ou LCF» pour son activité de chimioattraction 

[Cruikshank and Center, 1982]. IL-16 est produite par plusieurs types cellulaires incluant 

les lymphocytes et les cellules microgliales [Center et al., 2000]. La forme mature de 

l’IL-16 correspond à un peptide sécrété suite à un clivage par la caspase 3, bioactif en 

formant des multimères [Zhang et al., 2001]. Ce dernier est un ligand de CD4 et est 

capable d’induire la migration de différents types de cellules CD4+ tel que les 

lymphocytes B et T, les monocytes/macrophages et les cellules dendritiques. Dans le 

cerveau humain, dans des conditions pathologiques, IL-16 est constitutivement exprimée  

par une sous-population de cellules microgliales et peut assurer l’infiltration des 

lymphocytes CD4+ à travers la Barrière HématoEncéphalique-BHE [Schluesener et al., 

1996]. De plus, la protéine IL-16 semble être impliquée dans des maladies 

neurodégénératives comme la sclérose en plaques où sa surexpression est associée à rôle 

dans la régulation de l’inflammation au sein des axones endommagés [Mittelbronn et al., 

2001; Skundric et al., 2006]. Par ailleurs, des traitements de certaines maladies comme 

l’Encéphalomyélite Auto-immune Expérimentale (EAE) sont basés sur la neutralisation 

de l’IL-16 pro-inflammatoire. En effet, les souris traitées présentaient moins d’infiltration 
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de lymphocytes CD4+ et moins de démyélinisation axonale [Skundric et al., 2005a; 

Skundric et al., 2005b].  

Une nouvelle molécule homologue de l’interleukine-16 humaine, nommée HmIL-16, 

a été mise en évidence au laboratoire dans le SNC de la sangsue médicinale. La séquence 

partielle de HmIL-16 contient le domaine PDZ en C-terminal. Elle contient également le 

motif GVGF et le résidu tryptophane (W) essentiels à la conformation connue de l’IL-16. 

De même, le résidu Arg
107

, indispensable au chimiotactisme, est conservé dans la 

molécule de sangsue. En effet, HmIL-16 possède une fonction de chimiokine, capable de 

recruter une sous-population de cellules microgliales de sangsue au site de lésion. 

Comme HmC1q, cette protéine est constitutivement exprimée par les neurones. La forme 

neuronale de HmIL-16 semble donc activer les cellules microgliales qui vont migrer vers 

le site de blessure. Les cellules microgliales vont elles-mêmes, plus tardivement, produire  

HmIL-16 afin probablement de maintenir leur accumulation au site de lésion. Cette 

cytokine présente ainsi une forte activité chimioattractante capable de recruter une sous-

population de cellules microgliales. Cette activité de recrutement cellulaire semble 

utiliser un homologue du CD4 - ligand naturel de l’IL-16 humaine - exprimé par les 

cellules microgliales. En effet, les lymphocytes T CD4+ humains, dont la migration chez 

les vertébrés est dépendante du CD4, ont été recrutés sous l’effet de la cytokine de 

sangsue HmIL-16 dans des expériences in vitro. Ce recrutement a été significativement 

réduit en présence d’inhibiteur compétitif de l’IL-16 humaine agissant en saturant le CD4. 

Ce blocage d’effet chimioattractant a pu également être obtenu en présence de la forme 

soluble du CD4 dans la préparation, forme qui entre en compétition avec le CD4 

membranaire sans toutefois activer les cellules cibles. Chez la sangsue, l’utilisation de 

l’anticorps hétérologue anti-CD4 humain a permis (1) par western blot sur des extraits de 

protéines totales du SNC de la sangsue la détection de deux produits dont la taille (55 et 

75 kDa) est en concordance avec le CD4 humain, (2) par cytométrie de flux le marquage 

de 4,5% des cellules microgliales de sangsue. La caractérisation d’un tel récepteur est 

actuellement en cours au laboratoire. 

 

Aucune molécule apparentée à l’IL-16 n’a été encore caractérisée chez les 

protostomiens. La protéine HmIL-16 représente ainsi la première molécule apparentée à 
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l’IL-16 humaine, mise en évidence au niveau du système nerveux d’un invertébré, la 

sangsue médicinale. HmIL-16, par son activité chimioattractante sur une sous- population 

de cellules microgliales à la suite d’une lésion, semble participer à la régulation de la 

réponse neuro-inflammatoire aboutissant à la réparation du système nerveux endommagé 

[Croq, 2010]. 

 

Un homologue du complexe p43/endothelial monocyte activating polypeptide II 

(EMAPII) : 

 

Chez les vertébrés, les cellules microgliales activées sont impliquées dans la mise en 

place de la réponse immunitaire innée du SNC, notamment par leur capacité à produire 

de nombreuses cytokines proinflammatoires (Kreutzberg 1996 ; Kielian, 2004).  

 

Chez les mammifères, EMAPII est considéré comme un modulateur de la réponse 

immunitaire innée. Différentes expériences utilisant des anticorps reconnaissant EMAPII 

montrent un immunomarquage accru des cellules microgliales lors de pathologies du 

SNC [Brabeck et al., 2002; Mueller et al., 2003]. 

 

Des travaux menés au laboratoire ont recherché, dans les banques d’EST de système 

nerveux de sangsue H. medicinalis, l’existence de molécules comparables à celles 

produites par les cellules microgliales de vertébrés, ceci afin d’étudier leurs rôles dans la 

réponse immunitaire du SNC de cet invertébré. En plus de HmC1q et de HmIL-16, une 

molécule présentant une importante identité avec la cytokine proinflammatoire humaine  

EMAPII (Endothelial Monocyte-Activating Polypeptide II) a été mise en évidence 

[Schikorski et al., 2009]. Cette protéine est issue du clivage d’un précurseur, la protéine 

P43 (complexe P43/EMAPII). L’ADNc complet codant le précurseur p43 a été 

complètement caractérisé. Ensuite,  le rôle de la protéine Hm-EMAPII a été étudié au 

cours de la réponse immunitaire du SNC de la sangsue médicinale. La séquence protéique 

déduite de l’ADNc d’Hm-EMAPII montre 58% d’identité avec son homologue humaine 

(hEMAPII). L’utilisation d’un anticorps polyclonal hétérologue dirigé contre la molécule 

hEMAPII a permis de confirmer l’existence de la forme clivée d’Hm-EMAPII et de son 
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précurseur Hm-P43/EMAPII dans le SNC de la sangsue médicinale, suggérant ainsi 

qu’un mécanisme de clivage comparable à celui observé chez les vertébrés pourrait avoir 

lieu chez notre modèle. Des expériences d’hybridation in situ (HIS) et 

d’immunocytochimie indiquent que, comme chez les vertébrés, cette cytokine est 

exprimée et produite par les cellules microgliales et par les neurones de sangsue. Des 

analyses par PCR quantitative montrent que le niveau d’expression du gène 

Hmp43/EMAPII est induit à la fois lors d’une lésion de la chaîne nerveuse mais 

également lors d’une stimulation de celle-ci par des bactéries à Gram positif et à Gram 

négatif. Ce gène semble donc être impliqué dans les processus de régénération du SNC 

de la sangsue mais également dans la mise en place de la réponse immunitaire innée 

induite lors d’une infection bactérienne. Des analyses d’immunohistochimie, réalisées sur 

des chaînes nerveuses axotomisées et cultivées ou non en conditions aseptiques, mettent 

en évidence une importante synthèse de cette molécule au niveau du site de lésion du 

système nerveux notamment par les cellules microgliales s’y étant accumulées. De plus, 

l’expression du gène HmEMAPII semble être contrôlée par le récepteur de type Toll 

récemment caractérisé chez la sangsue, le HmTLR1. Enfin, des tests de chimiotactisme 

réalisés en conditions hétérologues ont permis de révéler que la protéine recombinante 

hEMAPII (forme humaine) possédait un effet chémoattractant vis à vis des cellules 

microgliales de sangsue [Schikorski et al., 2009].  

 

D’autres molécules homologues de la protéine P43 de vertébrés avaient 

préalablement été clonées chez d’autres invertébrés, tel que l’éponge Geodia cydonium 

[Pahler et al., 1998]. Cependant, lors de ces études, la localisation des sites d’expression 

et de production de cette molécule n’a pas été étudiée. Ces résultats acquis au sein du 

laboratoire, mettent ainsi en évidence une cytokine proinflammatoire présente dans le 

système nerveux de la sangsue médicinale H. medicinalis. Celle-ci participerait aux 

processus de défense de la chaîne nerveuse de la sangsue mais également à sa réparation. 
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Production du monoxyde d’azote (NO): 

 

Le NO figure également parmi les molécules qui participent à la régénération du 

système nerveux central. En effet, chez des embryons de criquet l’inhibition de la 

production du NO altère le processus de la régénération des connectifs séparant les 

ganglions abdominaux [Stern and Bicker, 2008].  De même, chez la sangsue médicinale, 

suite à une lésion du SNC, la production en faible concentration de NO est rapidement 

observée et s’avère cruciale pour l’accumulation des cellules microgliales ainsi que pour 

le processus de régénération [Chen et al., 2000; Kumar et al., 2001; Shafer et al., 1998]. 

En effet, l’inhibition de la production du NO - reposant sur la NO-synthase (NOS) - avec 

1mM de L-NAME réduit significativement l’accumulation des cellules microgliales au 

niveau du site de lésion. Cependant, son rôle dans la migration des cellules microgliales 

s’avère double. Libéré dans un deuxième temps en forte concentration, le NO inhibe la 

migration de la microglie tandis que les faibles concentrations, observées immédiatement 

après la lésion, la favorisent [Chen et al., 2000]. Le NO est donc indispensable au 

recrutement microglial et permet par un effet dose-dépendant de réguler cette migration. 

 

Chez les vertébrés, en absence de lésion, les cellules microgliales se comportent 

comme des cellules sentinelles et produisent un panel de facteurs neurotrophiques 

veillant ainsi à maintenir l’intégrité neuronale et l’homéostasie au niveau du SNC. En cas 

d’inflammation, les cellules microgliales sont rapidement activées et migrent pour 

s’accumuler au niveau du site de lésion. La microglie activée sera alors capable de 

contribuer à la restauration des fonctions et de la structure des neurones en danger. Ceci 

en interagissant avec les autres cellules immunitaires par le biais de cytokines mais aussi 

par sa capacité phagocytaire efficace. Cependant, la persistance de cette inflammation ne 

sera que délétère. Les cellules microgliales suractivées produiront de l’oxyde nitrique 

(NO) par le biais de la NO-synthase induite (iNOS). Le NO synthétisé par la microglie 

ajouté au NO sécrété par les neurones eux mêmes grâce à la NO-synthase neuronale 

(nNOS) aboutira à une destruction des neurones; ceci, soit directement soit en réagissant 

avec le radical superoxide pour former le radical peroxynitrite [Hanisch, 2002].  
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L’ensemble de ces données indique que toutes les molécules caractérisées au sein du 

système nerveux de la sangsue médicinale offrent des potentiels très intéressants dans le 

dialogue de la microglie avec son environnement cellulaire. En effet, lors d’une lésion, 

ces protéines sont sécrétées notamment par les neurones endommagés et les extrémités 

lésées des connectifs afin d’activer le recrutement et l’accumulation de la microglie. Les 

interactions entre les cellules microgliales et les neurones semblent donc avoir un lien 

particulier contrôlé par un éventail de « cytokines », comme HmC1q, HmIL-16, 

HmEMAPII et aussi par la production du NO. L’étude de ce lien établi via les différentes 

molécules caractérisées nous aidera à éclaircir le contrôle de réponse neuro-

inflammatoire et donc à mieux comprendre  les mécanismes conduisant à une réparation 

efficace du SNC chez la sangsue médicinale.  

 

Dialogue entre la microglie et les autres cellules du SNC : 

 

1. Chez les vertébrés  

 

 Microglie et macrophages périvasculaires 

Les cellules périvasculaires, incluant notamment les péricytes et les macrophages 

périvasculaires, sont comprises totalement ou partiellement dans la lame basale des 

vaisseaux sanguins, contrairement à la microglie, extérieure à celle-ci. Leur phénotype est 

proche de celui des macrophages périphériques, à savoir CD11b+, CD11c+, CD45+, 

CMH cl. II+, FcR+ [Ford et al., 1995; Thomas, 1999]. Le rôle protecteur des cellules 

périvasculaires lors d’infection par des bactéries ou des champignons a pu être montré de 

même que leur importance pour le recrutement des cellules immunitaires périphériques 

[Aguirre and Miller, 2002; Polfliet et al., 2002; Polfliet et al., 2001; Silva et al., 2004]. Il 

pourrait par ailleurs exister une origine commune entre microglie et macrophages 

périvasculaires, ces derniers pouvant infiltrer le parenchyme nerveux en traversant la 

lame basale des vaisseaux sanguins et se différencier en microglie [Bechmann et al., 

2001; Perry et al., 2010; Thomas, 1999]. 

 

 



Discussion 

 

 152 

 Microglie et astrocytes 

Les astrocytes, originaires du neurectoderme, appartiennent à la macroglie et ont un 

rôle fondamental au sein du système nerveux central. Ils contribuent ainsi à la formation 

de la BHE et ont une fonction primordiale dans l’homéostasie du système nerveux central 

(sécrétion de facteurs neurotrophiques, régulation du pH, régulation des fonctions 

neuronales). A côté de ces fonctions de soutien, lors d’une perturbation du parenchyme 

nerveux, les astrocytes s’activent (phénomène appelé astrogliose) et contribuent à la 

protection puis à la réparation des tissus lésés, puisque leur élimination par la thymidine 

kinase aggrave les conséquences d’une blessure pratiquée dans le parenchyme cérébral 

ou la moelle épinière [Faulkner et al., 2004; Myer et al., 2006]. Les astrocytes peuvent 

par ailleurs secréter des cytokines telles que l’IL-1, l’IFN-γ, le GM-CSF ainsi que de 

nombreuses chimiokines. Ces cytokines ont notamment pour particularité de recruter et 

d’activer très efficacement les cellules microgliales, qui à leur tour vont entretenir 

l’activation astrocytaire par la sécrétion d’IL-6 [Falsig et al., 2006].  

 

 Microglie et macrophages périphériques 

Un certain nombre de maladies neurodégénératives sont caractérisées par l’infiltration 

au sein du parenchyme nerveux de cellules sanguines et notamment de monocytes se 

différenciant in situ en macrophages. A cause de la difficulté à distinguer microglie 

activée et macrophages, les fonctions respectives de ces deux types cellulaires dans le 

système nerveux central sont difficiles à déterminer. Peu d’informations sur la fonction 

respective microglie – macrophages ont été apportées. Cependant, dans un modèle de 

souris chimère reconstituée par une moelle osseuse de souris transgénique GFP, dans 

lesquelles les cellules sanguines sont GFP+ et les cellules microgliales restent GFP-, 

Schilling et ses collaborateurs [Schilling et al., 2003] ont montré que les cellules 

microgliales GFP- étaient les premières à être activées et les plus nombreuses suite à une 

ischémie cérébrale. L’activation de la microglie semble donc précéder l’infiltration des 

macrophages périphériques.  
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 Microglie et  neurones 

Les cellules microgliales établissent un lien étroit avec les neurones au sein du SNC. 

En effet, les neurones informent continuellement la microglie sur leur état. Dans les 

conditions normales, les neurones sains peuvent envoyer des messages de repos à la 

microglie à travers divers médiateurs comme la fractalkine ou encore les faibles doses 

d’ATP. Les cellules microgliales veillent ainsi à l’homéostasie du système nerveux et 

contribuent également à la survie neuronale en sécrétant des facteurs neurotrophiques.  

Les cellules microgliales sont rapidement activées par la moindre perturbation et 

répondent aux signaux de dangers envoyés par les neurones endommagés. La microglie 

sera donc recrutée au site de l’agression et contribue à une réparation efficace. Cependant, 

les effets neurotoxiques peuvent apparaître dès que les neurones envoient à la microglie 

un signal de danger irréversible. Une production du NO et d’autres facteurs néfastes 

aboutissent à la perte neuronale [Hanisch and Kettenmann, 2007]. Un recrutement des 

cellules microgliales au site de lésion est donc indispensable mais doit être efficacement 

contrôlé afin de préserver le patrimoine nerveux.  

 

2. Chez la sangsue médicinale 

 

La sangsue médicinale H. medicinalis, grâce à la simplicité de son système nerveux, 

s’est avérée être un modèle idéal quant à l’étude du comportement et du rôle de ces 

cellules microgliales dans la réponse immunitaire du SNC des invertébrés [Duan et al., 

2005; McGlade-McCulloh et al., 1989; von Bernhardi and Muller, 1995]. De plus, on 

retrouve au sein du SNC de la sangsue médicinale deux cellules macrogliales au niveau 

de chacun des connectifs reliant les ganglions adjacents [Deitmer et al., 1999]. Des 

travaux ont montré que même si ces deux cellules gliales sont tuées sélectivement par une 

injection intracellulaire de protéase in vivo, la formation des synapses et la régénération 

axonale ont quand même lieu de façon normale dans le mois suivant la lésion. Cette 

observation souligne ainsi l’importance des cellules microgliales dans la réparation 

[Elliott and Muller, 1983]. 
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Chez la sangsue, ni la division cellulaire de la microglie ni sa capacité de phagocytose 

n’a été mise en évidence à ce jour. Cependant, l’existence d’une population de cellules 

microgliales présentant, lors d’une lésion de la chaîne nerveuse, un comportement 

migratoire similaire ainsi qu’un changement de morphologie similaire à celui observé 

chez les vertébrés, nous a conduits à envisager la possible participation de molécules 

chimioattractantes dans ce processus. Nos résultats sont ainsi en accord avec cette 

hypothèse. A présent, trois molécules ayant une activité chimioattractante ont été mises 

en évidence au sein du système nerveux de la sangsue.  

 

La molécule HmC1q constitue un membre du groupe des molécules apparentées aux 

cytokines secrétées par les cellules du SNC de la sangsue et capables de recruter les 

cellules microgliales au site de lésion. Il est donc possible que diverses sous-populations 

microgliales existent et qu’elles n’aient pas la même affinité envers les différentes 

molécules caractérisées. De ce fait, les résultats de recrutement microglial dans les tests 

de chimiotactisme pourraient ne représenter que l’activité d’une sous population donnée. 

Ceci pourrait expliquer également l’inhibition totale ou partielle de la migration 

microgliale par l’utilisation respective des anticorps spécifiques de chacune de ces 

molécules. 

 

Dans ce sens, il serait ainsi intéressant de pouvoir caractériser la sous-population 

spécifique de la protéine HmC1q. Cette sous-population de cellules microgliales sera 

isolée par des tests de chimiotactisme puis mise en culture. Une fois au repos, la sous-

population pourra être ensuite activée par la forme recombinante de HmC1q. L’effet de 

cette protéine sur la microglie sera donc observé et les sécrétions pourront servir dans des 

tests de repousse neuronale. Pour cela, l’ensemble des molécules libérées définissant le 

sécrétome sera injecté au niveau d’un connectif lésé de la chaîne nerveuse de la sangsue 

et la repousse des axones endommagés sera suivie au cours du temps; ceci 

comparativement aux conditions contrôle où le sécrétome des cellules microgliales non 

activées par HmC1q sera utilisé. De même, ce test de repousse axonale suite à une lésion 

pourrait être effectué en injectant directement HmC1q parallèlement au contrôle en 

absence de cette protéine, par l’usage de l’anti-HmC1q.   
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Par ailleurs, il sera important d’observer l’interaction entre HmC1q et les différents 

effecteurs impliqués dans le recrutement de la microglie et pouvant ainsi intervenir dans 

la réparation nerveuse.  Pour cela, il faut envisager d’évaluer l’impact de l’inhibition de 

ces facteurs sur l’activité chimioattractante de HmC1q. En effet, l’anti-HmIL-16, l’anti-

hEMAPII, l’inhibiteur de la NO-synthase ou le chélateur du NO seront utilisés en 

présence de HmC1q ou du sécrétome de la sous-population des cellules microgliales 

activées par cette protéine. La repousse axonale sera ensuite étudiée afin d’évaluer la 

complémentarité dans l’action de ces molécules.   

De plus, il nous semble évident que pour pouvoir comprendre le mécanisme d’action 

de ces molécules dans la réponse neuro-inflammatoire, il est indispensable d’élucider la 

chronologie des activités de ces protéines afin de mieux comprendre si leurs activités sont 

additives ou synergiques. Pour y parvenir, la caractérisation des sous-types microgliaux 

est cruciale. La caractérisation des récepteurs spécifiques, actuellement en cours, est 

essentielle afin de réussir à différencier sans ambiguïté chacune des sous-populations des 

cellules microgliales recrutées. L’activité de HmC1q passe par un récepteur apparenté à 

gC1qR des vertébrés. L’étude du récepteur gC1qR qui reconnaît le domaine globulaire 

(gC1q), présent dans la banque EST de la sangsue médicinale, a été privilégiée. 

 

Il ne faut néanmoins pas exclure l’existence d’autres récepteurs potentiels à la 

molécule HmC1q (voir l’encadré numéro 4). Par ailleurs, l’activité de HmIL-16 est très 

probablement dépendante d’un homologue du CD4 humain. Si l’activation de 

HmEMAPII est plutôt dépendante d’un récepteur de type Toll (HmTLR1), il reste à 

identifier le récepteur de HmEMAPII et à savoir si les sous-populations microgliales sont 

exclusivement sensibles à HmC1q, HmIL-16 ou HmEMAPII.  
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Les récepteurs de C1q reconnaissant la partie collagénique sont: 

 

• C1qRp est exprimé à la surface des cellules d’origine myéloïde,  des plaquettes et des 

cellules endothéliales L’interaction entre ce récepteur et le C1q active la phagocytose 

de l’élément lié à C1q. Cet élément peut être une cellule apoptotique ou un 

microorganisme pathogène [Kishore and Reid, 2000].  

 

• cC1qR est exprimé au niveau du réticulum endoplasmique (RE) et régule 

l’homéostasie de Ca
2+ 

[Kishore and Reid, 2000]. Ce récepteur peut aussi s’exprimer à 

la surface, lier le C1q et contribuer au chimiotactisme des cellules dendritiques 

immatures [Vegh et al., 2006].  

 

 

• CR1 est exprimé à la surface des globules rouges (GR), des monocytes, des 

polynucléaires neutrophiles (PNNs), des éosinophiles, des cellules NK, des 

lymphocytes B et T, des podocytes glomérulaires et aussi au niveau des cellules 

microgliales du SNC [Hanisch, 2002; Zipfel and Skerka, 2009]. Il régule l’activation 

du système du complément et assure l’élimination des complexes immuns une fois lié 

à C1q.  

 

Encadré 4. 

 

Principaux récepteurs reconnaissant le domaine collagénique de C1q.  

C1q est un hexamère d’hétérotrimères qui comporte deux régions caractéristiques, 

une partie de type collagène (CLF, « collagenous-like fragment ») de laquelle émergent 

six régions globulaires (GR, « globular region »). Il a été mis en évidence de façon 

indirecte que ce sont ces GRs qui sont mises en jeu dans la reconnaissance spécifique des 

cellules apoptotiques, les surfaces des microorganismes et certaines structures réceptrices 

comme gC1qR. Les CLFs sont, elles, impliquées dans la reconnaissance de C1q à la 

surface des phagocytes [Paidassi et al., 2008]. Cette reconnaissance spécifique fait appel 

à différentes structures réceptrices au C1q.  
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En résumé, il sera ainsi possible d’élucider plusieurs questions qui restent en suspend: 

 

1. L’impact des autres molécules chimioattractantes sur l’activité de HmC1q et donc 

l’interdépendance de ces molécules (effet additif ou synergique?).  

2. La caractérisation des différentes sous-populations microgliales. 

3. La chronologie des activités exercées par les différentes molécules caractérisées sur la 

microglie.  

4. L’impact de la molécule HmC1q sur la repousse axonale et donc sur la survie 

neuronale.  

 

L’étude du système nerveux de la sangsue médicinale in vitro permet d’évaluer la 

cinétique ainsi que l’intensité du recrutement microglial en faisant abstraction de 

l’infiltration possible des cellules sanguines à l’intérieur de la chaîne nerveuse. Cette 

particularité représente un avantage significatif comparé à la complexité structurale mais 

aussi cellulaire de la réponse inflammatoire chez les mammifères. Cependant, une 

question devrait également être abordée concernant l’infiltration possible des cellules 

sanguines périphériques qui peuvent contribuer à la réaction inflammatoire comme 

observée chez les vertébrés [Bechmann et al., 2001; Perry et al., 2010 

]. En effet, il est connu chez les vertébrés que les monocytes sanguins peuvent se 

différencier en cellules microgliales et participer à la réaction neuro-inflammatoire. Un 

tel recrutement doit être recherché chez la sangsue. Cette infiltration, bien que nécessaire 

pour la défense immunitaire, semble posséder également un côté délétère. La surdose de 

cytokines pro-inflammatoires secrétées par ces cellules infiltrantes contribue à la perte 

neuronale [Hanisch and Kettenmann, 2007]. Ceci peut être du à la surface d’échange 

entre le sang et le SNC qui est largement plus grande et complexe chez les vertébrés et 

donc offre plus d’espace pour les cellules infiltrantes pro-inflammatoires. 

 

Ainsi, il semble indispensable de pouvoir élucider l’implication des cellules 

sanguines dans cette réponse neuro-inflammatoire. Dans ce but, une étude a été entreprise 

au sein du laboratoire pour caractériser les cellules sanguines et étudier leur interaction 

avec les cellules du SNC. Chez la sangsue Hirudo medicinalis, les cellules sanguines 
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baignent dans un sinus sanguin séparé du SNC par une assise de cellules endothéliales 

constituant ainsi  une pseudo- BHE protégeant le SNC de la sangsue médicinale. Malgré 

leur hétérogénéité de taille, elles appartiendraient à un seul et même type cellulaire. A 

l’heure actuelle, à la différence des vertébrés, il n’y a aucune évidence d’infiltration de 

cellules sanguines au niveau du système nerveux.  In vitro, elles semblent participer au 

processus de cicatrisation du système nerveux. S’agit-il d’une simple cicatrisation 

tissulaire ou plutôt une réparation nerveuse efficace et fonctionnelle facilitée par le sang? 

Des expériences de mesure de potentiel d’action au niveau des neurones lésés devraient 

permettre de conclure sur la véritable fonction des cellules sanguines. 
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Production de faibles doses de NO et accumulation des cellules microgliales 

Production neuronale de 

HmC1q, de HmIL16 et de 

HmEMAPII 

Epiderme 

Sinus sanguin 

Endothélium 

Cellule sanguine 

Lésion 

Celllule microgliale 

Neurone 

Tenant compte des données disponibles à ce jour, un modèle d’interprétation 

résumant les principales étapes de l’action de ces molécules en réponse à une lésion est 

schématisé ci-dessous: 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1. La chaîne nerveuse de l’animal peut être endommagée suite à une blessure 

profonde. Les cellules microgliales, situées le long du connectif lésé, migreraient et 

s’accumuleraient au niveau du site de lésion. L’accumulation de ces cellules serait en 

partie due à la libération de faibles doses de NO. Les cytokines (HmC1q, HmIL16 et 

HmEMAPII) sont déjà secrétées par les neurones et les cellules sanguines sont 

étroitement liées à la chaîne nerveuse.  
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Epiderme 

Production neuronale de 

HmC1q, de HmIL16 et de 

HmEMAPII 

Sinus sanguin 

Endothélium 

Cellule sanguine 

Lésion 

Celllule microgliale 

Neurone 

Production de fortes doses de NO et arrêt de la migration des cellules 

microgliales 

Production des protéines HmC1q, de HmIL16 et 

de HmEMAPII par les extrémités axonales 

lésées. Et sécrétion de HmIL16 et de HmEMAPII 

par les sous-populations spécifiques de cellules 

microgliales accumulées au site de lésion.  

 

HmIL-16 produite par la 

sous-population microgliale 

CD4+ pour maintenir 

l’accumulation au site de 

lésion.  

HmEMAPII produite par la sous-

population microgliale sous le 

contrôle de HmTLR1 pour 

maintenir l’accumulation au site 

de lésion.  

HmC1q produit par les 

extrémités axonales lésées   

HmIL-16 produite par les 

extrémités axonales lésées   

HmEMAPII produite par les 

extrémités axonales lésées   

HmC1qBp 

HmCD4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. Les extrémités axonales lésées produisent les différentes cytokines (HmC1q, 

HmIL16 et HmEMAPII) augmentant ainsi le recrutement des différentes sous-

populations des cellules microgliales au site de lésion. Chaque cytokine attire des cellules 

microgliales portant les structures réceptrices adéquates (HmCD4 pour HmIL-16, 
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HmC1qBp pour HmC1q). Par ailleurs, cette accumulation de la microglie est maintenue 

par la production de HmIL16 et de HmEMAPII par les cellules microgliales recrutées. La 

libération de fortes doses de NO  constituerait le signal stop de la migration microgliale. 

La participation croisée de tous ces facteurs aboutirait à une réparation efficace du SNC 

de la sangsue médicinale.  

 

Les résultats obtenus au cours de ce travail doivent ouvrir d’autres perspectives sur 

les mécanismes physiologiques de la réponse neuro-inflammatoire menant à la réparation 

nerveuse. La protéine HmC1q exerce-elle d’autres fonctions que son activité de 

chimiotactisme, notamment des fonctions de facilitation de la phagocytose comme cela 

est observé pour le C1q des vertébrés? Serait-elle capable de lier les corps apoptotiques 

formés suite à la lésion et assurer leur élimination afin de promouvoir la réparation du 

tissu lésé? 

 

L’étude de l’infiltration des cellules sanguines et leur implication dans la réponse 

neuro-inflammatoire reste encore à compléter.  

 

L’ensemble de ce travail a permis de mieux comprendre la réponse neuro-

inflammatoire mise en place au sein du SNC de la sangsue médicinale Hirudo 

medicinalis. Les données obtenues ont mis en évidence la première molécule apparentée 

à la protéine C1q (HmC1q) agissant par le biais d’un récepteur homologue au gC1qR 

humain dans le SNC d’un invertébré, la sangsue médicinale. HmC1q fait partie d’un 

ensemble de molécules caractérisées (HmIL-16 et HmEMAPII) dans le SNC et capables 

de recruter la microglie au site de lésion, phénomène reconnu comme indispensable à la 

réparation nerveuse de notre modèle.  
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Résumé 

Le système nerveux des invertébrés présente des caractéristiques fonctionnelles différentes de 

celles des vertébrés.  Chez la sangsue la Hirudo medicinalis, modèle d’étude privilégié en 

neurobiologie, une réparation efficace de la chaîne nerveuse est possible après lésion. Ce 

processus physiologique nécessite la mobilisation des cellules microgliales présentes au sein au 

système nerveux de la sangsue et rappelle certaines phases d’une réaction inflammatoire.  

 

Une recherche des effecteurs moléculaires impliqués dans ce recrutement cellulaire a été 

entreprise. Une  protéine homologue au facteur du complément humain C1q, nommée HmC1q, a 

été caractérisée et a été montrée  comme impliquée dans le phénomène d’accumulation précoce 

de la microglie. En effet, constitutivement exprimée au sein des neurones, HmC1q s’accumule 

directement au niveau de la lésion du connectif et a été démontrée capable d’augmenter le 

recrutement d’une sous-population de cellules microgliales en réponse à la lésion. HmC1q se 

comporte ainsi comme une cytokine à activité chimioattractante. La production d’une forme 

recombinante en levure de type Pichia pastoris a permis ensuite de préciser les modalités d’action 

de ce nouveau facteur chimiotactique, fortement actif au sein du système nerveux de la sangsue. 

Les expériences de cytométrie en flux, d’immunopréciptation et de chimiotactisme réalisées avec 

un anticorps anti-gC1qR plaident pour l’existence d’une structure réceptrice homologue au 

gC1qR des vertébrés sur la sous-population réactive à HmC1q. 

 

Par ce travail, il a été mis en évidence, pour la première fois dans le SNC d’un invertébré, 

l’existence d'une « nouvelle cytokine » HmC1q, ayant une homologie avec la protéine C1q des 

vertébrés, mais également faisant partie de la vaste famille des cytokines C1q-TNF. Les résultats 

originaux obtenus suggèrent que HmC1q puisse avoir un rôle-clé dans le dialogue neurone-glie 

nécessaire au maintien de l’intégrité du système nerveux. 

 

Summary 

The nervous system of invertebrates has functional characteristics different from those of 

vertebrates. In the leech Hirudo medicinalis, a well recognized model in neurobiology, the nerve 

cord repair might be effective after injury. This physiological process requires the mobilization of 

microglial cells present in the leech nervous system and seems to mimic some key-phases of an 

inflammatory reaction. 

 

A search of the molecular effectors involved in this cell recruitment was undertaken. A 

protein homologous to human complement factor C1q, named HmC1q, was characterized and 

was shown to be involved in the early accumulation of microglia. Indeed, constitutively 

expressed in neurons, HmC1q is directly expressed on the cut end of the connective and, in 

response to the injury, has been shown to increase the recruitment of a subpopulation of 

microglial cells. Thus HmC1q behaves as a chemoattractant cytokine. The production of its 

recombinant form in the yeast Pichia pastoris enabled us to specify the molecular mechanisms by 

which this new chemoattractant might be highly active in the leech nervous system. The 

experiments carried out by flow cytometry, immunopreciptation and in chemotaxis analysis that 

were performed with an anti-gC1qR argue for the existence of a leech molecule homologous to 

human gC1qR at the surface microglial cell subpopulation reactive to HmC1q.  

 
By this work, it was shown, for the first time in the CNS of an invertebrate, the existence of a 

« new cytokine » HmC1q, homologous to the vertebrate protein C1q, but also belonging to great 

C1q-TNF cytokine family. Finally the present original results suggest that HmC1q may have a 

key role in neuron-glia dialogue that is essential to maintain the integrity of the nervous system. 
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